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Souhrn

Analyticka chemie Iékovych substanci (API) podléhd kontrolam narodnich autorit jako je
napf. Statni tav pro kontrolu 1é&iv (SUKL) a Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv; Food and
Drug Administration (FDA); vladni agentura Spojenych stati americkych resortu zdravi a
sluzeb. Klicova metoda na stanoveni piibuznych latek (related substances) a obsah API je
vysokouc¢inna kapalinovd chromatogratie (HPLC). Zabyvala jsem se modifikaci americké
Iékopisné HPLC metody na stanoveni piibuznych latek a obsahu Riluzolu. Cilem této prace
byl pienos piivodni HPLC metody na HPLC metodu umoziujici stanoveni obsahu Riluzolu
V oplachovém rozpoustédle. Cesta vyvoje nové metody byla pivodné zamyslena pomoci
HILIC chromatografie. V systému hydrofilnich interakci nebylo dosazeno dobrych vysledki.
Dalsim krokem vyvoje se tedy stala optimalizace ptivodni USP metody na reverznich fazich.
Modifikace 1ékopisné metody se zdarila, kvalita separace v nové vytvoieném systému byla
potvrzena dobrymi validaénimi parametry, které jsou kriticky zhodnoceny v zavéru. Dale byla
nova HPLC metoda porovnana s pivodni spektrofotometrickou metodou na stanoveni obsahu
Riluzolu v oplachovych rozpoustédlech. Naméiené vysledky realnych vzorkd obou metod,

shodujici se i v limitnich koncentracich potvrdily spravnost nové vyvinuté HPLC metody.



Summary

Analytical chemistry of Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) is under a supervision of
national authorities, for instance the Czech State Institute for Drug Control (SUKL), and the
Food and Drug Administration (FDA), a federal agency of the United States Department of
Health and Human Services. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is a
principal method for the determination of assay and related substances in APIs. | was working
on a modification of the U.S. pharmacopoeial HPLC method for the determination of assay
and related substances in the API Riluzole. A goal of this study was the modification of the
original HPLC method to a new one suitable for the determination of Riluzole assay in a
solvent used for the cleaning of production equipment — a washing solvent. The development
of a new method was originally intended by using HILIC chromatography. There weren't
achieved good results in the system of hydrophilic interactions. So the next step of the
development has become the optimization of original USP method on a reverse phase. The
modification of the pharmacopoeic method was successful. The quality of a separation in the
newly created system was confirmed by the right validation parameters that are critically
evaluated at the end of this Rigorous thesis. Moreover, the new HPLC method was compared
with the original spectrophotometric method for the determination of Riluzole in the rinsing
solvents. The measured results of the real samples, identical in the limit concentrations, which
were obtained by using these two methods, confirm the correctness of newly developed
HPLC method.
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1 UVOD

Riluzol je 1ékova substance (API) pouzivana na amyotrofickou lateralni sklerozu (ALS). Na
americky trh ho uvedla firma Sanofi- Aventis v prosinci 1995. Na tzemi USA se prodava pod
obchodnim nazvem Rilutek.! ALS, znima téz jako Lou Gehrigova choroba, ¢i nemoc
motoneuronti je onemocnéni mozku zpisobujici degeneraci a ztratu bunck centralni nervové
soustavy, které¢ vali ovladaji svalové pohyby. Postupné dochazi ke svalové slabosti. Mozek
nakonec neni schopen ovladat vétSinu svalll a postizeny zlstava paralyzovan, pii zachovani
psychickych a mentélnich schopnosti. Etiologie onemocnéni neni znama.?® Rychlost postupu
nemoci je individualni. Doposud nebyla na ALS nalezena zadna 1é¢ba. Dostupné 1€ky, jako je
napf. Riluzol, se zamé&fuji piedev§im na sniZeni obtizi a prevenci komplikaci.* Nékteré
védecké studie objevily souvislost mezi ALS a nékterymi zemé&dé&lskymi pesticidy. > & 7
Riluzol je registrovan v bibliografické databazi Narodni lékafské knihovny USA.® Jeho
vyroba byla poprvé publikovana v r. 1963.° Patent firm& Sanofi- Aventis vyprsel 18. Gervna
2013. V soucasné dobé ho prodava ve Spojenych statech firma Covis Pharmaceuticals, ktera
ziskala prava na trhu v oblasti drog v dubnu 2013. Dne 18. ¢ervna 2013 FDA schvalila
generické verze 1€kt tfi farmaceutickych spolecnosti na tzemi Ameriky: Apotex Corp,

Glenmark Generics a Sun Pharmaceuticals. 1°

Vycet APIL, metody stanoveni a obecnd pravidla zachdzeni s APl jsou obsahem l¢kopisnych
prameni. 1 12 13 Aktualni HPLC metoda na stanoveni piibuznych latek a obsahu Riluzolu je
soucasti nejnovéjsi verze amerického 1ékopisu z r. 2014 (USP 37; NF 32 Volume 3).1% Poprvé
se objevil v USP lékopisu 34 z r. 2011.%

Cilem této prace byla optimalizace piivodni (USP) HPLC metody na stanoveni necistot a
obsahu Riluzolu na HPLC metodu umoznujici stanoveni obsahu Riluzolu v oplachovém
rozpoustédle po c¢iSténi vyrobniho zafizeni (tzn. stanoveni Riluzolu v rozmezi nizkych
koncentraci). Dale jsem modifikovanou HPLC metodu zvalidovala a kriticky zhodnotila

V zavéru.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie, dale jen HPLC, patii do skupiny separa¢nich
metod. Je zaloZena na principu rozdilné distribuce latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi,
Z nichz prvni fazi je kapalina tzv. mobilni faze, dale jen MF, kterd prochazi separa¢nim
sloupcem naplnénym nosi¢em se zakotvenou druhou, nepohyblivou, tzv. stacionarni fazi. Aby
byla umoznéna distribuce latek mezi staciondrni a mobilni fazi, musi existovat fazové
rozhrani, na kterém pii separaci dochédzi k opakovanému ustalovani rovnovéhy délenych
latek. Chromatograficky systém se v idedlnim piipadé miize blizit rovnovaze. Distribuci
slozek mezi dvé faze pak l1ze popsat distribuéni (rozdélovaci) konstantou Kp. Se zvysujici se
hodnotou Kp konstanty setrvavaji molekuly analytu déle ve stacionarni fazi. U analytd se
stejnou hodnotou Kp nedochézi k separaci. Distribu¢ni konstanta bude popsana déle v textu.'®
HPLC je zpravidla zaloZena na mechanismech adsorpce, rozdélovani a vymény iontd (tzv.
ion-parova chromatografie).® HPLC je vyuzivana na stanoveni netékavych, nebo malo

t&kavych, termicky stabilnich latek.'® Schéma kapalinového chromatografu obrazek 1

Column [
(Statiopary phase)

Autosampler

s Dedassing

Sofvent (Mebile phase)

Obrazek 1: Schema HPLC. ¥/
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HPLC sestava se sklada z ¢erpaciho systému, davkovaciho zatizeni, chromatografické kolony,
detektoru a zafizeni na zpracovani dat. MF je do systému piivadéna pies odplyiovac tzv.
degasser pomoci vysokotlakého Cerpadla z jedné ¢i vice zasobnich lahvi. Postupuje ptes
tlumi¢ pulst a protéka vétsinou konstantni rychlosti kolonou a nasledné detektorem. Detektor
je spojen se zafizenim pro registraci prubéhu analyzy (PC s hardwarovou tupravou a
vyhodnocovacim software). Zasobni lahve jsou naplnény rozpoustédly, ktera jsou pouzivana
na proplach systému a jako MF. S pouzitim sméSovaciho zafizeni lze pomér rozpoustédel
V prib¢hu analyzy programovatelné¢ ménit tzv. gradientova eluce. Pii isokratické eluci ziistava

zachovan staly pomér rozpoustédel po cely &as analyzy.!8 1920

2.1.1 Retenéni charakteristiky

2.1.1.1 Retencni ¢as tr
Zakladni, charakteristicka, kvalitativni veli¢ina pro kazdou separovanou latku. Jedna se o

dobu od nasttiku vzorku do zaznamenani maxima eluéni k¥ivky (vrcholu piku) detektorem.
tR=tm+t'ri [Min]

tm - mrtvy retenc¢ni ¢as— retenni Cas analytu, ktery neni zadrzovan na kolon¢ (neinteraguje
se stacionarni fazi); odpovida dob¢ pritoku mobilni faze od nésttiku po detektor; dobé pobytu

analytu v mobilni fazi

t'r - redukovany retencni cas— doba pobytu analytu ve stacionarni fazi

2.1.1.2 Retencni objem VR

Objem MF, ktera protece kolonou od nastiiku do tr vzorku.
VRi=Vm+ Vi [Ml]

VM — mrtvy objem— retencni objem, ve kterém nedochazi k zadnym interakcim analytu,

pouze je unasen proudem MF (vnitini objem kolony minus objem naplng)

V'r — redukovany reten¢ni objem— rozdil reten¢niho a mrtvého objemu

Fm — objemovy pritok [ml/min]

13



2.1.1.3 Linearni rychlost mobilni faze u

Charakterizuje pratok MF analytickou kolonou nezavisle na jejim prifezu.
L .

u =— [cm/min]
tm

L = d¢lka kolony

2.1.1.4 Retencni pomér k (mira retence separovanych latek)
Udava, kolikrat vice cCasu stravi analyt ve staciondrni fazi nez ve fazi mobilni, tj.
Vv kolikanasobku mrtvého Casu (objemu) analyt eluuje. Déle to je i pomér latkovych mnozstvi

analytu ve stacionarni a mobilni f4zi za rovnovaznych podminek.

k_h_tR,i_tM_VR,i_VM
tm tm Vu
n; V.
k = ( L)s _ S

B (ni)m oo Vm

Kp — distribu¢ni konstanta (pomér rovnovazné koncentrace latky ve stacionarni a mobilni
fazi)

2.1.1.5 Pocet teoretickych pater n

Pocet teoretickych pater je ukazatel kvality chromatografické separace. Jednda se o

bezrozmérnou veli¢inu vyjadiujici uc¢innost chromatografického systému (miru rozmyvani

eluénich zon).Vypocet se provadi z Siiky piku v chromatogramu.

tri)\2 te: |
n=16- (5) =5,54.<£>
Wp Wo,s5

Vysoké hodnota n — 0zk4 elu¢ni zéna analytu — ucinn4 separace

2.1.1.6 VySkovy ekvivalent teoretického patra H

(HEPT — Height Equivalent to a Theoretical Plate)
Vzorec udava H jako tsek kolony ptipadajici na jedno teoretické patro. Souvisi se Sitkou
elucnich zon analytu pii priichodu kolonou. PouZivé se pro porovnéni u¢innosti kolon o

raznych délkach.

14
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2.1.1.7 Redukovana vyska teoretického patra h

Slouzi ke srovnani kolon s odlisnou velikosti ¢astic napIné.

dp — velikost ¢astic (pramér)

2.1.2 Rozmyvani elu¢nich zén

Rozmyvani eluéni zony souvisi s i€¢innosti chromatografického déje. Dokonale rozseparované

piky analytu s ostrymi ohraniCenymi zénami jsou znamkou kvalitni separace. Vlivem

kinetickych dé&jii ovSem dochazi k rozmyvani elucnich zén a vzniku koncentra¢niho profilu

separované latky v elucni zoén€. Mira vlivu téchto d€ji mé vyrazny dopad na vysledny tvar

chromatografického piku. Pokud molekula interaguje se stacionarni fazi pfili§ dlouho, vliv

kinetickych dé&ju se stdva vyraznéjsi a tim $irsi jsou elucni zony.

2.1.2.1 Van Deemterova rovnice

Pivodni J. J. van Deemterova rovnice urc¢ena pro plynovou chromatografii, rozsifena o dalsi

procesy probihajici v HPLC.

H=HF+HL+HM+HS

K celkovému vyskovému ekvivalentu teoretického patra prispiva:

Hr — vifiva (turbulentni) difize v mobilni fazi pfi priichodu néplni kolony

HL — axialni difaze v mobilni fazi
Hs — odpor proti pfevodu hmoty ve stacionérni fazi

Hwm — odpor proti pfevodu hmoty v mobilni fazi

15



Viriva difaze — (angl. eddy diffusion), je zptusobena nehomogenitou stacionarni faze.
Molekuly MF a analytu jsou undseny stejnou rychlosti, ale za totozny ¢as urazi rizné drahy

(rtizné se predbihaji).
H F = dep
A — geometricky faktor, koeficient nerovnomérného plnéni chromatografické kolony

Z vySe uvedeného vztahu vyplyva, ze se zmenSujici se velikosti Castic dp klesa podil

prispévku Hr a roste u¢innost analytické kolony.

Axialni diftize — molekuly analytu difunduji vlivem koncentra¢niho gradientu z mist o vyssi
koncentraci do mist o koncentraci nizsi. Navic se pohybuji ve sméru proudu i proti toku MF.
Jelikoz jsou ptispévky difuznich koeficientli v kapalinové chromatografii velmi malé, Ize
vétSinou piispévek axialni diftize k celkovému vySkovému ekvivalentu teoretického patra

zanedbat. To neplati pti velmi nizkych pritocich.

2D,
H =—"
L u

Dm — diftizni koeficient analytu v mobilni fazi

U — linearni rychlost mobilni faze

Odpor proti pienosu hmoty ve stacionarni fazi Hs

Nekteré molekuly analytu proniknou hloubé&ji do stacionarni faze nez jiné.

dj-u k
30Dm (k+1)?

HS:

Odpor proti pienosu hmoty v mobilni fazi Hw

Tok MF (v porech nosi¢e nebo mezi ¢asticemi) se skldda z vice proudii, které maji riznou
rychlost. Pfi prichodu mobilni faze kanalkem mezi zrny nosi¢e maji molekuly uprostied
kanalku mnohem vétsi rychlost nez u stény. U povrchu nosice (stén) je témet nulova, zatimco

ve stiedu dosahuje maxima.

16



. A2 .
_a)dpu

o = faktor zavisly na typu naplné

2.1.2.2 Zkraceny zapis van Deemterovy rovnice
Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra na linedrni rychlosti mobilni faze.

Nachazi vyuziti v praxi.

B
H=A+—+C-u
u

A, B, C — konstanty pro dany chromatograficky systém 2t

H [um] ||

—_— k3
minimalni H

T linearni pratokova rychlost [u]

optimalni pritokova
rychlost [u_; ]

Obrazek 2: Zavislost vysky teoretického patra na pritokové rychlosti??

Minimum k¥ivky odpovida optimalni priatokové rychlosti. Dana kolona tehdy vykazuje

wr 7 we

nejvétsi ucinnost a minimalné rozsifuje zony analytu.

Ucinnost separace roste se snizujici se velikosti ¢astic napln€é. Minimum ktivky udava rozsah

prutokovych rychlosti, pii kterych kolona pracuje bez velké ztraty Gi¢innosti.

17



2.1.2.3 Mimokolonové prispévky

systému jako nastiikové a spojovaci zafizeni S detektorem. Mimokolonovy piispévek je
potom roven celkovému objemu téchto jednotlivych ¢asti. Z toho vyplyva, Ze je Zadouci, aby
byly mimokolonové ptispévky chromatografického systému co nejmensi a nesnizovaly tak

ucinnost analytické kolony.

2 — 2 2 2 2 2
Ocelk = Ginj + Okolona to i T Odet + Oel

Spoj

o%inj — ptispévek injektoru

Objem vzorku by mél byt co nejmensi (<l. teor. patro). Eluovana zéna by méla byt

pravouhla.
2
2 _ Vinj
Oinj = 2

K — faktor zavisly na konstrukei injektoru

6%spoj — piispévek spojovacich trubic

Spojovaci trubice by méla mit maly vnitini primér a musi byt co nejkratsi.

5 m-R*-1-F,
%spoj = 24D,

R — vnitini polomér
| — délka (trubice)

Dm — diftzni koeficient analytu v mobilni fazi

Pii béznych rychlostech mobilni faze vznika v trubici laminarni proudéni, pii kterém lze

kapalinu povaZovat za soubor vrstev, mezi nimiZ plsobi viskozni sily.

18



Turbulentni proudéni — vznika pfi velmi vysokych rychlostech, pohyb mobilni faze je

chaoticky, dochazi k intenzivnimu promichéavani.
o’det — piispévek detektoru

Zavisi na objemu a geometrii detek¢ni cely.

2
2 ~Vdet
O-det ~ KZ

0%l — prispévek elektroniky
Zavisi na casovych konstantach elektronickych obvodi (zesilovaci).

o4 = konst - E2

2.1.3 Asymetrie piku

Veli¢ina popisujici miru deformace profilu eluované zoény analytu a odchylku od
symetrického tvaru piku. PfiCiny tohoto rozmyti mohou byt riizné. Obvykle se uvadi ptetiZzeni
analytické kolony, vedlejsi rovnovaha (napf. adsorpce, disociace), nebo piispévek

mimokolonovych objemu K rozmyti zony.

100%
80%
60%

40%

vyska piku

20%

0% f h~5%

0 0,5 1 1,5 2 2,5 min 3

Obrazek 3: Asymetrie piku

t
A. ==
S r
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As — faktor asymetrie — urcuje se v 10% vysky piku, mira soumérnosti chromatografického

piku; pomér sestupné ¢asti piku (t) k vzestupné ¢asti (f)

Tt — tailing faktor — obdobna veli¢ina jako faktor asymetrie, urcuje se v 5 % vysky piku (w

0,05) ku dvojnasobku $itky vzestupné ¢asti (f)
As;Ts= 1 — symetricky pik (idedlni Gaussovsky profil)
As;T¢> 1 — piky asymetrické v sestupné casti (chvostujici piky)

As; Ts< 1 — piky asymetrické ve vzestupné ¢asti (frontujici piky)

Vztah mezi faktorem asymetrie Asa Tt Ag = 2T — 12423

2.1.4 RozliSeni

Rozliseni je bezrozmérna veli¢ina udavajici schopnost chromatografického systému vzajemné
oddélit dva sousedni piky. Cilem HPLC separaci je dosazeni co nejlepsiho rozdéleni latek v
co nejkratsim Case. Nejde o dosazeni co nejvétsiho rozliseni, ale o ziskani pravé potiebného
rozliSeni v pfijatelné dobé. Dokonalého rozdé€leni pikti az na zakladni linii se dosahne pfi

rozliSeni R12= 1,5, kdy dochazi k 0,1% ptekryvu dvou sousednich pikd.

_ tr2 — tr1
0,5 (Wpo + Wy 1)

R1,2

Vn k
R1,2 =" (a1_2 -1)- (1 +1k1>

n — pocet pater (rozliSeni roste s jeho druhou odmocninou)

Prvni ¢len vzorce — (kineticky) t¢innost; druhy ¢len vzorce — (termodynamicky) selektivita;

treti ¢len vzorce — (kapacitni) retence

Ovlivnéni selektivity a retence — volbou mobilni faze, stacionarni faze, teploty

Ovlivnéni u¢innosti — délkou kolony, velikosti ¢astic, pritokem 242

20



2.1.5 Separacni faktor (selektivita) a

Popisuje vzajemnou retenci dvou analytti vyjadienou pomérem jejich redukovanych cast.

Separa¢ni faktor tizce souvisi s parametrem rozliSeni. Blizi- 1i se hodnota selektivity jedné,

nelze latky v daném chromatografickém systému od sebe oddélit.?
K,
a=-—=
Ky

Optimalizace stacionarni a MF (ovlivnéni selektivity) vede ke zlepseni rozliSeni vyraznéji nez
zvySeni ucinnosti poctem teoretickych pater (zmenSenim velikosti ¢astic analytické kolony ¢i

prodlouzenim jeji délky).
2.1.6 Statistické parametry

2.1.6.1 Smérodatna odchylka
Smérodatna odchylka je pouzivanou mirou statistické disperze. Popisuje se jako kvadraticky
pramér odchylek hodnot znaku od jejich aritmetického priméru. Teoreticky fe¢eno vypovida

o tom, jak moc se od sebe navzajem lisi typické ptipady v souboru zkoumanych ¢isel.

n
1 z _
S = X — X)2
l:

n — podet ¢lentl, Xi — naméfend hodnota, X — primérna hodnota

2.1.6.2 Relativni smérodatna odchylka

Veli¢ina udavajici relativni miru piesnosti série paralelnich stanoveni.

S, = resp. (Sy)y, = 100" S,

|| ¢\

S — smérodatna odchylka, X — priimérna hodnota?
2.1.7 Zakladni typy chromatografickych systémi

2.1.7.1 Normalni faze
V chromatografickém systému vyuzivajicim normalni faze (NP-HPLC) jsou pro separace

analytu pouZzivany polarni stacionarni faze a MF vyznacujici se mensi polaritou nez ma faze
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stacionarni. Elu¢ni mechanismus byva v téchto pifipadech zaloZzen na kompetici mezi
separovanou latkou a MF o lokalizovana adsorp¢ni centra na povrchu pevné faze, nejcastéji
silikagelu modifikovaného volnymi polarnimi skupinami napf. hydroxylovymi resp.
silanolovymi, které se ucastni interakce s analytem. Obecné lze konstatovat, ze je eluce dana
specifickymi mezimolekuldrnimi interakcemi analytu s povrchem sorbentu a nespecifickymi
interakcemi analytu s MF. Nasledkem rozdilnych polarnich sil pusobicich mezi povrchem
stacionarni faze (sorbentu) a separovanou latkou a polarnich sil plisobicich mezi povrchem
sorbentu a MF se analyt adsorbuje.'? 27 282930 \y NP-HPLC systému zjednodusené plati, Ze
retencni Cas roste s rostouci polaritou analyzované latky a klesa s rostouci polaritou MF. MF
kompatibilni k NP-HPLC se pfipravuji ze smési organickych rozpoustédel jako je napf.
hexan, propanol, ethanol atd. NP-HPLC systémy jsou citlivé na obsah vody v mobilni fazi,
ktera se silné vaze na hydrofilni povrch silikagelu a tim méni jeho vlastnosti, nastavaji pak
problémy s opakovatelnosti vysledki. Zarovenn voda v MF zlepSuje symetrii piku snizenim
aktivity silikagelového povrchu. Cisty silikagel, ktery je sam o sobé& polarni, nebo silikagel
Spolarnimi  (napf. aminopropylovymi), stfedné polarnimi  (napf. kyanovymi,
kyanopropylovymi), ¢i slabé polarnimi (napf. nitro, diolovymi) volnymi, chemicky védzanymi
skupinami se stavaji stacionarnimi fazemi uplatiovanymi vV NP-HPLC. NP nyni naléza
uplatnéni predevsim u analytli, které se v jinych systémech rozkladaji.3! Dale se pouzivaji
k separacim polarnich latek a izomerd, kde rozdily v adsorpénich energiich izomerti zptisobuji

silngjsi zadrz na koloné izomert typu cis nad trans izomery.?

2.1.7.2 Reverzni faze

Obecné lze tici, ze RP-HPLC (neboli chromatografie na obracenych, tzv. reverznich fazich)
pracuje na principu rozdélovani molekul mezi mobilni a staciondrni tazi. MF sloZené ze smeési
vody, nebo pufru a jednoho €1 vice organickych rozpoustédel jako jsou napt. (methanol,
acetonitril, propan-2-ol, dioxan, tetrahydrofuran) se vyznacuji polaritou. Stacionarni faze
pouzivané v RP-HPLC systémech se vyhradné vyrabi ze silikagelu, na némzZ jsou navazany
hydrofobni alkylové fetézce (nejCastéji oktadecylové C18, nebo oktanové C8) a jsou
nepolérni. Na téchto stacionarnich fazich se témeét nevyskytuji aktivni adsorpéni centra
schopna polarnich interakci. Povrch reverzni stacionarni faze interaguje pouze slabymi
disperznimi silami, tzn. jen nespecifickymi mezimolekulovymi interakcemi separovana latka-
adsorbent. 18 33 34 35 Nespecifické interakce jsou mnohem slabsi nez polarni interakce mezi

polarnimi molekulami MF a separované latky. Tyto poldrni interakce dale zeslabuji
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nespecifické interakce molekul separovanych latek na povrchu stacionarni faze a usnadiiuji
tak jejich navrat do objemu polarniho eluéniho ¢inidla.®® V RP-HPLC systému lze eluci
separovanych latek ovlivnit vyhradné slozenim MF. S klesajici polaritou organického
rozpoustédla, ¢i sjeho vzristajicim objemem v MF dochazi k poklesu elu¢niho casu
separované latky.®” Dale lze retenéni ¢as analytu ovlivnit napf. volbou stacionarni faze
(po¢tem uhliki na ligandu). Obecné v RP-HPLC systémech roste eluc¢ni Cas s objemem
molekuly analytu (s poctem aromatickych jader a objemnych substituentli). Siln¢ polarni
substituenty napt. -NHz, -OH, -COOH naopak eluci separovanych latek snizuji. Polarni a
iontové analyty totiz nejsou zadrzovany (velmi slab€) na nepolarnich nosiich a eluuji
v mrtvém objemu kolony. Tento problém lze u slabych kyselin ¢i bazi jednoduSe vyiesit

potladenim disociace vhodnou volbou pH. 383

Nékteré typy RP stacionarnich fazi pouzivanych v HPLC kolonach
C18 Si-( CH2)17-CH
C8 Si-(CH2)7-CHs

2.1.7.3 HILIC (systém hydrofilnich interakci)

Separaéni hydrofilni technika vhodna pro analyzu siln€ polarnich latek v systému vodné-
organickd mobilni faze a polarni stacionarni faze. Tato metoda tedy pouziva typ kolon
(stacionarnich fazi) vyuzivanych v NP systémech a vodné-organickych mobilnich fazi, které
jsou doménou RP chromatografii. Hlavnim separacnim mechanismem HILIC chromatografie
se stavaji hydrofilni proton donor-akceptorové a dipdl-dipdlové interakce s povrchem
stacionarni faze a s kapalinou okludovanou na jeho povrchu v difazni vrstvé. U analytd
majicich vlastnosti slabych kyselin ¢i bazi se mohou navic projevit i iontové-vymeénné
interakce. Podstatu HILIC interakci lze podobné definovat jako rozdélovani mezi o vodu
obohacenou vrstvu mobilni faze, ktera je ¢aste¢né okludovana na povrchu stacionarni faze a o
vodu ochuzenou mobilni fazi proudici kolonou. Mobilni faze byvaji vytvareny ze smési ACN
a vody, ¢i pufru. Koncentrace ACN v téchto mobilnich fazich se zpravidla pohybuje
vrozmezi 50-99% . % 41 KHILIC separacim se d4 pouzit celd fada polarnich kolon.
Nemodifikovany silikagel se snizenou koncentraci povrchovych silanolovych skupin se stal
oblibenou naplni uréenou k separacim tohoto typu.*? Dale mohou HILIC separace vyuZit i
typu sorbenti s chemicky navidzanymi aminopropylovymi*}, amidovymi, nitrilovymi,
diolovymi, polyethylenglykolovymi a dal§imi polarnimi skupinami.** V dne$ni dobé byly

vyvinuty ndplné kolon specidlné€ urcené pro tyto ucely jako jsou napf. stacionarni fdze na bazi
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45

polyimidu kyseliny jantarové,*® &i stacionarni faze s chemicky navédzanymi amidickymi?®,

zwitteriontovymi, sulfobetainovymi a fosforylcholinovymi skupinami.*’

Pii nizSich koncentracich ACN v mobilni fazi se na spousté typt polarnich kolon méni
chromatografické chovani. Mechanismus separace latek pak odpovida systému na reverznich
fazich. V literatufe se uvadi, ze eluce analyzovanych latek pomoci HILIC interakci je obvykle
obracena oproti eluci téhoz vzorku na fazi reversni, ¢ehoz se miize vyuzit pii analyze vysoce

polarnich latek.

Vyznamnou vyhodu HILIC chromatografie je zvySena citlivost u LC-MS analyz, zapti¢inéna
vys$im obsahem ACN v mobilni fazi a tim zlepSené ionizaci analytu elektrosprejem (ESI).
Diky vysSimu obsahu organické slozky v mobilni fazi dochazi ke snizeni jeji viskozity, tim se
snizuje i pracovni tlak na koloné&, coz ndm nésledné dovoluje pouzit vétsi pritok mobilni faze
kolonou a napt. zrychleni separace oproti RP systému. Naopak nevyhodou HILIC

chromatografie se stavd pomémé pomala ekvilibrace kolony v porovnani s RP systémem.*® 4%

50, 51

2.1.7.4 Stacionarni faze

Silikagel

Lze konstatovat, Ze se momentalné jedna o nejrozsifengjsi polarni anorganicky sorbent, ktery
se po chemickém navazani ligandl stava idealni stacionarni fazi v RP-HPLC systémech.
Chemicky vazana stacionarni faze obsahuje zbytkové silanolové skupiny (aktivni centra). Pti
styku pufrované MF s povrchem silikagelu dochazi k vyméné protonu silanolovych skupin za
kation pufru. Teorie pfisuzuje hodnotu pKa silanolovych skupin rovnou 7, prakticky ovsem
—OH skupiny silikagelu disociuji v Sir§Sim rozmezi pH (4,5 az 7), z cehozZ vyplyva, Ze bazické
latky maji na takovémto sorbentu lepsi zadrz. Uptednostituji vSak zaroven i1 vyssi pH MF a se
zvysujici se hodnotou pH MF roste i vliv silanolovych skupin na kvalitu separace. Stoupajici
retencni Cas a chvostovani polarnich, zejména tedy bazickych latek, vznikd reakci (vodikové
vazby, dipol-dipélové interakce, reakce iontové-vymeénné) analytu s MF a silanolovymi
skupinami. Potlaceni interakci mezi bazickym analytem a silanolovymi skupinami zabratiuje
jeho chvostovani. Pouzivaji se slabé organické baze amoniového typu (napft. triethylamin,
nebo silngjsi trioktylamin) jejich ptfidavkem do MF. Baze amoniového typu soutéZzi
s analytem o aktivni centra zbytkovych silanolovych skupin. Tim dochazi k zeslabeni
interakci bazické latky se silanolovymi skupinami a eliminaci chvostovani. Povrch silikagelu

je diky p¥itomnosti vyse zminénych silanolovych skupin slabé kysely. Cista forma silikagelu
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se pouziva pii separacich v NP-HPLC uspotadani. Silikagel se pro HPLC systémy ptipravuje
se specifickym povrchem pohybujicim se v rozmezi 5 az 500 m?/g, objemem pora 0,7 ml/g
a sttednim primérem port vyskytujicim se v rozmezi 8 az 15 nm. Vyznacuje se vysokou
chemickou a mechanickou odolnosti umoznujici jeho pouziti i pti vysokych tlacich. Nebobtna

v pfitomnosti organickych rozpoustédel. Pfi pH= 8 a vyse dochazi k jeho rozpousténi. 5% 53 54

Stacionarni faze s oxidy kovu

Maji lepsi chemickou stabilitu nez silikagel. Jejich dalsi pfednosti se stiva moznost analyz
Vv celém rozsahu pH a to do teplot az okolo 200 “C. Mezi zastupce téchto typa staciondrnich
fazi patfi Al,Os, TiO2 a nejprostudovangjsi ZrOa, ktery je zaroven i nejpouzivanéjsi. > Nize

V textu jsou popsany ZrOz a Al2Os.

Oxid zirkonicity
Jednd se o amfoterni méni¢ K™ a A" Diky vy$§imu izoelektrickému bodu interaguje

s bazickymi latkami méné nez silikagel. >

Oxid hlinity (alumina)

Stacionarni faze majici podobné vlastnosti silikagelu. Povrch AlOs vytvareji kromé
hydroxylovych skupin i centra s elektron-akceptorovymi vlastnostmi schopnymi interakce
s analyty bohatymi na elektrony (Lewisovy bdaze). Znamena to, Ze pii separaci jsou
uplatiovany i iontové, ¢i ligandové vymeénné reakce. Zapfiicinuji odliSnou selektivitu Al.O3
asilikagelu pfi separaci latek s odlisSnym elektronovym rozlozenim. Al2O3 se pouziva
vyhradné u separaci nenasycenych, nasycenych, polyaromatickych uhlovodikl, ¢i
polykondenzovanych aromatd s pi elektronovym systémem. Pro separace mechanismem
adsorpéni chromatografie je nejvhodnéjsi typ neutralni aluminy. Kysely a zasadity Al2O3

vykazuje vlastnosti iontoménige.>’ 8

Polymerni stacionarni faze

Stabilni v celém rozsahu pH i pfi vyssich teplotach.>® Prace se stacionarnimi fazemi typu
polymeru vyzaduje max. pracovni tlak na koloné¢ do 20MPa. Jedna se o porézni sorbenty se
strukturou mikropora o velikosti asi Inm. To se projevuje hlavné u malych molekul a stava se
tak nevyhodou nosi¢li tohoto typu. V RP-HPLC je nej€astéji pouzivan kopolymer styrenu

a divinylbenzenu, ¢i polyvinyl alkoholu a metakrylatu.

25



Smér toku

Polarni analyt

Obrazek 4: Schéma interakce mezi polarni stacionarni fazi (silikagelem) a polarnim

a nepoldrnim analytem.®

2.1.8 Isokraticka a gradientova eluce v HPLC

Isokratickd eluce analytu je charakteristickd stejnou elu¢ni silou (tzn. neménnym sloZenim)
MF v priibéhu analyzy. Opakem isokratické eluce se stava eluce gradientova, kterd je typicka
postupnym nartstem elucni sily MF. Vlivem proménlivého slozeni MF ve prospéch silnéjsi
eluéni slozky v ¢ase nedochdzi pti gradientové eluci k rozSifovani (rozmyvani pikd) s vy$§im

vewr

dobu analyzy vyplyvajici z nutnosti ekvilibrace kolon % 2

2.1.9 Instrumentace pro HPLC

2.1.9.1 Cerpaci systémy

Nejcastéji pouzivana cerpadla v HPLC jsou cerpadla pistovd. U malych pratoki MF je
vhodné pouzit pistové cerpadlo s bezpulsnim chodem. Bezpulsni chod snizuje Sum
chromatografického systému a je zajiStovan napi. pouzitim dvou a vice pulsujicich pistovych
cerpadel soucasné, jejichz ¢innost je fazove posunuta, nebo zatfazeni tlumice pulsi do sestavy.

V HPLC se pracuije s tlaky 1-60MPa pii prittoku MF v rozsahu od 0,1 do 10 ml. min.%3
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2.1.9.2 Davkovaci zaFizeni

Utinnost chromatografického d&je a opakovatelnost separce je zavisla na dokonalém
nadavkovani vzorku. V soucasné dob¢, kdy jsou kladeny vysoké pozadavky na spravné
nadavkovani vzorku, obzvlasté v laboratofich zpracovavajicich vétsi mnozstvi vzorkl se
stavaji nejvice pouzivné vysokotlaké automatické davkovace tzv. autosamplery umoziujici
nadavkovani vzorku az do tlaku 80 MPa. Kapalny vzorek je nadavkovan do tzv. vialky
(sklenéna ¢i plastovd nadobka o objemu nejcastéji 2 ml), poté se uzavie vikem se septem,
umisti do prostoru davkovaciho zafizeni a nasledné je nastfiknut pomoci jehly (injekéni

stiikacky) do proudu MF.

6 :L_“- 6 r:—
f 1 I
s( ’\‘
- | )
e = !
A B C

Obrazek 5: Schéma automatického davkovace firmy Agilent
A — separace; B — plnéni jehly; C — davkovani vzorku,

1 — vysokotlaké Cerpadlo ptivadéjici MF do systému; 2 — kolona; 3 — Sesticestny ventil;

4 — pist injekéndi stiikacky; 5- krokovy motor; 6 — davkovaci jednotka; 7 — odpad

A — MF je vedena cerpadlem (1) pfes Sesticestny ventil (3) a davkovaci jednotku na kolonu
B — prfepnuti ventilu, dochdzi k naplnéni jehly (smycky) vzorkem na softwarové zadany
objem pomoci krokového motoru (5) ovladajiciho pist injekéni stiikacky (4)
C — naslednym ptepnutim ventilu je vzorek vytlaen proudem MF na kolonu (2); davkovaci

systém se dostava do bodu A, dochazi k vyprazdnéni injekéni stiikacky davkovace do odpadu
(7) 64

2.1.9.3 Kolony
V soucasné dob¢ jsou dostupné v mnoha variantach (rozméry, napln¢), aby vyhovovaly

riznym aplikacim HPLC. Vyrabé&ji se zvysoce antikorozivni oceli, ¢i polymera typu
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polyetheretherketonu (PEEK), nebo ziidkakdy pii tlaku do 20MPa z tvrzeného skla. Sklenéné
kolony byvaji ulozené v kovovém plasti a jsou vysoce chemicky odolné. Vnitini povrch
kolony by mél byt dokonale hladky. Stacionarni faze ,,napIné* musi odolavat vysokym tlakiim
a chemickému pusobeni mobilni faze. Nejbéznéjsi velikosti Castic stacionarnich fazi se
pohybuji v rozmezi 1,0 um az 5 um. Obvykly vnitini primér kolon méfi 2,1 mm — 5,0 mm
a standardni dékla kolony nepiesahuje 30 cm. Pro separaci API se pouZzivaji kolony vyrobené
z nerezové oceli, pokud neni v piislusném c¢lanku jednotlivé 1ékové substance uvedeno jinak.
Rychlost pratoku MF kolonou u separace API pomoci HPLC se pohybuje Vv rozmezi (0,8
ml/min — 2 ml/min). Analytické kolony jsou tvofeny z vlastniho téla a dvou koncovek.
Koncovky zajist'uji tésnost chromatografického systému, mély by stejnomérné distribuovat
MF unasejici analyt po celém prifezu analytického loze a zadrzovat napli. Ke spojeni kolony
S chromatografickym systémem se pouZzivaji PEEK , nebo kovové kapilary ukoncené feruli

(Sroubovaci spojkou).??+ %

koncova hlavice  porézni kowvowa fiita
l kowowy plast’
—o

ochranny kroufek

-

stacionartd faze )
watup pro kapilan
se Sroubem

Obrazek 6: Typ kolony vyuzivané v HPLC 22

2.1.9.4 Detektory

Detektory zaznamenavaji zmény signalu mezi pritokem cCisté MF a MF unasejici analyt
meéfenim chemickych ¢i fyzikalnich veli¢in. Podle techniky detekce mizeme detektory
roztiidit na spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemické, vodivostni, refraktometrické
a hmotnostni. Analyzy leCivych latek standardné monitoruji spektrofotometrické UV/VIS
a DAD detektory (UV/VIS detektory diodového pole). Dale je mozné pouzit spojeni (LC)
s MS (mass spektrometry) detekci. 8 UV/VIS detektory patii mezi nedestruktivni detektory
tzn. nedochazi k chemické zméné detekovaného analytu. Jestlize u detekce analyzované latky
dochazi k jeji nevratné zméné, oznaCujeme detektor jako destruktivni napt. (MS). Detektory

se dale déli na koncentrani a hmotnostni. Koncentracni detektory méti zmény koncentrace
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slozky v eluentu nezavisle na rychlosti prutoku MF (UV/VIS). Hmotnostni detektory méfi
zmény hmotnostniho toku slozky v eluentu. Pii zméné rychlosti priitoku MF ziistava plocha
piku stejnd, méni se jeho vySka. Detektory mizeme také tfidit podle moZznosti jejich vyuziti

na detektory univerzalni, selektivni a specifické. %
2.1.9.5 Spektrofotometrické detektory

UV/ VIS detektory

Jsou zalozeny na principu méteni absorpce zaieni V rozmezi vinovych délek od 190 do 800
nm. Velikost odezvy (kvantitativni vyhodnoceni) popisuje Lambert-Beertiv zakon, ktery
udava vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky
(c) a velikosti absorpce vyjadienou absorbanci (A). Citlivost téchto detektorti zavisi na délce
optické dréhy. Redlné¢ vznikaji odchylky od Lambert-Beerova zakona, jeho platnost je
omezena. Nezahrnuje v sobé totiz vliv rozpoustédla, teploty a vlnové délky na hodnotu

absorbance.

€ = molarni absorp¢ni koeficient ~ [I/mol/cm]
Podle konstrukce UV/VIS detektort se déli na:

Detektory s fixni vlnovou délkou (Casto 253,7 nm), meénitelnou vlnovou délkou,

programovatelnou vinovou délkou a DAD (PDA) detektory

DAD (PDA) detektory

Snimaji celé spektrum v realném Case bez preruSeni separace. Zafeni prochazi ze zdroje (1)
Stérbinou (2), dale postupuje ¢ockou (3), clonou (4) a celou detektoru (5). Zatfeni se rozklada
na holografické mtizce (6), ktera je soucasti detektoru a zativy tok o urcité vinové délce
zeslabeny absorpci v cele detektoru dopadd na systém fotodiod (7). Kazda fotodioda je
napojena na kondenzator nabity na danou hodnotu. Fotoelektricky proud vznikly dopadem
zateni na fotodiody vybiji kondenzéatory. Vybiti jednotlivych kondenzatori je umeérné
dopadajicimu zafeni na diody a vzniku fotoelektrického proudu. Pfi opétovném nabiti
kondenzatori se méfi proud potiebny na jejich dobiti na piivodni hodnotu a zaznamenéava se

do paméti fidici jednotky. Proces vybijeni a nabijeni kondenzaturti se velice rychle opakuje.
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Tim se zaznamenavaji idaje o absorbanci u kazdé vinové délky v daném okamziku. Pouziva

se 512 — 1024 diod. Pocet diod ovliviiuje spektralni rozliSeni.

7

Obrazek &.7: DAD detektor 1°
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2.2 Validace
2.2.1 Definice validace

Validace — dokumentovany postup poskytujici vysoky stupen jistoty, ze urcity proces bude
trvale poskytovat produkt odpovidajici pfedem uréené specifikaci. Déle validaci mizeme
definovat jako napft. proces, pii kterém se urcuje vhodnost pouziti daného systému pro ziskani
relevantnich dat. Kriticky je vybér validac¢nich parametrt, které se tak stavaji zékladnim
kritériem pro ziskani dostatku udaji, aby bylo mozno posoudit, zda metoda ¢i systém jsou

vhodné pro zamysleny ucel.

2.2.2 Validace analytickych metod

Analytické metody maji byt validovany, pokud neni pfislusna metoda obsazena v 1ékopise
¢ijiném uznavaném standardnim prameni. Vhodnost vSech pouzivanych zkuSebnich metod
ma byt nicméné ovefena v ramci skuteCnych podminek pouziti a ma byt zdokumentovana.
Stejné¢ tak maji byt vedeny uplné zidznamy o veSkerych modifikacich pii transferu
validovanych analytickych metod. Tento typ zdznamil (dokumentace) méa obsahovat diivod
modifikace s piislusnymi tidaji slouzicimi k ovéfeni toho, Ze tato modifikace ma stejné piesné

a spolehlivé vysledky jako zavedend metoda.

2.2.3 Valida¢ni program

Validaéni program slouzi ke statistickému prokézani spolehlivosti analytické metody vcetné
celého obsluzného analytického systému (proces ureni vhodnosti métfeni a ziskavani dat
v celém analytickém systému), kdy proces ziskdvani a zpracovani experimentalnich dat ma
vyznamny vliv na konecny analyticky vysledek. Tento program stanovuje zdkladni pravidla
pro planovani a organizaci validace analytickych dat a stanovuje pravidla pro uvadéni a uziti
takto stanovenych ukazateld v praxi. Validaci miizeme definovat jako proceduru, jejimz cilem
je demonstrovat a dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kriterii
a méfenim hodnot téchto kriterii. Parametr, ktery je predmétem validace, se nazyva

validovana vlastnost (napt. koncentrace hlavni latky, koncentrace necistoty).
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2.2.4 Struktura validaci, valida¢ni parametry

Validace analytickych metod je zaloZzena na ptezkouSeni urcenych validacnich parametrq.
Parametry pro validaci vymezenych analytickych metod urcujicich obsah a cCistotu 1é¢ivych latek

jsou uvedeny v tab. ¢.1:

Tab. ¢. 1 Parametry validace

Piesnost Precision

Spravnost Accuracy

Linearita Linearity

Rozsah Range

Limit detekce Limit of Detection
Limit kvantifikace Limit of Quantitation
Specifi¢nost Specificity
Robustnost Robustness

Specifi¢nost (.,specificity*) - ma pro rlizné testovaci metody odliSny vyznam.

1. identifikace — ptedstavuje prokazani identity analyzované latky.

2. stanoveni necistot — prokazuje, Ze testovaci metoda umozituje odhad obsahu
necistot.

3. stanoveni obsahu — piredstavuje prokazani, Ze méfeny signal piislusi
analyzované latce a neinterferuje s ostatnimi komponentami analyzovaného

vzorku.

Selektivita (..selectivity®) — schopnost analytické metody méfit jednoznacné analyzovanou

latku v pfitomnosti pfedpokladanych komponent analyzovaného vzorku.

Spravnost _(..accuracy*“) — piedstavuje miru shody naméfenych dat via¢i hodnotam

teoretickym (ustanovenym). Spravnost by méla pokryvat cely rozsah metody. Spravnost
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analytick¢ metody indikuje systematickou chybu a posuzuje se napf. porovnanim vysledki

s vysledky jiné nezavislé validované metody (napft. Iékopisné).

Metody stanoveni spravnosti:
a) aplikace analytického postupu na analyt znamé ¢istoty (napf. referen¢ni standard)

b) srovnani vysledku navrhovaného analytického postupu s vysledky druhé, dobte

charakterizované analyzy, jejiz spravnost je potvrzena a definovéana
C) spravnost muze byt stanovena soubézné pii sbéru dat piesnosti, linearity a

specifi¢nosti

Spravnost se vyjadiuje jako rozdil hodnot nebo jako navratnost (Recovery).

nalezena hodnota x 100
skutecna hodnota

Na stanoveni spravnosti se pouzivda minimalné¢ 9 vzorkli, minimaln¢ ve tfech
koncentra¢nich hladinach pokryvajicich cely specificky rozsah (napi. 3 koncentrace, 3

opakovani kazdé z nich).

V piipadé¢ kvantifikace necistot je spravnost hodnocena na vzorcich se znamym
mnoZstvim necistot. V pfipadé€, kdy neni mozné ziskat vzorky urcitych necistot, anebo
degradacnich produktli, je pfijatelné porovnani vysledkil s vysledky ziskanymi jinym
nezavislym zptisobem. Pti hodnoceni spravnosti analytické metody pro stanoveni necistot

1ze do vypoctu zahrnout odezvové faktory jednotlivych necistot.

Piresnost _(.,precision®) — udava miru shody mezi jednotlivymi vysledky ziskanymi

za predepsanych podminek na homogennim vzorku. Pfesnost indikuje nédhodné chyby

a vyjadiuje se pomoci variability vysledk (respektive smérodatnou odchylkou S.D.; relativni

smérodatnou odchylkou R.S.D.).

Opakovatelnost (.,Repeatability*)

Vyhodnoceni se provadi za podminek:
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a) minimaln¢ 9 stanoveni pokryvajicich specificky rozsah

(napft. 3 koncentrace/3 opakovani kazdé z nich)

b) minimalné 6 stanoveni pii 100 % koncentraci latky

Piesnost analvtické metody uvniti laboratoie (Intermediate Precision)

Studuje se, jaky vliv na pfesnost metody ma: jiny operator, jiny pfistroj, rozdilnost Sarzi

reagencii, opakovani analyzy v jiny den atp.

Neni nezbytné studovat tyto efekty individualné, ale jsou mozné jejich kombinace.

Reprodukovatelnost (,,Reproducibility*)

Je stanovena na zaklad¢ mezilaboratornich pokust. Reprodukovatelnost je nutno brat
v ivahu pouze v ptipad¢ standardizace analytickych metod napf. maji-li byt prevzaty

do 1ékopisu.

Detekéni limit (,,limit of detection®) — tato charakteristika je nutna predevsim pro limitni

cvwr

zkoumanou metodou (avsak neni jiz spolehlivé kvantifikovatelna).

Ke stanoveni limitu detekce je mozné pouzit rizné ptistupy Vv zavislosti na tom, zda jde

0 postup neinstrumentalni nebo instrumentalni.

Piistup zaloZeny na vizualnim hodnoceni

Vizuélni hodnoceni mliZe byt pouZito pro neinstrumentélni i instrumentalni metody.

Detekéni limit je uréen analyzou vzorku se znamymi koncentracemi analytu stanovenim

minimalni Grovné, pii které miize byt analyt spolehlivé detekovan.
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Pfistupy zaloZené na pomeéru signal/Sum

Tento zplisob miize byt aplikovan pouze u analytickych postupti vyznacujicich se
Sumem zakladni linie. Stanoveni poméru signdl/Sum provadi porovnani signalu vzorku
o znamé nizké koncentraci analytu se slepymi vzorky a stanovenim min. koncentrace,
pii které analyt mize byt spolehlivé detekovan. Obecné je pfijatelny pomér signal:Sum

3:1.

Postup zalozeny na standardni odchylce odezvy a smérmnici.
Limit detekce (LD) muze byt vyjadien jako:

LD_B-G
S

6 standardni odchylka odezvy

S smérnice kalibra¢ni kiivky

Smérnice S mlZe byt stanovena z kalibracni kiivky analytu.

Vypocet ¢ miize byt proveden rliznymi zplisoby napi.:. zpusob zalozeny
na zjisténi standardni odchylky slepého pokusu nebo vySetfeni pribéhu kalibraéni

kiivky v oblasti detek¢éniho limitu (o useku na ose Y).

Detekéni limit je udavan jako koncentrace (%, ppm, atd.) latky v urcité substanci.

Kvantifika¢ni _limit _(,.limit _of quantification®) — predstavuje nejmensi mnozstvi

(koncentraci) latky, kterou lze stanovit s pfijatelnou presnosti (spravnosti) za predepsanych
podminek. Opét existuji rtizné piistupy na stanoveni limitu kvantifikace v zavislosti na tom,

zda se jedna o analytické postupy neinstrumentalni nebo instrumentélni.
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Postupy zalozené na vizualnim vyhodnoceni

Vizuélni vyhodnoceni mulize byt pouzito pro instrumentdlni nebo neinstrumentalni

metody.

Kvantitativni limit je obecné urcen analyzou vzorku o znamé koncentraci analytu
a stanovenim min. Grovné, pii které mize byt analyt kvantifikovan s pfijatelnou spravnosti

a presnosti.

Postupy zalozené na poméru signdl/Sum

Tento zpiisob mize byt aplikovan pouze u analytickych postupti vyznacujicich se Sumem
zakladni linie. Stanoveni poméru signal/Sum Se provadi porovnanim signalu vzorku o znamé
nizké koncentraci analytu se slepymi vzorky a stanovenim min. koncentrace, pii které mtze

byt analyt jesté spolehlive kvantifikovan. Typicky pomér signal/Sum je 10:1.

Postupy zalozené na standardni odchylce odezvy a smérnici

Limit kvantifikace (LQ) mlZe byt vyjadien jako:

D= 10-0
S
c standardni odchylka odezvy
S smérnice kalibra¢ni kiivky

Smérnice S miiZze byt stanovena z kalibra¢ni kiivky analytu.

c muze byt vypoctena fadou zpiisobll napf. zjisténim standardni odchylky odezvy
opakovanych slepych pokusi nebo vySetfovanim prubéhu regresni piimky v oblasti limitu

kvantifikace (o tiseku na ose Y). Limit by mél byt nasledné validovan analyzou pfiméteného
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poctu vzorkli, o nichz je znamo, ze jsou blizko limitu kvantifikace nebo byly takto

pfipraveny.

Linearita (.linearity®) — Linearita je schopnost metody déavat vysledky pfimo umeérné

koncentraci stanovované latky ve vzorku. Muze byt pfimo prokazana za pouziti substance
(fedénim standardniho zasobniho roztoku), anebo za pouziti uméle pfipravovanych smési
slozek produktu a za pouziti zamysleného postupu. Linearita analytické metody se dolozi
bud’ graficky jako zavislost vysledka (procenta, méfena veli¢ina, obsah) na koncentraci
stanovené latky nebo matematicky pomoci vysledkl linearni regresni analyzy. Uvadi se

korela¢ni koeficient, smérnice, y-usek, ,,soucet Ctverct .

Pro hodnoceni linearity je potieba minimalné péti riznych koncentraci standardni latky

v rozsahu 50 — 150% ptedpokladané pracovni koncentrace.

Rozsah (..,range®) — interval mezi spodni a horni koncentraci analyzované latky ve

vzorku, pro kterou bylo demonstrovano, ze analyticka metoda ma odpovidajici pfesnost,
spravnost a linearitu. Pro stanoveni obsahu substance je doporuc¢eny rozsah 80 % — 120
%, U znamych necistot je doporucen rozsah od limitu ozndmeni (0,05%) do 120%
koncentrace uvedené ve specifikaci. Pokud je obsah i ¢istota stanovena v jednom testu
apouze za pouziti standardu hlavni latky, pak linearita u necistot musi pokryt rozsah

od limitu oznameni (0,05%) do 120 % koncentrace uvedené ve specifikaci.

Citlivost (..Sensitivity®) — vyjadfuje schopnost metody zaznamenat malé rozdily

v koncentraci.

Systém suitability (,.system suitability test*)

Z 5-ti nastiikl standardu se vyhodnoti instrumentalni pfesnost a statisticky zpracuje

(S.D., RSD.). Rozliseni a vlastnosti pikti se vyhodnocuji v ramci Specifi¢nosti.
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Robustnost (,.ruggedness® ..robustness*)

Definice: Robustnost analytického postupu je mira zptsobilosti zistat nete¢ny vici malym,
ale zdmérmym zmeénam parametrd metody. Poskytuje informaci o jeho spolehlivosti béhem
bézného pouzivani. Zména podminek muiize nastat u pfipadii mezilaboratornich zkousek (jina
laboratof, analytik, instrument = RUGGEDNESS), nebo zménou podminek v jedné laboratofi

(teplota, koncentrace, doba extrakce = ROBUSTNESS).

Nejvétsi problém pii ovéfovani robustnosti podle vyse uvedené definice je definovani miry
(velikosti) odchylky (parametru), resp. mirného kolisani urovné. Nebyla stanovena zadna
kriteria (velikost odchylky), ale obecné by se mélo vychazet z nejistoty méteni nebo predpist

(PhEur, USP).

Vysledkem neni zavér, ze metoda je robustni nebo nerobustni, ale vysledkem robustnosti je
informace, jaké parametry metody jsou kritické, vyzadujici peclivou kontrolu. Vysledkem
testovani mutize byt také interval kritickych parametri metody, ve kterém metoda poskytuje

nejmensi chyby méfeni. 68,69,70,71,72,73
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Riluzol

3.1.1 Chemicky nazev, strukturni vzorec, sumarni vzorec, molekulova

Chemicky nazev: 6-(Triflouromethoxy)benzothiazole-2-amine CAS No. : 1744-22-5

hmotnost

Strukturni vzorec:

Sumarni vzorec: CsHsF3N20OS

Molekulova hmotnost: 234,20 g.mol*
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3.1.2 Fyzikalné chemické vlastnosti latky
Vzhled: Bily az nazloutly krystalicky prasek

Rozpustnost: United States Pharmacopeia (USP) specifikace udava rozpustnost Riluzolu ve
smesi ACN:H20 v poméru 45:55.

Zatizeni pouzivana na vyrobu lé¢ivych latek byvaji po dokonceni vyrobni kampané
nasledn¢ oplachovéana. Dlvodem je odstranéni zbytka 1éCivé latky z aparatury pied vyrobou
1écivé latky jiného charakteru. NejcastéjSim a nejlevnéjSim oplachovym rozpoustédlem je
voda. Dale se pouziva napi. MeOH, ¢i ethanol. Dulezitymi Kritérii pfi vybéru oplachového
rozpoustédla se stavaji jednak rozpustnost dané latky v rozpoustédle a cenova dostupnost
rozpoustédla. Pro dalsi vyvoj metody byla rozpustnost Riluzolu sledovana hlavné ve vodé
a MeOH.

Rozpustnost byla postupné testovana na navazkach 2mg do 10 ml odmérné banky viz.
tab. €. 2

Tab. ¢. 2 Rozpustnost Riluzolu

Rozpoustédlo Pomér rozpoustédel Riluzol
H>O = Castednd
MeOH - ANO

ACN - ANO
ACN/H:0 (45/55) ANO (USP)
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3.2 Vyvoj HPLC metody na stanoveni obsahu lécivé substance

Riluzolu v oplachovém rozpoustédle.

3.2.1 Pristroje:

Sestava kapalinového chromatografu Agilent 1100 s vysokotlakym kvartérnim ¢erpadlem

a UV/VIS detektorem, integrator Chemstation.

3.2.2 Kolony:

Pii vybéru kolon bylo ptihlédnuto k jejich dostupnosti. Strukturni vzorec Riluzolu obsahuje
mirné polarni -NHz a O-CF3 skupiny. Vzhledem ke zjisténé ¢astecné polarité Riluzolu uréené
ze strukturniho vzorce jsem se rozhodla pro vyvoj metody na bézné pouzivanych reverznich
fazich za pomoci nepolarnich C18, nebo mirn& polarnich kolon typu C8, které zadrzuji latky
tohoto typu a jsou zdkladem analytiky na reverznich fazich. Jako dal$i moZzna varianta se
vzhledem k jiz zminéné polarit¢ stanovované laky v systému s MF pouzivanou v USP
specifikaci, pii stanoveni Cistoty, resp. necistot, nabizela HILIC chromatografie. K dispozici

jsem méla propylaminovou kolonu.

1. LiChrospher 100 (NH2) 5.0 pm HPLC Column 250 mm - 4.0 mm

>Si/\/\NH
e

Kolona vykazujici polarni a hydrofobni vlastnosti. PouZiva se u separaci latek

2

pomoci iontové chromatografie, dale nachazi vyuziti v HPLC systémech
na normalnich a reverznich fazich. Mezi typické aplikace této kolony patii
separace sacharidii pomoci chromatografie s reverzni fazi, nebo separace nukleotidii metodou

iontové chromatografie.
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2. LiChrospher 100 RP-select B 5.0 um HPLC Column 250 mm - 4.0 mm

Univerzalni kolona vyrobena ze sférického sorbentu na bazi silikagelu, vykazujici
) vlastnosti reverzni faze. Je zvlasté vhodna na separaci bazickych latek, ale také

nabizi dobré vlastnosti na stanoveni neutralnich a kyselych sloucenin. Napli
téchto kolon vytvaii silikagel s oktylderivaty. Odolnost téchto kolon se uvadi Vv rozmezi
pH2-75.

3.2.3 Chemikalie:

Reagencie: Substance:

H.0O, LiChrosolv, Merck, 1.15333 Riluzol pracovni standard 26011111-S
ACN g.g., LiChrosolv, Merck, 1.00030 (navazany na USP standard Riluzolu FOI1206)
MeOH g.g., LiChrosolv, Merck, 1.06007
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3.2.4 USP metoda na stanoveni ¢istoty substance Riluzolu

USP metoda na stanoveni Cistoty (resp.necistot) 1ékové substance Riluzolu deklaruje spravné
vysledky pouze na stanoveni necistot. V tomto systému se pracuje s velkym objemem
nastfiknutého vzorku a pro majoritni komponentu vzorku dochdzi k ptekroceni kapacity

kolony. Metoda neni ur¢ena na stanoveni obsahu Riluzolu v nizkych koncentracich (fadové

mg/ml).

Mobilni faze: ACN/H2O  (45/55)

Kolona: ZORBAX Eclipse XDB-C18, 5um, 4,6 - 150mm
Rozpoustédlo: MF

Prutok: 2ml/min

Naéstiik: 100pL

Detekce: 221nm

Délka analyzy: 35min

Roztok vzorku: 25mg zkoumané substance v 50ml rozpoustédla

Zasobni roztok standardu:  25mg standardni latky Riluzolu v 50ml rozpoustédla

Roztok standardu:  1ml zasobniho roztoku standardu ziedény rozpoustédlem do 100ml

odmérné banky. Iml tohoto roztoku se nadéle fedi rozpoustédlem do 10ml odmérné banky.
Vysledna koncentrace 0,5 mg/L (0,1% roztok).
Roztok necistot: 2,5mg standardu 4-TFMA (neéistoty A) + 2,5mg standardu Br-derivatu

(necistoty B) do 10ml rozpoustédla. 1ml tohoto roztoku se nadéle fedi rozpoustédlem do 10ml
odmérné banky.
Roztok SST: 0,5ml roztoku necistot napipetovano do 25ml odmérné banky a doplnéno

zasobnim roztokem standardu po rysku.

Latka RE CF Sekvence

Riluzol 1 1 1. 1 - slepy vzorek (MF)
Necistota A 0,16 6,25 2. 5 - roztoku standardu
Necistota B 054 1,85 3. 1-SST

Necistota C (Dibromo TFMA) 0,28 3,57 4, 2 - vzorek z 1. navazky

TFMA = 4-Trifluoromethoxyanilin
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Vyhodnoceni — podminky platnosti metody:

RozliSeni mezi Riluzolem a necistotou A v roztoku SST musi byt > 1,5. Tailing faktor
Riluzolu standardniho vzorku musi byt < 2,0. RSD z opakovanych nésttikti standardniho

vzorku musi byt <2,0%.

3.2.5 Spektrofotometricki metoda na stanoveni obsahu Riluzolu

vV oplachovém rozpoustédle

Obecné — Stanoveni obsahu Riluzolu méfenim absorbance na spektrofotometru

Pouzité chemikélie:

Reagencie: Substance:
MeOH g.g., LiChrosolv, Merck, 1.06007  Riluzol pracovni standard 26011111-S

Podminky méfeni: (navazany na USP standard Riluzolu FO1206)

Piistroj: UV spektrofotometr Shimadzu UV-1601
Kyveta: 1.0 cm pro méfeni v UV oblasti
Vlnova délka: 223 nm

Rychlost skenovani: Stfedni

Interval vzorkovani: 0.1 nm

Roztok standardu:

Bylo navazeno pftiblizn¢ piesné 10,00 mg standardu Riluzolu do 50 ml odmémné banky,
rozpustétno v MeOH a doplnéno MeOH po rysku. Nasledné¢ bylo ztohoto roztoku
odpipetovano 2,5 ml do 100 ml odmérné banky a doplnéno MeOH po rysku.
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Pracovni postup:

1. nastaveni nulové linie méfenim MeOH proti MeOH

2. méfeni standardniho roztoku proti MeOH (kalibrace)

3. nastaveni nulové linie méfenim oplachového rozpoustédla proti oplachovému
rozpoustédlu

4. meéieni vzorku proti oplachovému rozpoustédlu (2 krat) maximalné 5 vzorkt

(pro méfeni vice vzorkli bylo tfeba systém zrekalibrovat — kalibrace je vyhovujici,

pokud se naméfena absorbance standardu vyskytuje v rozmezi 0.72 — 0.82)
Vypocet:

Byl provadén programem UV PC, nalezené hodnoty byly uvedeny v reportu. Do kalibra¢ni
tabulky byly dosazeny nasledujici hodnoty:

Obsah standardu Riluzolu (mg/L) = Ck

Mg

C, =
k™ 2

Mst - navazka Riluzolu v roztoku standardu (mg)

Obsah Riluzolu ve vzorku (oplachovém rozpoustédle) bylo vypocitano ze vzorce uvedeného

nize.

Obsah Riluzolu = Ck%
k

Ck koncentrace Riluzolu v roztoku standardu (mg/L)
Avz nameéfena absorbance vzorku
Ak nameérena absorbance v kalibra¢nim roztoku
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3.2.6 Parametry pouzitych HPLC metod

HILIC
Tab. ¢. 3 Metoda RP001

MF: ACN/H-0
Kolona:
Detekce:
Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastrik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

Tab. ¢. 4 Metoda RP002

MF: ACN/H-0
Kolona:
Detekce:
Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastrik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

(45/55)

Propylaminova 250 - 4mm, 5 pm
221nm

2ml/min

25°C

20ul

H,0, MeOH, EtOH (jednotliv¢)

5 mg/50ml z tohoto roztoku 5ml/50ml —10mg/L

(45/55)

Propylaminova 250 - 4mm, 5 pm
221nm

1,5ml/min

25°C

20ul

H,0, MeOH, EtOH (jednotliv¢)

5mg/50ml z tohoto roztoku Sml/50ml —10mg/L
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Tab. ¢é. 5 Metoda RP003

MF: ACN/H-0
Kolona:
Detekce:
Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastrik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

Tab. ¢. 6 Metoda RP004

MF: MeOH/H:0
Kolona:
Detekce:

Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastiik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

Tab. ¢. 7 Metoda RP005

MF: MeOH/H-0
Kolona:
Detekce:

Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastiik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

(55/45)

Propylaminové 250 - 4mm, 5 pm

221nm

2ml/min

25°C

20ul

H>0, MeOH, EtOH (jednotlive)

5mg/50ml z tohoto roztoku Sml/50ml —10mg/L

(45/55)

Propylaminova 250 - 4mm, 5 pm

221nm

Iml/min (vysoky tlak na kolon¢)

25°C

20ul

H>0, MeOH, EtOH (jednotlive)

5mg/50ml z tohoto roztoku 5ml/50ml —10mg/L

(35/65)

Propylaminova 250 - 4mm, 5 pm
221nm

1,5ml/min (vysoky tlak na kolon¢)
25°C

20ul

H20, MeOH, EtOH (jednotliv¢)

5mg/50ml z tohoto roztoku 5ml/50ml —10mg/L
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Tab.¢. 8 Metoda RP006

MF: MeOH/H-0
Kolona:
Detekce:

Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastrik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

REVERZNI FAZE
Tab. ¢. 9 Metoda RP007

Tab. ¢.9
MF: ACN/H-0
Kolona:
Detekce:
Pritok MF:
Teplota kolony:
Nastiik:
Rozpoustédlo:

Koncentrace vzorku:

(35/65) okyseleni 1,16ml 85% H3PO4
Propylaminové 250 - 4mm, 5 pm

221nm

1,5ml/min (vysoky tlak na kolon¢)

25°C

20ul

H>0, MeOH, EtOH (jednotlive)

5mg/50ml z tohoto roztoku 5Sml/50ml —10mg/L

Metoda RP007
(45/55)
LiChrospher RP-Select B 250 - 4mm, 5 pm
221nm
1,5ml/min
25°C
20ul
H>0, MeOH, (jednotlive)
5mg/50ml z tohoto roztoku Sml/50ml —10mg/L
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4 Vysledky a diskuze

4.1.1 Uvod do problematiky

Jak jiz bylo zminéno v kapitole tykajici se vybéru kolon, vzhledem k polarité¢ stanovované
substance a povaze MF (USP) metody, by spravna cesta vyvoje nové metody na stanoveni
obsahu Riluzolu v oplachovém rozpoustédle mohla vést, pii spravném vybéru kolony,
pies HILIC separaci, ¢i klasickou separaci na reverznich fazich. Pii vyvoji metody, jejim
pienosu, se pro me¢ stal jako stézejni cil dosdhnout vyssiho retencniho cCasu hlavni
komponenty. V zavedené USP metod¢ na stanoveni Cistoty Riluzol eluuje cca ve 2,5min
a z hlediska separace je vyhovujici. Problém nastavd, pokud je Riluzol rozpustén
v organickych rozpoustédlech, ktera poskytuji detekovatelny pik (rozpoustédla) v pocatecnich
Casech separace. Musela jsem tedy docilit dostateéného rozseparovani piku organického

rozpoustédla od piku Riluzolu.

4.1.2 Prehled pouzitych metod
HILIC

Pro vyvoj metody na stanoveni obsahu Riluzolu v oplachovém rozpoustédle pomoci HILIC
interakci jsem meéla k dispozici pouze kolonu propylaminového typu. Vyrobce kolon s timto
druhem naplné sice neuvadi jeji vyuziti v HILIC systému, ale v odborné literature tykajici se
HILIC chromatografie je nosi¢ s chemicky navazanymi propylaminovymi skupinami zminén.
Jedna se o kolonu se strukturou, ktera se sice d4 pouzit na HILIC separace, ovSem je ze vSech
moznych typtu kolon pouzivanych pro tyto ucely vhodna nejméné. Delsi styk NH2 s vodou
totiZz zpusobuje ¢aste¢nou hydrolyzu této skupiny, ktera ma za nasledek vysoce alkalické
prostfedi v porech kolony (cca az pH=10) a rozpousténi silikagelu. Vyznamnou vlastnosti této
skupiny se stava jeji snadna substituce. Déle by se aminopropylova skupina dala popsat svou
reaktivitou (napi: reaguje s aldehydy, ¢i ketony za vzniku imind) a moznosti se oxidovat
(napi: peroxidy). Obecné se da fici, ze retencni Casy latek (obzvlasté kyselé povahy) byvaji
vys$$i (vEtsi zadrz) oproti nosi¢um tvofenym z aluminy, Klasickych silikagelt, kyanpropyla,
¢i diold. Tato vlastnost vyhovovala mému zamySlenému tcelu, a to snaze zvysit retencni cas
Riluzolu oproti klasické USP metod¢ v jiz uz popsaném HPLC systému. Reten¢ni cCas
Riluzolu okolo 2,5 minuty v zavedené USP metod¢ by zasahoval do nerovnosti zakladni linie

organickych oplachovych rozpoustédel. Tim by se jednak nedal urcit pfesny obsah Riluzolu
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Vv téchto rozpoustédlech a dale by to vedlo k vysokym hodnotdm LOQ a LOD. Prvni nutnosti

tedy bylo docilit kvalitniho rozseparovani piku organického rozpoustédla od piku Riluzolu.
Reverzni faze

Vzhedem K jiz n€kolikrat zminované polarité sledované substance nebyl divod se domnivat,
ze by separace nefungovala V systému reverznich fazi na bézné dostupnych kolonach
pouzivanych v téchto systémech. Po nezdafilych pokusech s HILIC chromatografii jsem

nakonec v systému reverznich fazi docilila Gspé$né separace.

4.2 Limity parametrii nové vyvinuté HPLC metody na stanoveni

obsahu substance Riluzolu

Vybrané sledované veli¢iny a jejich limity jsou v souladu s parametry 1ékopisnych metod.

Tabulka ¢. 10 Limity vybranych naméfenych veli¢in

Sledovana veli¢ina Limit
RSD ploch <5%
Tailing faktor <20
Symetrie piku v 10% vysky <2,0
Pocet teoretickych pater >5000
LOQ substance Riluzolu okolo 0,05mg/L
Hodnota R (Linearita) <0,999
Hodnota QC koeficientu (Linearita) <3,0%
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4.3 Namérena data jednotlivych metod
Metoda RP001

Rozpoustédlo: H2O tr = 1,9 min., H = 714,3, symetrie v 10% = 0,93, tailing faktor = 0,96
MeOH tr = 1,2 min., H = 532,4, symetrie v 10% = 2,24, tailing faktor = 1,60
EtOH tr = 1,1 min., H = 508,4, symetrie v 10% = 5,10, tailing faktor = 2,80

Komentar: Zcela nevyhovujici tr sledové substance. Pik substance eluoval v podobném c¢ase
jako pik rozpoustédla. Faktory urcujici kvalitu separace byly v mezi tolerance naméieny

pouze u Riluzolu rozpusténého ve vode¢.

Metoda RP002

Rozpoustédlo: H20 tr = 1,6 min., H = 824,9, symetrie v 10% = 0,92, tailing faktor = 0,92
MeOH tr = 1,6 min., H = 508,4, symetrie v 10% = 1,44, tailing faktor = 1,22
EtOH tr = 1,5 min., H = 493,0, symetrie v 10% = 5,60, tailing faktor = 3,27

Komentaf: Snizeni pritoku MF v podstaté neovlivnilo nevyhovujici tr sledové substance. Pik
substance eluoval v podobném case jako pik rozpoustédla. Faktory urcujici kvalitu separace

byly naméfeny v mezi tolerance u Riluzolu rozpusténého ve vodé a v MeOM (jednotlive).
Metoda RP003
Rozpoustédlo: H20 tr = 1,2 min., H = 649,9 symetrie v 10% = 1,45, tailing faktor = 1,23
MeOH tr — rozstépeny pik vtr = 1,2
EtOH tr = 1,2 min., H = 370,6, symetrie v 10% = 1,73, tailing faktor = 1,84

Komentai: tr sledované substance se prekryva s tr piku organického rozpoustédla. Separacni

parametry metody v organickych rozpoustédlech nevyhovuji danému cili.
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Metoda RP004

Rozpoustédlo: H2O tr = 2,5 min., rozstépeny pik
MeOH tr = 2,5 min., H = 248,3, symetrie v 10% = 1,69, tailing faktor = 1,36
EtOH tr = 2,5 min., H = 321,6, symetrie v 10% = 1,10, tailing faktor = 1,93

Komentar: Celkové nevyhovujici naméfenad data, jednak z hlediska symetrie piku ve vSech

pouzitych rozpoustédlech a dale z prekryti pik Riluzolu a piki organickych rozpoustédel.

Metoda RP005

Rozpoustédlo: H20 tr = 1,7 min., H = 207,4, symetrie v 10% = 0,58, tailing faktor = 0,78
MeOH tr = 1,6 min., H = 168,5, symetrie v 10% = 2,47, tailing faktor = 1,78
EtOH — Rozstépeny pik v tr = 1,7 min.

Komentat: Celkové nevyhovujici naméfend data, jednak z hlediska symetrie piku ve vSech

pouzitych rozpoustédlech a dale z prekryti piki Riluzolu a pikti organickych rozpoustédel.

Metoda RP006

Rozpoustédlo: H2O tr = 1,2 min., H = 217,4, symetrie v 10% = 1,24, tailing faktor = 1,15
MeOH tr = 1,2 min., H = 207,4, symetrie v 10% = 1,26, tailing faktor = 1,19
EtOH tr = 1,2 min., H = 169,9, symetrie v 10% = 1,64, tailing faktor = 1,66

Komentaf: tr substance pied pikem rozpoustédla ve vSech nastficich. Na propylaminové
kolon¢ jsem nedosahla optimalizace tr. Separa¢ni parametry této metody poskytovaly dobré
vysledky. Problém by nastal pfi eluci piku sledované substance v pozd¢€jsim tr napt. vlivem
MF (robustnost metody). V dalsim kroku vyvoje proto piechdzim na kolonu bézné

pouzivanou v systému reverznich fazi.
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Metoda RP007
Rozpoustédlo: H20 tr = 5,9 min., H = 123,0, symetrie v 10% = 1,17, tailing faktor = 1,10
MeOH — viz. kapitola Vysledky validace vyvinuté metody

Komentai: Vyhovujici tr substance ve H.O i v. MeOH. Ostatni naméfené parametry také

vyhovuji danému cili.
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4.4 Vysledky validace vyvinuté metody
Tabulka ¢. 11 Vysledky validace metody RP007

Vysledky validace metody RP007

RSD ploch (roztoku o koncentraci 0,03mg/L) 0,03%
Pocet teoretickych pater (roztok o koncentraci 1mg/L) 6832
Tailing factor (roztok o koncentraci 1mg/L) 1,0
Symetrie piku v 10% vysky (roztok o koncentraci 1mg/L) 1,0%
Limit kvantifikace LOQ (mg/l) 0,0297
Hodnota R (Linearita) 0,9993
Hodnota QC koeficientu (Linearita) 2,68%

Vyse uvedené vysledky svéd¢i o vysoké kvalité noveé vyvinuté HPLC metody na stanoveni
obsahu substance Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH). Metoda vyhovuje danému
cili a Iékopisnym normam. Pribéh validace, detailni postup, naméfené veliCiny a vypocty jsou

soucasti této prace (uvedeny v piiloze ve valida¢ni zpraveé).
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4.5 Srovnani se spektrofotometrickou metodou

Zvalidovana HPLC metoda byla srovnana se zavedenou spektrofotometrickou metodou.
Z vyrobni aparatury byl odebran oplachovy MeOH po vyrobé Riluzolu ze ¢tyt odbérovych
mist. Vzorky byly odebrany z nasadového kotle, filtru, krystalizatoru a susiciho filtru ve dvou

casovych tsecich a to po 8 hodinovém a 12 hodinovém oplachu aparatury.

Tab. €. 12 Obsahy Riluzolu ve vzorcich (HPLC)

Namétena koncentrace realnych MeOH oplachi po vyrobé Riluzolu HPLC metoda RP007

Odbérové misto nasadovy kotel filtr krystalizator susici filtr
Koncentrace (mg/l) 1.oplach 0,95 0,73 0,86 0,097
Koncentrace (mg/l) 2.oplach 0,60 0,36 0,52 0,053

Tab. ¢. 13 Obsahy Riluzolu ve vzorcich (spektrofotometrickd metoda)

Naméfena koncentrace realnych MeOH oplachi po vyrobé Riluzolu spektrofotometricka metoda

Odbérové misto nasadovy kotel filtr krystalizator susici filtr
Koncentrace (mg/l) 1.oplach 0,98 0,74 0,84 0,086
Koncentrace (mg/l) 2.oplach 0,63 0,41 0,52 0,081

Lze tici, Ze se namé&fené koncentrace substance Riluzolu v MeOH oplachovém rozpoustédle u
obou metod téméf shoduji. Pfi niz§ich koncentracich Riluzolu ve vzorku byly naméteny
odlisné hodnoty (setiny mg/l) mezi spektrofotometrickou a HPLC metodou. Koncentrace
vzorkli zanalyzované HPLC metodou by mély byt pifeSnéjsi. Validacni zprava
spektrofotometrické metody na stanoveni obsahu Riluzolu v oplachovém rozpoustédle udava
hodnotu LOQ pouze 0,35 mg/l. Naméfené koncentrace vzorkl poukazuji na spravnost

vyvinuté HPLC metody i1 zavedené spektrofotometrické metody.
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S5 Zavér
Cilem této prace bylo vyvinout HPLC metodu na stanoveni obsahu lékové substance
Riluzolu v oplachovém rozpoustédle. V prvnich krocich vyvoje jsem se
ve vytvarenych metodach pokousela nastinit podminky vhodné pro HILIC interakce.
Separace pomoci interakci tohoto typu se mi nezdafila. Nutnd podminka zdatilé
metody vedla pies posun reten¢niho ¢asu (vétsi zadrze v systému) Riluzolu. Toho se
mi na propylaminové koloné¢ v HILIC systému nepodafilo dosdhnout. V dalSim
kroku vyvoje metody jsem postupovala pfes navrat kreverznim fazim, tedy
k ptivodnim podminkam USP metody na stanoveni necistot Riluzolu. Zavedeny druh
kolony v USP metodé nevyhovoval danému cili, tudiz jsem vyzkousela jiny typ
kolony C18. Separace na nové vyzkousSené analytické koloné byla zdafila, ¢imz jsem
dosédhla modifikace 1ékopisnych podminek na stanoveni necistot Riluzolu. Dal$imi
mirnymi zasahy do ptivodni metody, jako je napf. optimalizace velikosti nastiku
analytu a prutoku mobilni faze v systému bylo dosaZeno stanoveného cile. Novou
HPLC metodu vhodnou pro ucel stanoveni obsahu Riluzolu v oplachovych
rozpoustédlech bylo pro potvrzeni jeji spravnosti a presnosti nutné podrobit validaci.
Nameétené validacni parametry urcujici kvalitu separace (jako jsou symetrie piku
v 10% jeho vysky, ¢i tailing faktor spoctem teoretickych pater) vyhovovaly
lékopisnym normam a zadanému cili. Specifi¢nost potvrdila, ze hlavni komponenta
substance Riluzol byla ve zvoleném systému kolona-mobilni faze dobie separovana
od mrtvého Casu kolony. Pocet teoretickych pater (6832) zajistoval dobrou ucinnost
systému. Pfesnost metody vyjadiena hodnotami RSD ploch (0,03%) spliovala
pozadované limity. Ve sledovaném koncentracnim rozmezi byla zarucena linearita
(prokazana na zakladé hodnot R (0,993) a QC koeficientu (2,68%)). Limit
kvantifikace (0,03mg/L) substance Riluzolu vykazovala nova metoda nizsi,
nez pozadovana limitni koncentrace 0,3mg/L. Ovéfeni LOQ, vyjadiené hodnotami
RSD ploch (1,506%), potvrzovalo ptesnost tohoto limitu. V rozsahu 0,03mg/L
az 1,00mg/L prokazuje vyvinutd metoda piesnost, spravnost a linearitu. Ziskana
validaéni data potvrzovala, Ze vyvinuta HPLC metoda na stanoveni obsahu substance
Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH) je validni a dostate¢né spolehliva.
Piesnost vyvinut¢ HPLC metody potvrzovaly i naméfené koncentrace Riluzolu
v realnych vzorcich oplachli po kampani této substance donesenych z vyrobni

aparatury, které byly podrobeny HPLC a spektrofotometrické analyze. Vysledky
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HLPC metody byly porovnany s vysledky referencni spektrofotometrické metody.

Bylo zjisténo, Ze se i vV limitnich koncentracich shodovaly.
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Ptiloha 1: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP001

Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0005.D Sample Name: Blank

Riluzol in the rising solution
solvent run MeOH

Injection Date : 07.11.14 15:12:19 Seq. Line : 5

Sample Name : Blank Location : Vial 5

Acq. Operator : Mgr.Hankové Inj : 1
Inj Volume : 20 nl

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP001.M

Last changed :+ 07.11.14 12:33:27 by Mgr.Linhartova

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP0OOl.M

Last changed £ 11.02.15 12:20:46 by Mgr.Linhartové
Riluzol - assay

column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, Sum

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0005.D)
mAU ]
40
30
20
10- 2
o] yis
T y T b W ), o OF v T T T
0 2 4 6 8 min|
Area Percent Report
Sorted By % Signal
Calib. Data Modified : 11.02.35 12:198:37
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *s %
ot o ot = | = i [, | S i e S
1 1.100 0.0000 0.00000 0.0000 RILUZOL
2 1.358 VB 0.0881 32.13740 100.0000 ?
Totals : 32.13740

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:21:08 Mgr.Linhartovéa Page 1 of 1



Ptiloha 2: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédl¢ (MeOH); metoda RP001

Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0006.D

Brimonidin tartarat v.p. - purity
Riluzol standard MeOH

Injection Date : 07.11.14 15:22:37 Seq. Line : 6

Sample Name : Riluzol Location : Vial

Acq. Operator : Mgr.Hankovéa Inj : 1
Inj Volume : 20 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP0O1l.M

Last changed : 07.11.14 12:33:27 by Mgr.Linhartova

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP0OO1l.M

Last changed : 11.02.15 12:20:46 by Mgr.Linhartové

Riluzol - assay
column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, 5um

Sample Name: Riluzol

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPO0X\RIL-0006.D)
mAU ] E
40 -
o
©
30 -
20
10
0 )
| T T T
0 2 4 6 8 mi
Area Percent Report
Sorted By 8 Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 12:19:37
Multiplier s 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *s %

S e [ e | e [ [ e it
1 1.163 PB 0.1236 4310.09570 100.0000 RILUZOL

Totals : 4310.09570

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:21:14 Mgr.Linhartova

Page 1 of 1



Ptiloha 3: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP00O1

Peak

Performance

Evaluation

Foley Dorsey [Plates/Meter]:
Selectivity to prev peak:
Selectivity to next peak:
Resolution to prev peak:
Resolution to next peak:

*VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RP0O0X\RIL-0006.D)
mAU
]
500 —
el 50% Height
300 ~
200
100 - \\\\
.
\\
0 -
T T ! T | g T v T
1 1. 12 13 14 1.5 min
Ret. Time [min] t, t-tO: 1.163, 0
Void time (1lst peak) tO: 1163
k': -
Height [mAU]: 532.446
Area [mAU*s]: 4310.095
Peakwidth method: Half height
Peakwidth [min]: 0.121
Peak Start [min]: 0.999
Peak End [min]: 1.514
Skew: 0.609
Excess: 0:107
Symmetry (from integrator): 0.516
Symmetry (at 10% height): 2.238
USP Tailing: 1.631
Noise at peak baseline [mAU]: 0.0732
Signal to noise ratio: 7265.5
Integration Type: PB
Time Increment [ms]: 291.2
Data Points: 128
0. Moment [mAU*s]: 4307.018
1. Moment [min]: 1:19%
2. Moment [s"2]: T3 27
3. Moment [s"3]: 23.04
4. Moment [s”™4]: 394.82
Efficiency [Plates/Column]: 509
Efficiency [Plates/Meter]: -
Foley Dorsey [Plates/Column]: 304



Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0011.D

Riluzol in the rising solution
solvent run MeOH

Ptiloha 4: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP002

Sample Name:

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

07:11+14 16:03:33
: Blank
: Mgr.Hankova

Inj Volume

Acqg. Method

Last changed :
Analysis Method :
Last changed
Riluzol - assay
column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, 5Sum

C:\HPCHEM\1\METHODS\RP002.M

07.11.14 15:37:00 by Mgr.Hankova
C:\HPCHEM\1\METHODS\RP002.M

11.02.15 12:30:26 by Mgr.Linhartova

Seq. Line :
Location :

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPO0X\RIL-0011.D)
mAU ]
40 -
30
20 ]
10 | .
@«
0 L,
0 { é é A mﬂ
Area Percent Report
Sorted By t Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 12:29:14
Multiplier d 1.0000
Dilution H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime

Type Width Area Area Name
# [min} [min] mAU  *s %
e fsemmm fmeeses R [ | ==
1L 1.606 0.0000 0.00000 0.0000 RILUZOL
2 1.814 vp 0.1049 30.37981 100.0000 ?

Totals 30.37981

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:30:40 Mgr.Linhartova

Page 1 of 1

Blank



Ptiloha 5: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP002

Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0012.D Sample Name: Riluzol

Brimonidin tartarat v.p. - purity
Riluzol standard MeOH

Injection Date : 07.11.14 16:09:58 Seq. Line : 4

Sample Name : Riluzol Location : Vial 4

Acg. Operator : Mgr.Hankova Inj : 1
Inj Volume : 20 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP002.M

Last changed : 07.11.14 15:37:00 by Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP002.M

Last changed ¢ 11.02.15 12:30:26 by Mgr.Linhartova

Riluzol - assay
column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, 5um

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPO0X\RIL-0012.D)
mAU ] ol
5
] =
40 o
©
~
]
30 iz
20
10 -
0 A
. =¥ T T 1
0 1 2 3 4 _min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 12:29:14
Multiplier 2 1.0000
Dilution g 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU o ] %

e e e Jmemmmn= l=emmm—— e m—— [ i s s e S e AR S
1 1.575 BB 0.1724 5671.07031 100.0000 RILUZOL

Totals : 5671.07031

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:30:45 Mgr.Linhartové Page 1 of 1



Ptiloha 6: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP002

Peak Performance Evaluation

F *VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPO0X\RIL-0012.D)
mAU

s0- — T T T T T T T 7’
400 |
] 50% Height
300
b
200 -
100 ~|
- )
0 -
| i v -
T T LA T . T L T T ]
1.3 14 1.5 16 1.7 1.8 1.9 2

Ret. Time [min] t, t-tO: 1:574; 0O
Void time (1lst peak) tO: 1.574
k': =
Height [mAU]: 508.407
Area [mAU*s]: 5671.07
Peakwidth method: Half height
Peakwidth [min]: 0.181
Peak Start [min]: 1.341
Peak End [min]: 1.907
Skew: 0.378
Excess: -0:278
Symmetry (from integrator): 0.827
Symmetry (at 10% height): 1.444
USP Tailing: 1.224
Noise at peak baseline [mAU]: 0.0059
Signal to noise ratio: 84974.7
Integration Type: BB
Time Increment [ms]: 291.2
Data Points: 179
0. Moment [mAU*s]: 5667.885
1. Moment [min]: 1.589
2. Moment [s*2]: 17.35
3. Moment [s”3]: 27.36
4. Moment [s”™4]: 819.73
Efficiency [Plates/Column]: 418
Efficiency [Plates/Meter]: -
Foley Dorsey [Plates/Column]: 468

Foley Dorsey [Plates/Meter]: -
Selectivity to prev peak: =
Selectivity to next peak: =
Resolution to prev peak: -
Resolution to next peak: -



Ptiloha 7: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP003

Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0017.D Sample Name: Blank

Riluzol in the rising solution
solvent run MeOH

Injection Date : 07.11.14 16:55:44 Seq. Line : 3

Sample Name : Blank Location : Vial 3

Acg. Operator : Mgr.Hankovéa Inj 1
Inj Volume : 20 pl

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP003.M

Last changed : 07.11.14 15:38:21 by Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP003.M

Last changed : 11.02.15 12:33:32 by Mgr.Linhartova

Riluzol - assay
column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, 5Sum

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0017.D)
mAU ]
40-]
30
=
20 g
=
=t
1 [
10 §. g’)_
0 S
¥ K T ¥ T T v /o ')
0 1 2 3 4 min|
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 12:32:29
Multiplier s 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *g %

mmmm s —— | | | tm e e | e s
1 1.281 PV 0.0563 11.52068 32.0676 RILUZOL
52 1.386 VP 0.0930 24.40557 67.9324 2

Totals : 35.92625

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:34:02 Mgr.Linhartova Page 1 of 1



Ptiloha 8: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédlé (MeOH); metoda RP003

Data File C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0018.D

Brimonidin tartarat v.p. - purity
Riluzol standard MeOH

Injection Date : 07.11.14 17:01:56 Seqg. Line : 4

Sample Name : Riluzol Location : Vial 4

Acq. Operator : Mgr.Hankové 50 [ 1
Inj Volume : 20 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP003.M

Last changed : 07.11.14 15:38:21 by Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RP003.M

Last changed g Tl

Riluzol - assay

02.15 12:33:32 by Mgr.Linhartové

column:NH2 LiChrospher 250 x 4 mm, 5Sum

Sample Name: Riluzol

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPOOX\RIL-0018.D)
-
Y] S
2F
=
40 L4
o
o
30 =
20
10
0 L
1 . T " T T 1
0 1 2 3 4 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 11+02,15 12:32:29
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type
# [min]

1 1.150 BV
2 1.253 v

Totals :

Width Area Area Name

0.1052 2533.85742 59.0752 RILUZOL
0.0905 1755.34741 40.9248 ?

4289.20483

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 21 11.02.15 12:34:09 Mgr.Linhartova

Page 1 of 1



Pfiloha 9: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP003

Peak Performance Evaluation
*VWD1 A, W gth=221 nm (C:\HPCHEM\1\DATA2014\RPO0X\RIL-0018.D) ]
mAU
350
300 —
6-Height
250
200
4
150
100 4
50
/,
o =
|
T T T T T T T T :
0.95 1 1.08 1] 1.15 1.2 1.25 13 min
Ret. Time [min] t, t=-tO: 1:15; 0
Void time (1lst peak) tO: 1.15
kg -
Height [mAU]: 381.108
Area [mAU*s]: 2533.857
Peakwidth method: Half height
Peakwidth [min]: 0.118
Peak Start [min]: 0.98
Peak End [min]: 1.219
Skew: 0.142
Excess: -0.72
Symmetry (from integrator): 0.88
Symmetry (at 10% height): 1.008
USP Tailing: 0.889
Noise at peak baseline [mAU]: -
Signal to noise ratio: s
Integration Type: BV
Time Increment [ms]: 291.2
Data Points: 61
0. Moment [mAU*s]: 859.584
1. Moment [min]: 1.148
2. Moment [s”2]: 2:.53
3. Moment [s”3]: 0.57
4. Moment [s”4]: 14.59
Efficiency [Plates/Column]: 523
Efficiency [Plates/Meter]: -
Foley Dorsey [Plates/Column]: 1092
Foley Dorsey [Plates/Meter]: -
Selectivity to prev peak: -
Selectivity to next peak: &
Resolution to prev peak: -
Resolution to next peak: 0.615



Ptiloha 10: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP004

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0003.D Sample Name: Blank

RILUZOL
Solvent run MeOH

Injection Date : 18.11.14 14:57:42 Seq. Line : 3

Sample Name : Blank Location : Vial 3

Acq. Operator : Mgr.Hankovéa Inj @ 1
Inj Volume : 20 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP004 .M

Last changed : 18.11.14 14:15:50 Dby Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP004.M

Last changed : 11.02.15 13:01:55 by Mgr.Linhartova

Riluzol in the rising solution
column:NH2

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0003.D)

mAU
17.54
15
125
10
75 'é §
5 o~ 'u;;
25 /\ &
0 L L
-2.54
T T T T
0 2 4 6 8 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11:,02.15 13:013:13
Multiplier s 1.0000
Dilution 5 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *g %
cem ol ottt l===sss |Semsnsn |=mmemease | memmme e
1 2.500 0.0000 0.00000 0.0000 RILUZOL
2 2.600 PB S 0.1630 37.63979 40.2052 ?
3 3.457 BB 0.5398 55.97950 59.7948 ?
Totals : 93.61929

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

LX 3 11.02.15 13:02:50 Mgr.Linhartova Page 1 of 1



Ptiloha 11: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédl¢ (MeOH); metoda RP004

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0004.D Sample Name: Standard

RILUZOL
standard 10mg/l MeOH

Injection Date : 18.11.14 15:08:55 Seq. Line : 4

Sample Name : Standard Location : Vial 4

Acqg. Operator : Mgr.Hankova Inj : i
Inj Volume : 20 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP004 .M

Last changed : 18.11.14 14:15:50 by Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP004.M

Last changed : 11.02.15 13:03:20 by Mgr.Linhartova

Riluzol in the rising solution

column:NH2

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPO0X\RIL-0004.D)
mAU 3
17.55
153
1253 2
10
7.5+
o
53 3
254 =
0
254 T ™ T ag T T T
0 2 4 6 8 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 1102415 13:03:13
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type width Area Area Name
# [min] [min] mAU *s %
e e =ty [mmmm—r |opSssason [mmmmm—es emmmenmmmmn s e senme
1 2.514 BB 0.1163 1762.55347 93.4186 RILUZOL
2 3.476 BBA 0.8299 124,17284 6.5814 ?
Totals : 1886.72631

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 3 11.02.15 13:03:21 Mgr.Linhartova Page 1 of 1



Ptiloha 12: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP004

Peak

Performance

Evaluation

*VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPO0X\RIL-0004.D)
mAU
BB s RS bt i
200 -
_50% Height
150
100 -
50—
0 —
|
T T T T L T T T T T T
23 24 25 26 27 28 29 3 min
Ret. Time [min] t, t-tO: 2,513, 0
Void time (lst peak) tO: 2.513
ey .
Height [mAU]: 248.332
Area [mAU*s]: 1762.553
Peakwidth method: Half height
Peakwidth [min]: 0.11
Peak Start [min]: 2.293
Peak End [min]: 3.019
Skew: 1..25
Excess: 5.231
Symmetry (from integrator): 0.6
Symmetry (at 10% height): 1.688
USP Tailing: 1.362
Noise at peak baseline [mAU]: 0.0019
Signal to noise ratio: 124202.6
Integration Type: BB
Time Increment [ms]: 291.2
Data Points: 153
0. Moment [mAU*s]: 1762.754
1. Moment [min]: 2.536
2. Moment [s"2]: 10.41
3. Moment [s”3]: 42.05
4. Moment [s”4]: 893.16
Efficiency [Plates/Column]: 2892
Efficiency [Plates/Meter]: -
Foley Dorsey [Plates/Column]: 2264
Foley Dorsey [Plates/Meter]: -
Selectivity to prev peak: -
Selectivity to next peak: -
Resolution to prev peak: o
Resolution to next peak: 1.497



Ptiloha 13: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP00S5

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0009.D

RILUZOL
Solvent run MeOH

Injection Date : 18.11.14 16:36:44 Seq. Line : 3

Sample Name : Blank Location : Vial
- Acg. Operator : Mgr.Hankovéa Inj : 1

Inj Volume : 20 nl

Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP005.M

Last changed : 18.11.14 16:10:05 Dby Mgr.Hankova

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP0OS5.M

Last changed : 11.02.15 13:06:29 Dby Mgr.Linhartova

Riluzol in the rising solution
column:NH2

Sample Name: Blank

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPO0X\RIL-0009.D)
mAU
17.5
15
12.54
10
7.5 @
5 )
254
0 J\ ,
257 T T T T T
0 1 2 3 4 5 min
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 13:06:23
Multiplier s 1.0000
Dilution s 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU  *s %
st e Yot e [=s5sss [Erem==x | === i o e e
1 1.700 0.0000 0.00000 0.0000 RILUZOL
2 1.813 VB 0.0955 20.93242 100.0000 ?
Totals : 20.93242

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

LX 3 11.02.15 13:06:53 Mgr.Linhartovéa

Page 1 of 1



Ptiloha 14: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédl¢ (MeOH); metoda RP005

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0010.D Sample Name: Standard

RILUZOL
standard 10mg/l MeOH

Injection Date : 18.11.14 16:43:57 Seq. Line : 4

Sample Name : Standard Location : Vial 4

Acq. Operator : Mgr.Hankové Inj e 1
Inj Volume : 20 nl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP0OO5.M

Last changed : 18.11.14 16:10:05 by Mgr.Hankové

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP0O05.M

Last changed : 11.02.15 13:06:29 by Mgr.Linhartova

Riluzol in the rising solution
column:NH2

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0010.D)
mAU ] I}
17.5 4 N
154 2
12,53 12
10 @
7.5 E
5 = |
254
0
257 T T T 1 T
0 1 2 3 4 5 min
Area Percent Report
Sorted By $ Signal
Calib. Data Modified : 1l.02.15 13206223
Multiplier g 1.0000
Dilution H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *s %
mmmen | mmm—— [memmm— [mmmmm—— [r=—memmmr— fmm e frmsmm e e
1 1.617 BB 0.1072 1148.42187 100.0000 RILUZOL
Totals : 1148.42187

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 3 11.02.15 13:06:59 Mgr.Linhartova Page 1 of 1



Ptiloha 15: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP005

Peak Performance Evaluation

“VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0010.D)
mAU ]
150 -
Lt 50% Height
100
75
50 j
25 \\
0 -
T = T . ! T =l
14 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2
Ret. Time [min] t, t-tO: 1.617, 0
Void time (1st peak) tO: 1.617
ks =
Height [mAU]: 168.549
Area [mAU*s]: 1148.421
Peakwidth method: Half height
Peakwidth [min]: 0.095
Peak Start [min]: 1.46
Peak End [min]: 2.067
Skew: 1.206
Excess: 2:177
Symmetry (from integrator): 0.505
Symmetry (at 10% height): 2.47
USP Tailing: 1.781
Noise at peak baseline [mAU]: 0.0018
Signal to noise ratio: 92148.1
Integration Type: BB
Time Increment [ms]: 291.2
Data Points: 138
0. Moment [mAU*s]: 1143.663
1. Moment [min]: 1.645
2. Moment [s”2]: 12.2
3. Moment [s”3]: 51.43
4. Moment [s”4]: 770.78
Efficiency [Plates/Column]: 1590
Efficiency [Plates/Meter]: -
Foley Dorsey [Plates/Column]: 623

Foley Dorsey [Plates/Meter]: -
Selectivity to prev peak: -
Selectivity to next peak: -
Resolution to prev peak: v
Resolution to next peak: -



Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0016.D

RILUZOL
Solvent run MeOH

Injection Date 18.11.14 17:54:17 Seq. Line : 3
Sample Name Blank Location : Vial
Acq. Operator ¢ Mgr.Hankovéa Ing ¢ 1

Inj Volume :
Acqg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\2\METHODS\RP006.M

: 18.11.14 17:09:40 by Mgr.Hankové
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP(006.M
Last changed 11.02.15 13:09:57 by Mgr.Linhartova
Riluzol in the rising solution
column:NH2

Ptiloha 16: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP006

Sample Name: Blank

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0016.D)
mAU ]
17.54
1545
12,54
104
754
5 8
wn
25 -
o?———————f‘~———~--41§:Ab,‘_
254 T T T T ™ T
0 1 2 3 4 5 mi
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11.02.15 13:09:41
Multiplier $ 1.0000
Dilution H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *s %
| j==m—= [l fresmmma s | el o e e
1 1.200 0.0000 0.00000 0.0000 RILUZOL
2 1.590 vv 0.1107 14.26432 100.0000 ?

Totals : 14.26432

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

¥¥¥ Erid 'Of Report **¥

LX 3 11.02.15 13:11:30 Mgr.Linhartova

Page 1 of 1



Ptiloha 17: Chromatogram Riluzolu v oplachovém rozpoustédl¢ (MeOH); metoda RP006

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0017.D

RILUZOL
standard 10mg/l MeOH

Sample Name: Standard

18.11.14 18:01:29
Standard
: Mgr.Hankovéa

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acq. Method
Last changed

C: \HPCHEM\2\METHODS\RP006.M
: 18.11.14 17:09:40 by Mgr.H
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP006.M
Last changed ¢ 11.02.15 13:09:57 by Mgr.L
Riluzol in the rising solution

column:NH2

Seq. Line : 4
Location : Vial 4
Inj 1
Inj Volume : 20 pl

ankova

inhartové

VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0017.D) T
mAU
17.54
155
125 3 é
104 2
754
2.5 g
0 —J Ny
2.5 T T T T T .
0 1 2 3 4 5 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 11.02.15 13:09:41
Multiplier 1.0000
Dilution £ 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *g %
e |=mmm—— [ | e | e | o s g e e e
3 1.182 BB 0.0554 726.25134 96.8734 RILUZOL
2 1.593 BV 0.1309 23.43987 3.1266 ?
Totals : 749.69121

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report *

LX 3 11.02.15 13:11:36 Mgr.Linhartové

%* %

Page 1 of 1



Ptiloha 18: Macro Riluzolu v oplachovém rozpoustédle (MeOH); metoda RP006

Peak Performance

Evaluation

Peakwidth method:

Peakwidth [min]:

Peak Start [min]:

Peak End [min]:

Skew:

Excess:

Symmetry (from integrator):
Symmetry (at 10% height):
USP Tailing:

Noise at peak baseline [mAU]:

Signal to noise ratio:
Integration Type:

Time Increment [ms]:

Data Points:

0. Moment [mAU*s]:

1. Moment [min]:

2. Moment [s”2]:

3. Moment [s"3]:

4, Moment [s”™4]:
Efficiency [Plates/Column]:
Efficiency [Plates/Meter]:

Foley Dorsey [Plates/Column]:

Foley Dorsey [Plates/Meter]:
Selectivity to prev peak:
Selectivity to next peak:
Resolution to prev peak:
Resolution to next peak:

Half height
0.051
1.058
1.417
1.01
3.465
0.804
1.262
1.186
0.0396
5226

BB
291.2
75
714.455
1.187
2.61
4.28
44.36
2890

2306

2.562

“VWD1 A, Wavelength=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0017.D)
mAU E
2004
175
150 - 50% Height
125 4
100
754
50 -
254
7 e
04
1
T T ISR T Y T T T ¥ T
1.1 1.15 1.2 1.25 1.3 1.358 14 min
Ret. Time [min] t, t-tO0: 1.182; 0
Void time (1st peak) tO: 1.182
k': =
Height [mAU]: 207.446
Area [mAU*s]: 726.251



Ptiloha 19: Naméiené koncentrace Riluzolu v redlném oplachovém rozpoustédle; RP007

Batch Report: C:\HPCHEM\2\DATA2015\RPOOX\RPOXX.B

. Batch Review Method:
C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M

['#' ==> Run has not been reprocessed with Batch Review Method

'*' ==> Run has been saved with batch file]

SampleInf DataFile Locatio Sample RILUZO RILUZOL RILUZOL
#* RT Area{mAu.s] Amount
e K R Im=smermes lemmsss |= et el ot o e i (e

Riluzol i RIL-0014.D Vial 2 Blank 0.000 0.00000 0.00000

Standard RIL-0020.D Vial 3 Standard 8.061 55.53779 5.01477e-1

Standard RIL-0021.D Vial 4 Standard 8.017 55.21070 4.98523e-1

sample

RIL-0022.D Vial 5 N. kotel l.o 7.978 105.17734 9.49695e-1
sample

RIL-0023.D Vial 5 N. kotel 1l.o 7.937 105.14511 9.49404e-1
sample

RIL-0024.D Vial 6 N. kotel 2.0 7.896 66.15698 5.97362e-1
sample

RIL-0025.D Vial 6 N. kotel 2.0 7.855 66.78181 6.03004e-1
sample

RIL-0026.D Vial 7 Filtr l.opl. 7.810 80.72125 7.28870e-1
sample

RIL-0027.D Vial 7 Filtr l.opl. 7.769 80.63209 7.28065e-1
sample

RIL-0028.D Vial 8 Filtr 2.opl. 7.725 39.80354 3.59405e-1
sample

RIL-0029.D Vial 8 Filtr 2.opl. 7.684 39.71110 3.58570e-1
sample

RIL-0030.D Vial 9 Kryst. l.opl 7.645 94.99448 8.57750e-1
sample

RIL-0031.D Vial 9 Kryst. l.opl 7.602 95.06863 8.58419%e-1
*** End of Report ***

LX 3 05.02.15 12:10:44 Mgr.Linhartové Page 1 of 1



Ptiloha 20: Naméiené koncentrace Riluzolu v redlném oplachovém rozpoustédle; RP007

Batch Report: C:\HPCHEM\2\DATA2015\RPOOX\RPOXX.B

Batch Review Method:
C:\HPCHEM\2\METHODS\RP0O7.M

['#' ==> Run has not been reprocessed with Batch Review Method
'*! ==> Run has been saved with batch file]
SampleInf  DataFile Locatio Sample RILUZO RILUZOL RILUZOL
#* RT Area{mAu.s] Amount
e e [ | = | | i
Standard RIL-0032.D Vial 3 Standard 7.565 55.75338 5.03273e-1
Standard RIL-0033.D Vial 4 Standard 7.519 55.02813 4.96727e-1
sample
RIL-0034.D Vial 10 Kryst. 2.opl 7.480 56.74345 5.12210e-1
sample
RIL-0035.D Vial 10 Kryst. 2.opl 7.443 57.28165 5.17069%e-1
sample
RIL-0036.D Vial 11 Su$., filtr 1 7.400 10.66778 9.62957e-2
sample
RIL-0037.D Vial 11 Sus. filtr 1 7.367 10.85978 9.80288e-2
‘sample
RIL-0038.D Vial 12 Sus. filtr 2 7.331 5.89968 5.32551e-2
sample
RIL-0039.D Vial 12 Sus. filtr 2 7.288 5.90406 5.32947e-2

*%% End of Report *¥*

LX 3 05.02.15 12:12:11 Mgr.Linhartova Page 1 of 1



spekrtofotometricka metoda

Ptiloha 21: Namétfené koncentrace Riluzolu v redlném oplachovém rozpoustédle;

Sample Table
Software Information Standard Curve
Software Name: UVProbe 0.858 T
Version: 243 0.800
Mode: Security Mode
Data Information
Filename: C:\Program Files\Shimadzu\UVProbe\Data\Riluzol
\Riluzol-0060.pho 0.600
Title:
Analyst: Lenka Dieslova
Date/Time: 05.02.2015 13:44:40
Comments: 5 0.400
Instrument Information
Instrument Name: Instrument 1
Instrument Type: UV-1800 Series
Model (S/N): UV-1800 (A114545) 0.200
0.000
-0.078 !
0.000 2.000 4000 5.005
Conc. (mg/l)
Standard Table
Sample ID Type Ex Conc WL223.0 | Wgt.Factor Comments
1 Standard Standard 5.005 0.780 1.000|10.01 mg
C:\Program Files\Shimadzu\UVProbe\Data\Riluzol\Riluzol-0060.pho
Sample Table
Sample ID Type Ex Conc WL223.0 Comments
1 1 Unk-Repeat 0.152 | 1.0opl. MeOH po Riluzolu
2 1-2 Unk-Repeat 0.152 | nasadovy kotel
3 1-Avg Average 0.977 0.1562 | Avg of preceding 2 Samples
4 2 Unk-Repeat 0.098 | 2.0p!l. MeOH po Riluzolu
5 2-2 Unk-Repeat 0.098 | nasadovy kotel
6 2-Avg Average 0.628 0.098 | Avg of preceding 2 Samples
i 3 Unk-Repeat 0.115 | 1. opl.MeOH po Riluzolu
8 3-2 Unk-Repeat 0.115 |filtr
9 3-Avg Average 0.738 0.115 [ Avg of preceding 2 Samples
10 4 Unk-Repeat 0.064 | 2. opl.MeOH po Riluzolu
" 4-2 Unk-Repeat 0.064 | filtr
12 4-Avg Average 0.410 0.064 | Avg of preceding 2 Samples
13
@mak LO 14 Instrument 1 Lenka Dieslova 05.02.2015 13:44:57



Ptiloha 22: Namétfené koncentrace Riluzolu v redlném oplachovém rozpoustédle;

spekrtofotometrickd metoda

Sample Table

Software Information Standard Curve
Software Name: UVProbe 0.877 T T
Version: 243
Mode: Security Mode 0.800
Data Information
Filename: C:\Program Files\Shimadzu\UVProbe\Data\Riluzol
\Riluzol-0061 .pho 0.600
Title:
Analyst: Lenka Dieslova
Date/Time: 05.02.2015 13:54:23
Comments: @
£ 0.400
Instrument Information
Instrument Name: Instrument 1
Instrument Type: UV-1800 Series
Model (S/N): UV-1800 (A114545) 0.200
0.000
-0.080 ! L
0.000 2.000 4.000 5.005
Conc. (mg/)
Standard Table
Sample ID Type Ex Conc WL223.0 | Wgt.Factor Comments
1 Standard Standard 5.005 0.797 1.000  10.01 mg
C:\Program Files\Shimadzu\UVProbe\Data\Riluzol\Riluzol-0061.pho
Sample Table
Sample ID Type Ex Conc WL223.0 Comments
1 5 Unk-Repeat 0.134 | 1. opl.MeOH po Riluzolu
2 52 Unk-Repeat 0.134 | krystalyzator
3 5-Avg Average 0.842 0.134 | Avg of preceding 2 Samples
4 6 Unk-Repeat 0.082 | 2.0pl. MeOH po Riluzolu
5 6-2 Unk-Repeat 0.082 | krystalyzator
6 6-Avg Average 0.517 0.082 | Avg of preceding 2 Samples
7 7 Unk-Repeat 0.014 | 1.0pl. MeOH po Riluzolu
8 7-2 Unk-Repeat 0.014 | susici filtr
9 7-Avg Average 0.086 0.014 | Avg of preceding 2 Samples
10 8 Unk-Repeat 0.013 | 2.0pl. MeOH po Riluzolu
11 8-2 Unk-Repeat 0.013 | susici filtr
12 8-Avg Average 0.081 0.013 | Avg of preceding 2 Samples
13
@mak LO14  Instrument 1 Lenka Dieslova 05.02.2015  13:54:33



Ptiloha 23: Chromatogram oplachového rozpoustédla (MeOH) metody RP007 (Sum baseline)

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0020.D Sample Name: Blank

Riluzol in the rising solution
solvent run MeOH

Injection Date : 05.12.14 14:08:23 Seq. Line : b

Sample Name : Blank Location : Vial 1

Acqg. Operator : Mgr.Hankova In) ¢ i B
Inj Volume : 20 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007.M

Last changed : 05.12.14 11:42:16 by Mgr.BraZinova

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007.M

Last changed : 06.12.14 10:57:28 by Mgr.Hankové

(modified after loading)
Riluzol - assay
column: LiChrospher RP-select B 250 x 4 mm, 5um

VWD1 A, Wavelength=221 nm (RPOOX\RIL-0020.D)
mAU ]
40 -
30
20 ]
10
0+—"""\~
0 25 5 75 10 126 15 175 min
Area Percent Report with Performance and Noise
Calib. Data Modified : 06.12.14 10:41:06
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm
Results obtained with enhanced integrator!

Noise determination:

Time range Noise Noise Noise
from | to | (6*SD) | (PtoP) | (ASTM) | Wander | Drift
[min] | [min] |[mAU 1 | [mAU ] | [mAU 1 | [mAU 1 | [mAU /h]

5.000 9.000 1.85le-2 2.187e-2 3.324e-3 1.515e-2 1.078e-1

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Signal
{min] nAU *s [mAU ] [min] ution /Noise

| |
- = 0.00000 0.00000 0.00 £ = - ”

*** End of Report ***

LX 3 06.12.14 10:57:31 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 24: Chromatogram standardu Riluzolu v roztoku A 1. o conc. Img/L v oplachovém
rozpoustédle (MeOH); metoda RP007

Data File C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0051.D Sample Name: Roztok A I.

Brimonidin tartarat v.p. - purity
Riluzol conc. 1lmg/l

Injection Date : 06.12.14 1:05:46 Seq. Line : 29
Sample Name : Roztok A I. Location : Vial 29
Acqg. Operator : Mgr.Hankova Ing i 1

Inj Volume : 20 pl
Acq. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP0OO7.M
Last changed : 05.12.14 11:42:16 by Mgr.BraZinova
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007.M
Last changed : 10.04.15 8:34:25 by Mgr. Vyhlidal

(modified after loading)
Riluzol - assay

column: LlChrospher RP-select B 250 x 4 mm, 5um
VWD1 A, W length=221 nm (C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX\RIL-0051.D)
mAU ]
40
30 i
5
3
|
20 4
@
@
(<}
10+ ©
0 —~—n J@X
T T \ QU ) IO AR | ‘ LA | | LA Y. { b
0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 10.04.15 8:33:54
Multiplier : 1.0000
Dilution § 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=221 nm

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] mAU *g %

Emmr| =heea=s [emtmen lrmrsen- |rmmmessm—. |immmmamennnes | e e s s
1 6.988 BB 0.2040 113.99863 100.0000 RILUZOL

Totals : 113.99863

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

LX 3 10.04.15 8:34:27 Mgr. Vyhlidal Page 1 of 1



Pfiloha 25: Macro standardu Riluzolu v roztoku A I.; metoda RP007

Peak Performance

Evaluation

*VWD1 A, Wavelength=221 nm (RPOOX\RIL-0051.D)

_50% Height
|

T 1 ¥ » 5 R T T T
6.6 6.8 7 7.2 74 __min|

Ret. Time [min] t, t-tO: 6.988, 0

Void time (1lst peak) tO: 6.988

ks =

Height [mAU]: 8.53

Area [mAU*s]: 113.998

Peakwidth method:

Peakwidth [min]:

Peak Start [min]:

Peak End [min]:

Skew:

Excess:

Symmetry (from integrator):
Symmetry (at 10% height):
USP Tailing:

Noise at peak baseline [mAU]:

Signal to noise ratio:
Integration Type:

Time Increment [ms]:

Data Points:

0. Moment [mAU*s]:

1. Moment [min]:

2. Moment [s”2]:

3. Moment [s”3]:

4. Moment [s"4]:
Efficiency [Plates/Column]:
Efficiency [Plates/Meter]:

Foley Dorsey [Plates/Column]:

Foley Dorsey [Plates/Meter]:
Selectivity to prev peak:
Selectivity to next peak:
Resolution to prev peak:
Resolution to next peak:

Half height
0.198
6.658
7.377
0.1
0.146
0.963
1.032
1.031
0.0011
7721

BB
291.2
211
113.541
6.99
30.69
17.05
2963.96
6832

5771



Ptiloha 26: Statistické parametry roztoku C I.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

Statistic Report

. Sequence table: C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP0OX. S

Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP00X

Operator: Mgr.Hankova

Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name

e Kyt Jons|Fesn=ts e | == e ot e b Lo e L
1 vial 2 1 05.12.14 15:33:0 RIL-0024.D Roztok C I-I
2 Vial 3 1 05.12.14 15:54:17 RIL-0025.D Roztok C I-II
3 Vial 4 1 05.12.14 16:15:30 RIL-0026.D Roztok C I-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime  Amount Area Height Width Symm.
# [min] (%] [mMAU  *s] [mAU ] [min]
=== === | -1 s e SlleL
1 BP 7.511 5.54383 5.54383 3.84721le-1 0.2205 1.02
2 BP 7.488 5.39257 5.39257 3.68806e-1 0.2186 1.03
3 BP 7.470 5.49639 5.49639 3.89368e-1 0.2171 0.96
-------- il ettt el Bl el il Bt
Mean: 7.490 5.47760 5.47760 3.80965e-1 0.2188 1.00
S.Ds3 0.020 7.73619e-2 7.73619%9e-2 1.07834e-2 1.72e-3 0.03
RSD : 0.273 1.41233 1.41233 2.83056 0.7850 3.45
95% CI: 0.051 1.92178e-1 1.92178e-1 2.67875e~-2 4.27e-3 0.09

LX 3 06.12.14 10:43:14 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 27: Statistické parametry roztoku C Il.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

Statistic Report

Sequence table: C: \HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X. S
Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP0OOX
Operator: Mgr.Hankovéa
Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
it | s s [ !
1 vial 5 1 05.12.14 16:36:42 RIL-0027.D Roztok C II-I
2 Vial 6 1 05.12.14 16:57:57 RIL-0028.D Roztok C II-II
3 vial 7 1 05.12.14 17:19:10 RIL-0029.D Roztok C II-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime  Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [MAU  *s] [mAU ] [min]

o | fmmemes [= [ missmmmizaes i s
1 BB 7.454 11.40671 11.40671 7.84226e-1 0.2221 1.06
2 BB 7.427 11.50796 11.50796 7.93117e-1 0.2188 1.05
3 BB 7.408 11.64691 11.64691 8.44059% -1 0.2061 0.99

| - | L |

Mean 7.430 11.52053 11.52053 8.07134e-1 0.2157 1.03

S.D.: 0.023 1.20591e-1 1.20591e-1 3.22855e-2 8.44e-3 0.04

RSD 0.311 1.04675 1.04675 4.00002 3.9119 3.84

95% CI 0.057 2.99565e-1 2.99565e~1 8.02016e-2 0.0210 0.10

LX 3 06.12.14 10:44:46 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 28: Statistické parametry roztoku C III.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S

Sequence

Data directory path:

Operator:

table:

Method file name:

Stati

stic Report

C: \HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X. S

Mgr.Hanko

C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP0O0X

va

C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
#
| R | - i ] o
1 vial 8 1 05.12.14 17:40:22 RIL-0030.D Roztok C III-I
2 vial 9 1 05.12.14 18:01:33 RIL-0031.D Roztok C III-II
3 vial 10 1 05.12.14 18:22:47 RIL-0032.D Roztok C III-III
Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)
Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] {min]
mmesfimen e | | e oo | [rmmmmee e
1 BB 7.386 17.43112 17.43112 1.22418 0.2127 1.08
2 BP 7.367 17.45566 17.45566 1.22731 0.2140 1.08
3:BP 7.348 17.46508 17.46508 1..23057 0,2165% 1.07
-------- e B o e ] e (et P
Mean 7.367 17.45062 17.45062 1.22735 0.2144 1.08
SDla 0.019 1.75309e-2 1.75309e-2 3.19334e-3 1.95e-3 3e-3
RSD 0.258 1.00460e-1 1.00460e-1 2.6018le-1 0.9095 0.27
95% CI 0.047 4.35490e-2 4.35490e-2 7.93270e-3 4.84e-3 7e-3

LX 3 06.12.14 10:46:26 Mgr.Hankova

Page 1 of 1



Ptiloha 29: Statistické parametry roztoku C IV.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

Statistiec Report

Sequence table: C: \HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX. S
Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX
Operator: Mgr.Hankova
Method file name: C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
mogle e o e e e e e J= e e e
1 vial 11 1 05.12.14 18:43:59 RIL-0033.D Roztok C IV-I
2 Vial 12 1 05.12.14 19:05:08 RIL-0034.D Roztok C IV-II
3 vial 13 1 05.12.14 19:26:23 RIL-0035.D Roztok C IV-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime  Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] [min]
|| I | mmm i R [rmmee
1 BB 7.329 23.58347 23.58347 1.74280 0.2059 0.99
2 BB 7.308 23.45609 23.45609 1.73648 0.2056 1.00
3 BB 7.288  23.74716  23.74716 1.74648 0.2096 0.98
--------  Et et itk b = f== lZ=e=gs
Mean: 7.309 23.59557  23.59557 1.74192 0.2071 0.99
S.D.: 0.020 1.45912e-1 1.45912e-1 5.06257e-3 2.21le-3 8e-3
RSD : 0.279 6.18386e-1 6.18386e-1 2.90631le~-1 1.0654 0.79
95% CI: 0.051 3.62465e-1 3.62465e-1 1.2576le-2 5.48e-3 0.02

LX 3 06.12.14 10:47:48 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 30: Statistické parametry roztoku C V.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP0OX.S

Statistic Report

Sequence table: C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S
Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX
Operator: Mgr.Hankova
Method file name: C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
# #
o o o [ Al - =1 | - -
1 vial 14 1 05.12.14 19:47:35 RIL-0036.D Roztok C V-I
2 vial 15 1 05.12.14 20:08:50 RIL-0037.D Roztok C V-II
3 Vial 16 1 05.12.14 20:30:01 RIL-0038.D Roztok C V-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] [min]
== | jrmme s | == | === | === |===—=
1 BB 7.268 29.87462 29.87462 2.20799 0.2074 0.98
2 BB 7.247 29.80109 29.80109 2.20749 0.2055 0.99
3 BB 7.230 29.88078 29.88078 2.21308 0.2056 0.99
-------- | | | |- Sttnind Sutntatntntntedl Attt
Mean 7.249  29.85216  29.85216 2.20952 0.2062 0.98
SiDus 0.019 4.43359e-2 4.43359e-2 3.09400e-3 1.04e-3 4e-3
RSD : 0.266 1.48518e-1 1.48518e~-1 1.40031e-1 0.5035 0.44
95% CI: 0.048 1.10137e-1 1.10137e-1 7.68592e-3 2.58e-3 0.01

LX 3 06.12.14 10:49:04 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 31: Statistické parametry roztoku C VI.; metoda RP0O07

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP0OX.S

Statistic Report

Sequence table: C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S

Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPOOX

Operator: Mgx.Hankovéa

Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP007.M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name

i [ e B - [Emm—sm—— | e s s e om e e
1 Vial 17 1 05.12.14 20:51:15 RIL-0039.D Roztok C VI-I
2 Vial 18 1 05.12.14 21:12:28 RIL-0040.D Roztok C VI-II
3 vial 19 1 05.12.14 21233542 RIL-0041.D Roztok C VI-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU  *s] [mAU ] (min]
e e e jmmmemmemne [ — [reme—m——n— i fm e
1 BB 7.213 35.40527 35.40527 2.52633 0.2086 1.06
2 BB 7.189  35.90598 35.90598 2.65945 0.2056 0.98
3 BB 7.170 35.46912 35.46912 2.50763 0.2116 1.09
e | =| e e | | |
Mean: 7291 35.59346 35.59346 2.56447 0.2086 1.05
S.D.: 0.022 2.72529e-1 2.72529%e-1 8.2786le-2 3.02e-3 0.05
RSD : 0.302 7.65671le-1 7.65671le-1 3.22819 1.4497 5.18
95% CI: 0.054 6.76999%e-1 6.76999%e-1 2.05652e-1 7.51le-3 0.13

LX 3 06.12.14 10:50:20 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 32: Statistické parametry roztoku C VII.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP0O0X.S

Statistic Report

Sequence table: C: \HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP0O0X

Operator: Mgr.Hankové

Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP0Q7 .M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
#

wie] [ i e e e s e e [rmmmm e [ e e e ———
1 vial 20 1 05.12.14 21:54:54 RIL-0042.D Roztok C VII-I
2 vial 21 1 05.12.14 22:16:10 RIL-0043.D Roztok C VII-II
3 vial 22 1 05.12.14 22:37:21 RIL-0044.D Roztok C VII-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime  Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] [min]
it ks | o [ e e i [ R [
1 BB 7.152 41.53467 41.53467 3.08372 0.2052 0.98
2 BB 7.132  41.26559  41.26559 2.93380 0.2107 1.07
3 BB T 112 41.60680 41.60680 3.09618 0.2048 0.97
-------- fs s s [ s i | s i [ e s i e e s
Mean: 7.132 41.46902 41.46902 3.03790 0.2069 1.01
S.D.: 0.020 1.79832e-1 1.79832e-1 9.03694e-2 3.29e-3 0.06
RSD : 0.278 4.33654e-1 4.33654e-1 2.97473 1.5886 5.49
95% CI: 0.049 4.46727e-1 4.46727e-1 2.24490e-1 8.16e-3 0.14

LX 3 06.12.14 10:51:37 Mgr.Hankova

Page 1 of 1



Ptiloha 33: Statistické parametry roztoku C VIII.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S

Statistic Report

Sequence table: C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S

Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RPO0OX

Operator: Mgr.Hankova

- Method file name: C:\HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M

Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
#

e B e e S S | —— [mmeemmemmm e
1 vial 23 1. 085.12.14 22:i58:32 RIL-0045.D Roztok C VIII-I
2 Vial 24 1 05.12.14 23:19:46 RIL-0046.D Roztok C VIII-II
3 vial 25 1 05.12.14 23:40:58 RIL-0047.D Roztok C VIII-II

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] [min]
e e [mmm———m—— [mmmmmmme—— [=em—mmnm— fmmmmm—— [
1 BB 7.096 47.18819 47.18819 3.51578 0.2046 0.98
2 BB 7.077 47.28970 47.28970 3.52647 0.2045 0.98
3 BB 7.058 46.52568 46.52568 3.30819 0.2107 1.08
-------- mmmmeme| memmm s s e m—en| smesmsmssn ]| mnesaeel o ———
Mean: 7.077 47.00119 47.00119 3.45015 0.2066 1.01
S.D.: 0.019 4.14922e-1 4.14922e-1 1.23056e-1 3.52e-3 0.06
RSD : 0.270 8.82791e-1 8.82791e-1 3.56670 1.7059 6.01
95% CI: 0.047 1.03072 1.03072 3.05689e-1 8.75e-3 0.15

LX 3 06.12.14 10:53:06 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Ptiloha 34: Statistické parametry roztoku C IX.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

Statistic Report
Sequence table: C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RP00X.S
Data directory path: C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP0OOX
Operator: Mgr.Hankovéa
Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M
Run Location Inj Inj. Date/Time File Name Sample Name
# #
e el e e e L et et b e ]
1 vial 26 1 06.12.14 0:02:09 RIL-0048.D Roztok C IX-I
2 Vial 27 1 06.12.14 0:23:21 RIL-0049.D Roztok C IX-II
3 Vial 28 1 06.12.14 0:44:35 RIL-0050.D Roztok C IX-III

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime  Amount Area Height Width Symm.
# [min] [%] [mAU *s] [mAU ] [min]

e [l o T =S Vi bt |=mmrr====a [Fossres [=z=as

1 BB 7.042 53.95309 53.95309 4.02259 0.2045 0.97

2 BB 7.024 52.97912 52.97912 3.77566 0.2118 1.07

3 BB 7.005 53.33276 53.33276 3.99517 0.2038 0.98

| | [ssgeResass e mmmtets =578

Mean: 7.024 53.42166  53.42166 3.93114 0.2067 1.01

S.D.: 0.018 4.93032e-1 4.93032e-1 1.35347e-1 4.40e-3 0.05

RSD : 0.261 9.22906e-1 9.22906e-1 3.44294 2.1285 5.34

95% CI: 0.045 1.22476 1.22476 3.36220e-1 0.0109 0.13

LX 3 06.12.14 10:54:33 Mgr.Hankova Page 1 of 1



Pfiloha 35: Statistické parametry roztoku A I.; metoda RP007

Sequence File C:\HPCHEM\2\SEQUENCE\RPOOX.S

. Sequence table:
Data directory path:

e D === | mmmmm oo —— | === mmmmmm o

Statdst ic

C: \HPCHEM\2\SEQUENCE\RP0OX. S
C:\HPCHEM\2\DATA2014\RP0OOX

Report

File Name Sample

RIL-0051.D Roztok
RIL-0052.D Roztok
RIL-0053.D Roztok
RIL-0054.D Roztok

Operator: Mgr .Hankova
Method file name: C: \HPCHEM\2\METHODS\RP007 .M
Run Logcation Inj Inj. Date/Time

# #

1 vial 29 1 06.12.14 1:05:46

2 Vvial 30 1 06.12.14 1:27:01

3 vial 31 1 06.12.14 1:48:15

4 Vial 32 1 06.12.14 2:09:27

5 vial 33 1 06.12.14 2:30:39

RIL-0055.D Roztok

Compound: RILUZOL (Signal: VWDl A, Wavelength=221 nm)

Run Type RetTime Amount
# [min} [%]

6.988 113.99863
6.976 112.98154
6.959 112.74841
6.942 114.36063
6.928 114.45120

Width S
[min]

0.2019

ymm.

———————— R e B B B R

6.958 113.70808

Area Height
[mAU  *s] [mAU ]
113.99863 8.53077
112.98154 8.09706
112.74841 8.09220
114.36063 8.60597
114.45120 8.59869
113.70808 8.38494

0.2052

0.025 7.92356e-1 7.92356e-1 2.66636e~1 3.82e-3
0.352 6.96833e-1 6.96833e~1
0.030 9.83839%e-1 9.83839e-1 3.31073e-1 4.74e-3

LX 3 06.12.14 10:55:55 Mgr.Hankova

3.

17995

1.8622

1.00

Page 1 of 1



Ptiloha 36: Valida¢ni zprava

Cislo valida¢ni zpravy:
Strana ¢islo: 1
Pocet stran: 22

Pocet priloh:

Valida¢ni zprava
Validation Report

Stanoveni obsahu Riluzolu v oplachovém

rozpoustédle ( MeOH)

Determination of Riluzole in the rising solution (MeOH)

Vysokot¢inna kapalinova chromatografie

Hight Performance Liquid Chromatography

Vypracoval: Mgr. Lucie Hankova Schvalil:
Podpis: Podpis:
Datum: Datum:




Cislo validaéni zpravy — :224/14
Strana ¢islo 22
Pocet stran :22
Pocet ptiloh
Obsah:
L. UIVOQ (PIEFACE) ...ovvervrnscasceseensessessensssssessssssrsssssssssssssssssssassasssssssssssssassassassssssssssssssassssssnss 3
2. PonZitéchemikalie/(EhemICals). e sss s sveasases 3
3. Zarizenl (EQUIDINEIL) civusuommrvammommommisysosss s o s ses s s e srs i sasss s vnss 3
4. Piiprava roztokil (Sample Preparation) .........cccceeceeeeeeererseesieesesseesesssesesssesesssesssesasns 4
5. Metoda (MEthOd)......eoiereieieeiee ettt et nee 6
6. Validace metody obsahu (Method validation - assay) ........ccceceeevievieriieereeeieecieeieene 7
6.1,  Specifilnost (SPECIILY) s s ns s i
6:2; Preshost (PreCISION) wausnn st s s e SRt 7
6.3.  Linearita (LINEATILY) ...c.ccveevieeieiieeierieeieseesie et e ete e eesae e e e saeesesseenaeeseeseeseesaeenees 13
6.6 LOD a LOQ (Limit of quantification and detection) ...........ccceceevvereevvereerreennens 17
6.7 ROZSah (RANGE) ssisesssvssvussssssvsmmssnssvvonassssvsves sisssss usvivsnss sassvsssavossssmsssossnsssessssinssss 22
T Zaver (ConeluSIon) s mnmsmnwnenin s s R s 22




Cislo validaéni zpravy ~ :224/14
Strana ¢islo :3
Pocet stran 122

Pocet ptiloh

1.

Uvod (Preface)

Validovana HPLC metoda ma byt pouzivana na stanoveni obsahu substance
Riluzolu v oplachovém rozpoustédle. Cilem validace bylo zjistit, zda je limit
kvantifikace metody mensi nez stanovena limitni koncentrace substance Riluzolu
v oplachovém rozpoustédle a zda je metoda dostate¢né piesna, specificka, spravna
a zda poskytuje linearni zavislost.

Pouzité chemikalie (Chemicals)

Reagencie: Acetonitril g.g., LiChrosolv, Merck, 1.00030
Voda, LiChrosolv, Merck, 1.15333
Methanol g.g., LiChrosolv, Merck, 1.06007

Substance: Riluzol - pracovni standard

Zarizeni (Equipment)

Sestava kapalinového chromatografu AGILENT 1100 (metrologické ¢islo LX3)
s vysokotlakym kvartérnim cerpadlem a WVD detektorem. Integrator Agilent
Chemstation.




Cislo validagni zpravy ~ :224/14

Strana ¢islo 14
Podet stran + 29,
Pocet ptiloh

Piiprava roztoku (Sample preparation)
Rozpoustédlo: MeOH g.g.

Roztok A (1 mg/L):

Bylo navazeno ptesn¢ 5,0 mg pracovniho standardu Riluzolu do 50 ml odmérné
barnky, rozpusténo v MeOH za pouziti ultrazvuku a doplnéno rozpoustédlem po
rysku (= zasobni roztok). Ze zasobniho roztoku bylo odpipetovano 5 ml do 50 ml
odmérné banky a doplnéno rozpoustédlem po rysku. Nasledné bylo opét
odpipetovano 5 ml do 50 ml odmérné barky a doplnéno rozpoustédlem po rysku
(= pracovni roztok). Pracovni roztok byl ze zasobniho piipraven S5-krat (5
navazek 5,0 mg).

Roztok B (10 mg/L):

Roztoky byly piipraveny 9-krat navazenim ptesné 5,0 mg pracovniho standardu
Riluzolu do 50 ml odmémé bariky a doplnénim rozpoustédlem po rysku (=
zasobni roztok). Z téchto zasobnich roztokl bylo dale odpipetovano 5 ml do 50 ml
odmérné baiky a doplnéno rozpoustédlem po rysku (= pracovni roztok).
Pracovni roztoky B byly dile pouzity na pFipravu limitnich roztoku C.

Roztoky C

Limitni roztoky urCené na stanoveni presnosti, linearity, LOD a LOQ Cpx .
Z roztoku By byl 3-krat pfipraven roztok Cy.3) odpipetovanim 250 pl do 50 ml
odmeérky, z roztoku By byl 3-krat pfipraven roztok Cyy-3) odpipetovanim 500 pl
do 50 ml odmérky, zroztoku Byy byl 3-krat pripraven roztok Cuy-3)
odpipetovanim 750 pl do 50 ml odmérky, zroztoku Byy byl 3-krat pfipraven
roztok Ciy(-3) odpipetovanim 1000 pl do 50 ml odmérky, z roztoku By byl 3-krat
ptipraven roztok Cy.3) odpipetovanim 1250 ul do 50 ml odmérky, z roztoku Byy
byl 3-krat pripraven Cyy(-3) odpipetovanim 1500 pl do 50 ml odmérky, z roztoku
By byl 3-krat ptipraven roztok Cyya-3) odpipetovanim 1750 pl do 50 ml
odmeérky, z roztoku By byl 3-krat pfipraven roztok Cyig-3)odpipetovanim 2000
ul do 50 ml odmérky a 3-krat Cyx(i-3) odpipetovanim 2250 ul do 50 ml odmérky a
doplnénim rozpoustédlem po rysku.




Cislo valida¢ni zpravy — :224/14

Strana ¢&islo :5
Pocet stran 122
Pocet ptiloh

Roztok D:

Bylo navéazeno piesné 5,0 mg pracovniho standardu Riluzolu do 50 ml odmeérky,
rozpusténo v MeOH za pouziti ultrazvuku a doplnéno rozpoustédlem po rysku. Dale
bylo z tohoto roztoku odpipetovano 5 ml do 50 ml odmérné banky a doplnéno
rozpoustédlem po rysku (= zasobni roztok). Ze zasobniho roztoku bylo odpipetovano
300ul do 100ml odmérné baiky a doplnéno rozpoustédlem po rysku (= pracovni
roztok). Pracovni roztok byl ptipraven 6-krat.




Cislo validaéni zpravy — :224/14

Strana ¢islo 16
Pocet stran 29,
Pocet ptiloh

5. Metoda (Method)

KOLONA:
DELKA ANALYZY:
PRUTOK:
NASTRIK:

UV-DETEKCE:
ROZPOUSTEDLO:
MOBILNI FAZE:
METODA:

TEPLOTA KOLONY:

LiChrospher 60, 250 x 4.0 mm, 5 pm
20 min

1,5 ml/min

20 ul

25°C

221 nm

Methanol g.g.

ACN g.g., H;O v pomé&ru 45 : 55
C:/HPCHEM/2/METHODS/RP007.M
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6. Validace metody obsahu (Method validation - assay)

6.1. Specifi¢nost (Specifity)

Specificnost byla zjistovana analyzou roztoku ,,Aqp (RIL-0051.D). Piipadny vliv
rozpoustédla je eliminovan nastfikem slepého vzorku (RIL-0020.D). Reten¢ni cas
pracovniho standardu Riluzolu byl v pribéhu celé valida¢ni sekvence stabilni a je

dostatecné odlisSny od mrtvého Casu. V tabulce ¢. I jsou uvedeny charakteristiky
metody.

Tabulka €. 1
Tr USP | Pocet teor. Pl(?cha Syrr’letrle Vyska piku
(min) | Tailin ater Eaay pikD (mAU)
&l P (mAU's) | v 10%
Riluzol 7,0 1,0 6832 114,00 1,0 58,0

6.2. Presnost (Precision)

6.2.1 Opakovatelnost (Repeatibility)

Presnost byla vyjadiena jako opakovatelnost analyzou 5-ti pracovnich roztoku

Av). Presnost byla také vyhodnocena z pracovnich roztokt C; az Cx . Plochy byly
statisticky vyhodnoceny a jsou uvedeny v tabulkach ¢. 11 — XI.
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Tabulka ¢. II Opakovatelnost pro roztoky A.v)
Oznadeni Tl Tr
Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0051.D 113,999 6,988
2 RIL-0052.D 112,982 6,976
3 RIL-0053.D 112,748 6.959
4 RIL-0054.D 114,361 6,942
5 RIL-0055.D 114,451 6,928
Pramér 113,708 6,958
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,792 0,025
R.S.D. 0,697 0,352
95% CI 0,984 0,030
Tabulka ¢. I1I  Opakovatelnost pro roztoky C;
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0024.D 5,544 7,511
2 RIL-0025.D 5,393 7,488
3 RIL-0026.D 5,496 7,470
Prumér 5,478 7,490
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,077 0,020
R.S.D. 1,412 0,273
95% CI 0,192 0,051
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Tabulka ¢. IV Opakovatelnost pro roztoky Cy
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riuzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0027.D 11,407 7,454
2 RIL-0028.D 11,508 7,427
3 RIL-0029.D 11,647 7,408
Prumér 11,521 7,430
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,121 0,023
R.S.D. 1,047 0,311
95% CI 0,300 0,057
Tabulka ¢. V Opakovatelnost pro roztoky Cyy;
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0030.D 17,431 7,386
2 RIL-0031.D 17,456 7,367
3 RIL-0032.D 17,465 7,348
Prumér 17,451 7,367
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,018 0,019
R.S.D. 0,100 0,258
95% CI 0,044 0,047
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Tabulka ¢. VI Opakovatelnost pro roztoky Cyy
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0033.D 23,583 7,329
2 RIL-0034.D 23,456 7,308
3 RIL-0035.D 23,747 7,288
Prumér 23,596 7,309
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,146 0,020
R.S.D. 0,618 0,279
95% CI 0,362 0,051
Tabulka ¢. VII Opakovatelnost pro roztoky Cy
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu

(mAU.s) (min)
1 RIL-0036.D 29,875 7,268
2 RIL-0037.D 29,801 7,247
3 RIL-0038.D 29,881 7,230
Pramér 29,852 7,249
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,044 0,019
R.S.D. 0,149 0,266
95% CI 0,110 0,048
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Tabulka ¢. VIII Opakovatelnost pro roztoky Cy;
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0039.D 35,405 7,213
2 RIL-0040.D 35,906 7,189
3 RIL-0041.D 35,469 7,170
Prumér 35,593 7,191
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,273 0,022
R.S.D. 0,766 0,302
95% CI 0,677 0,054
Tabulka ¢. IX Opakovatelnost pro roztoky Cyy
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0042.D 41,535 7,152
2 RIL-0043.D 41,266 7,132
3 RIL-0044.D 41,607 7,112
Pramér 41,469 7,132
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,180 0,020
R.S.D. 0,434 0,278
95% CI 0,447 0,049
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Tabulka ¢. X Opakovatelnost pro roztoky Cyy
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0045.D 47,188 7,096
2 RIL-0046.D 47,290 7,077
3 RIL-0047.D 46,526 7,058
Prumér 47,001 7,077
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,415 0,019
R.S.D. 0,883 0,270
95% CI 1,031 0,047
Tabulka ¢. XI Opakovatelnost pro roztoky Cix
Plocha Tr
Oznaceni Chromatogramu Riluzolu Riluzolu
(mAU.s) (min)
1 RIL-0048.D 53,953 7,042
2 RIL-0049.D 52,979 7,024
3 RIL-0050.D 53,333 7,005
Primér 53,422 7,024
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,493 0,018
R.S.D. 0,923 0,261
95% CI 1,225 0,045
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6.3. Linearita (Linearity)

Linearita byla sledovéna na deviti koncentra¢nich hladinach pracovnich roztoki C a
na jedné koncentra¢ni hladiné roztoku A v rozmezi koncentrace substance Riluzolu
0,05mg/L — Img/L (pracovni roztoky C; — Cix. A). Kazda koncentrace zfady C
roztokti byla davkovana trikrat, A roztok 5 krat a vysledek byl zprimérovan.
(Tabulka ¢. XII) Linearita byla vyhodnocena linedrni regresni analyzou jako
zavislost:

Y ( plochamAU.s]) = f (X (koncentrace c[%]))

Y = b *X + a, kde parametr a je Gisek (posun) a parametr b je smérnice.

Linearita byla prok4zana na zakladé hodnot korela¢niho R a QC koeficientu.

Pro korela¢ni R plati: R=—">2,

kde s, je smérodatna odchylka proménné X, sy je smérodatna odchylka proménné Y
a Sy je stiedné hodnota proménnych x a y.

Pro QC koeficient plati: QC=100.

Kde Y; jsou predikované hodnoty y;, tj. hodnoty vypoctené z regresni rovnice.
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Tabulka ¢. XII Zavislost plochy piku substance Riluzolu na koncentraci

((r)r:)gs;;:l) Roztok | Chromatogram Ploc(l::: ARllIl:)z olu plofl: fII{I;:lél;olu

1 0,05 Ci RIL-0024.D 5,544

2 0,05 Ci RIL-0025.D 5,393 5,478
3 0,05 Ci RIL-0026.D 5,496

4 0,10 Cn RIL-0027.D 11,407

5 0,10 Cu RIL-0028.D 11,508 11,521
6 0,10 Ch RIL-0029.D 11,647

10 0,15 Cm RIL-0030.D 17,431

11 0,15 Cm RIL-0031.D 17,456 17,451
12 0,15 Cm RIL-0032.D 17,465

13 0,20 Crv RIL-0033.D 23,583

14 0,20 Cwv RIL-0034.D 23,456 23,596
15 0,20 Civ RIL-0035.D 23,747

16 0,25 Cy RIL-0036.D 29,875

17 0,25 Cy RIL-0037.D 29,801 29,852
18 0,25 Cy RIL-0038.D 29,881

19 0,30 Cvi RIL-0039.D 35,405

20 0,30 Cwvi RIL-0040.D 35,906 35,593
21 0,30 Cwi RIL-0041.D 35,469
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((l)r:)gslalfl) Roztok | Chromatogram Ploc(l:: Ali}l:)z L ploz)l: i;{';:lél;olu
22 0,35 Cvn RIL-0042.D 41,535
23 0,35 Cvn RIL-0043.D 41,266 41,469
24 0,35 Cvn RIL-0044.D 41,607
25 0,40 Cvm RIL-0045.D 47,188
26 0,40 Cvm RIL-0046.D 47,290 47,001
27 0,40 Cvm RIL-0047.D 46,526
28 0,45 Cix RIL-0048.D 53,953
29 0,45 Cix RIL-0049.D 52,979 53,422
30 0,45 Cix RIL-0050.D 53,333
31 1,00 Ay RIL-0051.D 113,999
32 1,00 An RIL-0052.D 112,982
33 1,00 A RIL-0053.D 112,748 113,708
34 1,00 A RIL-0054.D 114,361
35 1,00 Ay RIL-0055.D 114,451
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Graf ¢. 1 Zavislost plochy piku substance Riluzolu na koncentraci
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Hodnoty linearni kalibra¢ni funkce pro substanci Riluzolu:

R =0,9993  Limit je 0,999
QC =2,68 % Limitje>3,0%
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6.6 LOD a LOQ (Limit of quantification and detection)
Tabulka ¢. XIII zavislost vySky piku na koncentraci
Obsah Roztok | Chromatogram Vyska Riluzolu Primér
(mg/L) (mAU.s) vySky Riluzolu

1 0,05 Cui RIL-0024.D 0,385

2| 0,05 Cri RIL-0025.D 0,369 0,381

3| 0,05 Crim RIL-0026.D 0,389

4 | 0,10 Cirr RIL-0027.D 0,784

5| 0,10 Ciin RIL-0028.D 0,793 0,807

6 0,10 Cim RIL-0029.D 0,844

71 0,15 Crr RIL-0030.D 1,224

8 0,15 Curn RIL-0031.D 1.227 1,227

9| 0,15 Crrm RIL-0032.D 1,231

10| 0,20 Crva RIL-0033.D 1,743

11| 0,20 Crv-n RIL-0034.D 1,736 1,742

12| 0,20 Civ-m RIL-0035.D 1,746

13| 0,25 (O RIL-0036.D 2,208

14| 0,25 Cyun RIL-0037.D 2,208 2,210

15 0,25 Cv-m RIL-0038.D 2,213

16| 0,30 Cyri RIL-0039.D 2,526

17| 0,30 Cyrn RIL-0040.D 2,659 2,564

18| 0,30 Cyrm RIL-0041.D 2,508
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Obsah P —— Vyska Riluzolu Primér
(mg/l) (mAU.s) vy3ky Riluzolu
19| 035 Cviwi RIL-0042.D 3,084
20| 035 Cvin RIL-0043.D 2,934 3,038
21| 0,35 | Cvim RIL-0044.D 3,096
22| 0,40 Cvi RIL-0045.D 3,516
23| 0,40 | Cyurn RIL-0046.D 3,526 3,450
24| 0,40 | Cynrm RIL-0047.D 3,308
25| 0,45 Crx1 RIL-0048.D 4,023
26| 045 Cixnn RIL-0049.D 3,776 3,931
27| 0,45 Cix-mn RIL-0050.D 3,995
28 | 1,00 Aj RIL-0051.D 8,531
29| 1,00 Aj RIL-0052.D 8,097
30| 1,00 Ay RIL-0053.D 8,092 8.385
31| 1,00 Al RIL-0054.D 8,606
32| 1,00 A RIL-0055.D 8,599
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Graf &. 2 Zavislost vysky piku substance Riluzolu na koncentraci
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Rovnice linearni kalibra¢ni funkce Riluzolu: Y =8.4378x +0,0312

Z naméfenych dat byla vyhodnocena zavislost: Y(vyska) = f(x (koncentrace))
Y =a-b*X

Pro stanoveni LOD a LOQ byly pouzity vypocty ze Sumu, kdy plati:

LOD = 3*noise/b
LOQ = 10*noise/b, kde a je posun a b je smérnice kalibr. kiivky
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6.6.1 Limit detekce (Limit of detection)

Z chromatogramu slepého vzorku (RIL-0020.D) byla metodou ,peak to peak®
nalezena hodnota Sumu pro substanci Riluzol 0,0219 mAU. Trojnasobek této hodnoty
je 0,0657. Z kalibra¢ni piimky byla ziskana hodnota smérnice b = 8,4378. Minimalni
detekovatelna koncentrace byla vypoctena z téchto tidajii na 0,0115 mg/L.

LODRiluzolu = 0,0115 mg/L

6.6.2 Limit kvantifikace (Limit of quantifikation)

Z chromatogramu slepého vzorku (RIL-0020.D) byla metodou ,peak to peak™
nalezena hodnota Sumu pro substanci Riluzol 0,0219 mAU. Desetinasobek této
hodnoty je 0,219. Z kalibra¢ni ptimky byla ziskdna hodnota smérnice b = 8,4378.
Minimalni kvantifikovatelnd koncentrace byla vypoctena ztéchto udaji na
0,0297 mg/L.

LOQRiquolu = 0,0297 mg/L
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6.6.3 Ovéreni LOQ (Verification of limit quantification)

Hodnota limitu kvantifikace byla ovétena hodnotou RSD ploch substance Riluzolu
z roztokd D. Nalezené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. XIV

Tabulka ¢. XIV ~ Ovéfeni LOQ pro substanci Riluzol — roztok D

Plocha

Oznaceni Chromatogramu Riluzolu

(mAU.s)
1 RIL-0007.D 3,334
2 RIL-0008.D 3,193
3 RIL-0009.D 3,307
4 RIL-0010.D 3,302
5 RIL-0011.D 3,268
6 RIL-0012.D 3,263
Prumér 3,278
Smérodatna odchylka (S.D.) 0,049
R.S.D. 1,506
95% CI 0,052
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6.7 Rozsah (Range)

Linearita a piesnost byla testovana na koncentra¢nich hladinach 0,05mg/L,
0,10mg/L, 0,15mg/L, 0,20mg/L, 0,25mg/L, 0,30mg/L, 0,35mg/L, 0,40mg/L
0,45mg/L a 1,00mg/L a byla prokazana na zakladé korelaéniho koeficientu R a QC
koeficientu a hodnotami RSD ploch. Limit kvantifikace substance Riluzolu byl
stanoven na 0,0297mg/l. Riluzol Ize tedy bezpecné stanovit v rozsahu
0,03mg/L — Img/L.

7.  Zavér (Conclusion)

Specifi¢nost potvrzuje, Zze hlavni komponenta substance Riluzol je ve zvoleném
systému kolona-mobilni faze dobfe separovana od mrtvého casu kolony. Pocet
teoretickych pater (6832) zajistuje dobrou ucinnost systému. Presnost metody
vyjadiena hodnotami RSD ploch spliluje pozadované limity. Ve sledovaném
koncentraénim rozmezi je zarucena linearita, ktera byla prokazana na zakladé hodnot
R (0,993) a QC koeficientu (2,68%). Limit kvantifikace (0,0297mg/L) substance
Riluzolu je niz8§i nez sledovand limitni koncentrace 0,3mg/L. Ovéfeni LOQ,
vyjadiené RSD ploch (1,506%), potvrzuje ptesnost tohoto limitu. V rozsahu
0,03mg/L az 1,00mg/L je zaruCena presnost, spravnost a linearita metody. Ziskana
valida¢ni data potvrzuji, ze HPLC metoda na stanoveni obsahu substance Riluzolu
v oplachovém rozpoustédle (MeOH) je validni a dostatecné spolehliva.




