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A Quality by Design elv folyadékkromatografias alkalmazasa
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Bevezetés

Napjainkra a folyadékkromatografia szamos tertleten
nélkillozhetetlen analitikai modszerré valt. Ez kilonosen
igaz a gyogyszeripar minden agara, ezen belil az Uj
gyogyszermolekuldk kutatdsara, fejlesztésére, a beldlik
nyert termékek eloallitasara és a mindségbiztositasra is.

Folyadékkromatografids vizsgalati modszerek fejlesztése
a gyogyszermolekulak (Active Pharmaceutical Ingredient,
API) és szennyezdik elvalasztasara meglehetdsen osszetett
feladat. A feladat bonyolultsagat jelzi, hogy egyszerre lehet
jelen az API-hoz hasonlé és eltérd szerkezetli szennyezd
és bomlastermék egyarant. Az egyes komponensek
elvalasztasat  biztosité ~ kromatografias  korilmények
meghatarozasa, amelyet modszerfejlesztésnek neveziink,
sokparaméteres. Ennek az a kovetkezménye, hogy nagy
ido- és koltségraforditast igényel. A folyadékkromatografias
toltetek eltérd szelektivitasabol kovetkezéen igy is sokszor
eléfordul, hogy amddszertnemlehetegyik laborbol amasikba
valtozatlan paraméterek mellett atvinni. Kulon kiemelendo,
hogy az eltéré gyartasi helyrol szarmazo, de a hivatalos
besorolas alapjan azonos kategoriaba tartozo allofazisoknal
is problémat jelent a kolonnarol-kolonnara torténd adaptalas.
Ennek oka, hogy a folyadékkromatografiaban az elvalasztas
sok paramétertdl fugg. A szelektivitast, amely dontéen
befolyasolja az elvalasztast, megszabjak az allofazis fizikai-
kémiai tulajdonsagai.

A gyogyszeripari hatosagok elvarasaiban el6irds, hogy
a gyartasndl ¢és a folyamatok ellen6rzésénél minden
olyan paramétert, amely az eredményeket befolyasolja,
a tudomanyos ismeretek alapjan eldre kell jelezni. Ezt a
megkozelitést nevezik Quality by Design (QbD) elvnek.!?
Ez vonatkozik a gyartast ellendrz6 analitikai eljarasokra is,
igy a legtobbet alkalmazott hagyomanyos nagyhatékonysagt
folyadékkromatografias ~ (High  Performance  Liquid
Chromatography, HPLC) és a modernebb ultranagy-
hatékonysagu folyadékkromatografias (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) médszerekre is.

A  QbD alkalmazasira a folyadékkromatografidban
az intelligens eldrejelzd ¢s modszerfejlesztést segitd
szamitogépes  programok alkalmazasa sziikségszeri.
Ezek kozil a DryLab egy széleskortien hasznalhato
kisérlettervezé és modszeroptimalizald program, melyben
haromdimenzios modell segitségével egyszerre tudjuk
elérejelezni a legfontosabb kromatografias paraméterek
hatasat a felbontésra.?

Természetesen a DryLab-on kivill rendelkezésre allnak mas
kisérlettervezé és modszeroptimalizalé szoftverek is. Valos
méréseken alapulo modellezést tesz még lehetdvé a Fusion
¢és az Osiris szoftver vagy az ACD Lab LC szimulatora. A
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szoftverek masik nagy csoportja pedig a molekulaszerkezet
alapjan végez elrejelzéseket, pl. ChromSword vagy
ACD. Erdekes megkozelités a szelektivitds ¢és felbontas
optimalizalasa az allofazis oldalarol, erre ad lehetdséget a
POPLC szoftvercsomag.

1. QbD alapelvek a folyadékkromatografiaban

A QbD elvii folyadékkromatografidss modszerfejlesztés
alaplépései a kovetkezOk:*

e Pontosan definialni kell a vizsgalati modszer céljat.
A folyadékkromatografidas moddszerfejlesztésben a
legfontosabb cél a kritikus cstcspar alapvonalas
elvalasztasa. A kritikus csticsparra leggyakrabban az
Ry, > 1.5 feltetelt szabjuk meg, ezt tekintjiik alapvonalas
elvalasztasnak.

o Kockazatelemzés alkalmazasa, amely soran
meghatarozzuk, melyik valtozonak van negativ hatdsa
a modszer alkalmazhatosagara, vagyis melyik mérési
paraméter rontja a felbontas értéket a kritikus csticsparra
nézve.

e Annak kisérleti értékelése, hogyan befolyasoljak a
kritikus valtozok a modszer alkalmazhatosagat. Ez
szisztematikus multifaktorialis modon elvégezhetd a
kisérletek tervezésével (Design of Experiments, DoE).
A kisérletek eredményeként tervezési tér (Design
Space, DS) készithetd, amely leirja a paraméterek
azon tartomanyat, melyen belil a mddszer kezdetben
megszabott céljai teljesiilnek.

o Amikor a végsé modszer elkészilt a fent leirt Iépések
alapjan, egy robusztussagi vizsgalatot is el lehet végezni
annak becslésére, hogy a moédszer céljait (kritikus
felbontds) mennyire befolyasoljadk a megallapitott
modszer paraméterek beallitott eltérései.

o A robusztussag vizsgalat eredményei segitenck, hogy a
modszerhez vagy a kritikus elvélasztashoz szabalyozd
stratégiat alakitsunk ki, ez a QbD elvii médszerfejlesztés
kovetkezo fontos 1épése.

e Mivel azalapkisérletek meg lettek hatarozva, a beallitasok
konnyen elvégezhetdek, ha megismételjik a kisérleteket
és megkeressik az aktudlis DS-t. Normal esetben
csak kis eltérések lesznek. A DS-en belil a valtozok
modositdsa a szabalyozo hatosagok szerint nem mindsiil
,valtoztatasnak™, ezért a modszert nem kell ujravalidalni.

2. A DryLab szoftver

30 évvel ezel6tt, 1986-ban DryLab név alatt elindult egy
szamitogépes folyadékkromatografias modszermodellezés®,
amely kezdetben a retencios idok (t,), a retencios tényezd

(k) és a kritikus felbontés (Ry, . ) egydimenzids szamitasabol
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indult, kozben kromatogramokat vizualizalva, negyed
szazaddal késdbb a modell eljutott a harom mért és nyolc
szamitott dimenzidig.® A szamitott dimenziok magukban
foglaljak azallofazis, amozgofazis ésakésziilék legfontosabb
paramétereit, ugy mint kolonnahossz és -atmérd, toltet
szemecseméret, eluens kiindudsi- és végsd oOsszetétel,
térfogataramlasi sebesség, késleltetési- és kolonnan kiviili
térfogat. A szakirodalom ezt a haromdimenziés modellt
,cube”-nak, vagyis kockanak nevezi. A szoftver a Horvath
Csaba ¢s munkatarsai 4ltal kidolgozott szolvofob elméleten
alapszik, mely a viz fontos, retenciot szabalyozo szerepét
magyarazza forditott fazisu korilmények kozott.”

Ink=A+Be+Cy+D(i*-1)V**y+E+In(RT/P V)

Azegyenletbenaz A, B, C, D és E kisérletileg meghatarozhatd
konstansok, € az olddszer statikus dielektromos allanddja, y
a feliileti fesziiltség, k° az energia, amely ahhoz szikséges,
hogy a megfeleld ireg kialakuljon a kotohely feluletén,
V az oldészer molekulak térfogata, P az atmoszférikus
nyomas. Az elmélet szerint, a viz a nagy lipofobicitasu
(dibenzantracénnel igazolva C8 tolteten k _~4000,

scetoniien~ 1) fElUlEtD tenziojat szerves olddszerekkel, pl.
metanollal (MeOH) és acetonitrillel (AcN) lehet csokkenteni.
Az elmélet szerint nagy energia sziikséges ahhoz, hogy az
apolaris molekulak oldodjanak a sokkal polarosabb vizben,
ezért a visszatartds nagymértékben a viznek koszonhetod.
Gradiens mddszerek esetén csokkentve a felileti tenziot,
egyre kisebb energia sziikséges a molekulak oldodaséhoz,
aminek eredményeként csokken a visszatartds.

2.1. A DryLab kocka

A DryLab kocka felépitése (1. Abra) a modell alapu
kisérlettervezés elsé szakasza (DoE). A faktorok a gradiens
id6 (t;), a hémérséklet (T), a pH vagy terner mozgéfazis
osszetetel (t.). Két tipust kocka elkészitésére van lehetéseg.
At,-T-pH kocka protonfunkcids csoportot tartalmazo (savas
vagy bazikus karakter(i) komponensek elvalasztasanal ad
fontos informacidt a komponensek retencidjanak t, T és pH
fuggésére, mig at -T-t kockaval a terner elegy szelektmtast
befolyasold hatésat v1zsgalhat]uk at, és T mellett.

A t-t és T-t elegendd két szinten vizsgalni, mert
feltételezzilk a linedris kapcsolatot, a pH és t. esetében
harom szint kijelolése szikséges. Igy alakul ki a kockankénti
12 kisérlet. A kisérletek kiértékelt kromatogramjait
atvissziik egy elektronikus exportald file tipusba, amelyet
a DryLab program be tud olvasni. Ezt kéveti a megfelel6
kromatografias csucsok egymashoz valo illesztése, amelyet
legkonnyebben a csucsteriiletek alapjan tudunk megtenni.®

Az 1. Abran 1év6 korok a kocka sarkain, illetve élein jelzik
a mérési pontokat. Az 1, 5,9, 3, 7 és 11 pontok tartoznak a
rovid, mig a 2, 6, 10, 4, 8 és 12 pontok a hosszil gradiens
id6hoz (t;-hez). A harom killonbozé pH-ju vagy terner
oOsszetételll (t.) mozgéfazishoz harom kulonbozd, tn. t -
T-sik tartozik. Az azonos pH-hoz/tC-hez tartozo t, -T-51kok
a kovetkezdk: 1-2-3-4, 5-6-7-8 és 9-10-11-12. A szoftver
a harom mért tG-T-51k mellé kiszamit tovabbi 97-et, ami
altal a kocka teljessé valik és megkapjuk a 2. dbran lathato
felbontasi térképet (Resolution Map).
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1. Abra. A kocka modelljének felépitése, ahol az egyes pontok az
alapkromatogramokat szimbolizaljak.

A kockaban minden pont reprezental egy kromatogramot
(kockanként nagysagrendileg 10° pont képzelhets el).
Miutan minden egyes kromatogram kiilonbzd komponens
retencié mutat, igy a kockéval a szelektivitds valtozasokat
kittinben lehet tanulmanyozni.

2. Abra. DryLab kocka az R,

>1.5 tartomanyokkal

Slait

A QbD nevezéktandnak megfeleléen az egész kocka a
tudastér (Knowlege Space, KS), ahol informacionk van a
kiilonbozo faktorok hatasairol. A kockaban 1évo szabalytalan
alakzatok jelolik azokat a paraméter tartomanyokat (Design
Space, DS), ahol a kiindulasi feltételeknek megfeleld értéket
kapunk a kritikus csucspar felbontasara. Az alakzatok
szélei a modszer alkalmazhatosaganak also hatarai
(Method Operable Design Region, MODR), ahol ugyan
még teljesiilnek a megfeleldségi kritériumok, de mar nagy
valosziniiséggel nem lesz robusztus a rendszer.

A gyakorlatban ugy hatarozzuk meg a mérési paramétereket,
hogy a legkevésbé visszatartott komponensnek is legyen
megfeleld retencidja, illetve a leginkabb visszatartott
komponens is eludlodjon mind a 12 kisérletben. Ezeket a
feltételeket tigy tudjuk meghatarozni, hogy kivélasztjuk az
alacsonyabb hémérsékletet és itt végziink néhany kisérletet.

Amennyiben harmadik dimenzionak a pH-t valasztottuk,
célszer(i az alacsonyabb ¢és magasabb pH-n is elvégezni
ugyanazokat a kisérleteket, mert a komponensek
protonaltsagi/deprotonaltsagi  viszonyai nagymértékben
befolyasoljak a retenciét. El6fordulhat, hogy egy bazikus
csoportot tartalmazé molekulanak magasabb pH-n még
megvan a megfelelé visszatartasa, de a pH csokkentésével
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megnovekszik az ionizaltsagi foka és csokken a retencioja,
vagyis mar nem teljesiti azt. Forditott értelemben ugyanez
mondhato el savas csoportot tartalmazo molekularol, vagyis
a pH novelésével novekszik az ionizaltsagi fok és csokken
aretencio. A fenti szabalyokat alkalmazhatjuk az utolsoként
elualodo komponensre is, vagyis ugy vélasszuk meg a
pH-t és a gradiens osszetételét, hogy az osszes komponens
eludlodjon. Amennyiben kivélasztottuk a Kiindulasi pontot
(1. Abra, 1-es pont), akkor néhany egyszerti szabaly
betartdsaval konnyen meghatirozhatjuk a tobbi kisérleti
pontot is.

Els6 szabdly: a hosszabb t, maximum haromszorosa legyen
a rovidebb t,-nek €s ugyanazzal a mozgofazis osszetétellel
kezdddjon és érjen véget.

Masodik szabaly: A két hémérséklet kozott ne legyen
30°C-nal nagyobb kiilonbség.

Harmadik szabély: a ApH=<0,6 legyen.

Hasonléan kell eljarni, ha harmadik dimenziénak a terner
osszetételt (t.) valasztjuk. Itt az elékisérletek sordn a pH
helyett a szerves modositora kell helyezni a hangsulyt.
A megfelel$ visszatartas teljestlését az AcN-t tartalmazo
rendszerben kell biztositani, mivel az AcN erdsebb eluens,
mint a MeOH, vagyis a komponensek korabban elualédnak.
Ugyanezen okok miatt a gradiens idejét és meredekségét a
MeOH-t tartalmazo rendszerben kell meghatérozni.

2.2. t ~T-t. modell

Sok esetben a terner mozgofazis Osszetétel eltérd
szelektivitast eredményez a folyadékkromatografidban,
mintha kulon-kilon alkalmaznank a modositokat. Tipikus
terner mozgofazis a viz/puffer-AcN-MeOH  kilonbozd
arany( elegye, de sok esetben segithet kis mennyiségii
tetrahidrofuran vagy izopropil-alkohol hozzaadasa is a viz/
puffer-AcN vagy viz/puffer-MeOH tartalmu elegyekhez,
hogy megvaltoztassuk a szelektivitast.

Az elsé DryLab kocka is terner mozgéfazis Osszetétel
optimalizaldsara szilletett meg, ahol a t, és T tengelyek
mellett egy harmadik, un. terner koncentracios tengelyt (t.)
vezettek be, amely a szerves eluenst varidlta, amennyiben
AcN és MeOH kozott keverékeket mért, illetve abrazolt.
Ez azt jelenti, hogy a puffer pH-ja (,,A” eluens) allando
marad, ugyanakkor a szerves rész (,,B” eluens) dsszetételét
valtoztatjuk.’

Az alapmérések kivitelezésénél célszerti ugy eljarni, hogy
az els6 t,-T sikhoz (1. Abra 1, 2, 3 és 4 pontok) tartozo
méréseknél AcN-t, a masodik t,-T sikhoz (1. Abra 5, 6, 7,
¢és 8 pontok) tartozd méréseknél AcN/MeOH=50/50(v/v)
aranyu elegyét, a harmadik t,-T sikhoz (1. Abra 9, 10, 11
és 12 pontok) tartozé méréseknél pedig MeOH-t vélasztunk
szerves modositd olddszernek.

2.3. t ~T-pH modell

A t,-T-pH elnevezés egy masik fajta kockéra utal,
amikor a gradiens id6 (t;) és a homérséklet (T) mellett
a pH ¢értékek (mint alternativak a t.-hez) optimalizaldsa
torténik.'” A t,, illetve a szerves modosito (%B) hatdsa a

forditott fazisu folyadékkromatografidban hatalmas. A viz
eluensben 1évé mennyiségének van a legnagyobb befolyasa
a szelektivitasra, illetve az egyes anyagok retencidjara.
Amennyiben a vizsgalando anyagok valamelyike
rendelkezik protonfunkcios csoporttal (savas vagy bazikus
karakterrel), akkor a mozgofazis pH-jat allando értéken kell
tartani, hogy a molekularis formék egyensulya és ezaltal a
retencids id6 ne valtozzon. Ezt a pH allandosagot tudjuk
biztositani megfeleld puffer oldatok alkalmazasaval. A
szelektivitas valtoztatdsa szempontjabol viszont jol tudjuk
hasznalni ezt a paramétert, hiszen ha a protonfunkcios
csoporttal rendelkez anyag pK +2 érteke koriil allitjuk be a
pH-t, akkor a retencié pH-fuggd lesz. Ezaltal a szelektivitas
¢és a felbontas szabalyozhato, a pH altal pontosan beallithato
lesz. Fontos megemliteni, hogy minél nagyobb aranyban van
jelen az ionvisszaszoritott molekuléris forma, annal nagyobb
retenciot varhatunk.

2.4. Robusztussag vizsgilat

A robusztussag vizsgalat a modszervalidalas része, amely
arra ad vélaszt, hogy a mdédszer paramétereinek kismértéki,
tudatos megvaltoztatasa mennyiben befolydsolja a mérési
eredményeket, hogyan valtozik a szelektivitas ¢s a felbontas.
Ha az eredményekre a valtoztatas nincs vagy csak alig van
hatassal, azt mondjuk, hogy a modszer robusztus.

Azalkalmazott modszertél fugg, hogy melyik kromatografias
paramétert valtoztassuk. Valtoztathato kromatografias
paraméterek lehetnek példaul: pH, puffer koncentracio,
oszlop homérséklet, eluens oOsszetétel, aramlasi sebesség,
illetve gradiens modszer esetén a gradiens ideje ¢és
meredeksége. Ennek a modszernek nagy hatranya, hogy
idoigényes ¢s a kilonbozé faktorok egymadsra gyakorolt
hatasat nem tudjuk vizsgalni.

A DryLab szoftver leglijabb verzidja (DryLab4) lehetéveé
teszi a tervezett modszer szimulalt robusztussag vizsgalatat,
ahol a gradiens elucioban leggyakrabban alkalmazott
koriilmények hatdsait lehet modellezni. Ezek lehetnek a t,
T, pH vagy t, térfogat-dramlési sebesség, induld €s veégsd
mozgofazis Osszetétel. A szoftver robusztussag vizsgald
modulja a hat mérési paramétert harom szinten (-1, 0, +1)
vizsgalja ¢s kombinalja azokat, vagyis 3° teljes faktoros

eredményez."!

A szimulalt robusztussag vizsgalat megbizhato, emellett
gyorsabb ¢és sokkal tobb informacidval szolgal, mint
a hagyomanyosan alkalmazott, egyszerre egy faktor
véltoztatasdval mért modszer. A gyorsasag mellett elénye,
hogy igyelembe veszi a kromatografids paraméterek
egymasra gyakorolt hatasat.

3. Esettanulmany
3.1. Modellvegyiiletek

Ebben az esettanulmanyban konkrét mérésekkel bizonyitjuk
a DryLab  kisérlettervez6 ¢és  mddszeroptimalizalo
szoftver gyakorlati alkalmazhatosagat, illetve, hogy
mennyire megbizhatoak az altala szamitott és modellezett
eredmények.'
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A kisérletekhez az amlodipin-bisoprolol hatoanyag
kombinéci¢ és azok Europai Gyogyszerkonyvi (Ph.Eur)
szennyez6i (3. Abra) lettek kivalasztva.

Az amlodipin un. lassu kalcium-csatorna blokkold, mig
a bisoprolol a béta-blokkolok csoportjaba tartozik. Az
amlodipin-bisoprolol  kombinacio  napi  alkalmazasat
Il-es stadiumi esszencialis hipertonidban hatasosnak,

AlmpG A-lmpH

NP

Bisoprolol B-ImpA

biztonsagosnak ¢és  jol toleralhatonak  tekintik. A
kombinaciéban szereplé mindkét gyogyszert egyébként
o6nmagaban is hasznaljak. A kombindcioban vérnyomas
csokkentd hatasaik osszeadodnak. A fix dozisu kombinacids
tablettdk adasat az indokolja, hogy igy el lehet kertilni
azokat a bonyolult gyogyszeradagolasi sémadkat, melyeket
a betegek nem képesek kovetni. Az amlodipin-bezilat és a
bisoprolol-fumarat fix kombinaci¢jat Concor AMLO néven
hozzak forgalomba."

AclmpF

NYSJ
S~ T

pr”* Y QJV’Y

B-ImpG

Jeasadicanas

B-ImpL B-ImpR

3. Abra. Az esettanulmanyban szereplé molekulak szerkezeti képletei.

Kromatografias szempontbol persze sokkal inkabb fontos a
molekulak szerkezete, mint az élettani funkcioja. A vizsgalt
molekulak kozott talalhaté szerkezetileg nagyon hasonlo
(pl. amlodipin és A-ImpE) és nagyon eltérd (pl. A-ImpA
és B-ImpA). A modellvegyiiletek mindegyike tartalmaz
protonfunkcios csoportot. Ez azt jelenti, hogy a molekularis
formak aranyat allando értéken kell tartani, hogy a
retencidjuk ne véltozzon, vagyis pH kontroll alkalmazasa
sziikséges.

A bisoprolol™ és szennyez6i  polaris  molekuldk,
folyadékkromatografids vizsgalatukndl magas viztartalmu
induld mozgofazis Gsszetétel sziikséges ahhoz, hogy
meglegyen a megfeleld retencié a legkevésbé visszatartott
komponensre (B-ImpA) nézve is. A molekuldk szekunder
amino csoportot tartalmaznak (pK >10), vagyis forditott
fazisu korilmények kozott ionizalt forméaban vizsgalhatoak.
A Dbisoprolol-fumaratban jelenlévé fumarsav a karboxil
csoportban jelenlévd kettds kotések miatt szintén jelet
ad a kromatografids rendszerben, illetve van megfeleld
visszatartasa is, ezért ezt is szelektiven el kell valasztani

a tobbi szennyez6t6l. A molekula két karboxil csoportot
tartalmaz, ami miatt savas karakter(i (pK, =3,03, pK =4,44),
igy forditott fazisu korulmények kozott a teljesen
ionvisszaszoritott formatol a teljesen ionizalt formadig
vizsgalhato.

Az amlodipin®® és szennyezOi kevésbé polarisak, az
A-ImpA szennyez$ pedig kifejezetten apolaris jellegt,
ezért folyadékkromatografias vizsgalatuknal magas szerves
olddszer tartalmu végsé mozgofazis dsszetétel szikséges
ahhoz, hogy a legjobban visszatartott komponens is
eludlédjon az elemzés soran. Az amlodipin, az A-ImpD, az
A-ImpE ¢és az A-ImpF szerkezetileg nagyon hasonlitanak
egymasra, tovabbi kozos tulajdonsaguk, hogy primer amino
csoportot tartalmaznak (pK >10), vagyis forditott fazisu
koralmények kozott ionizalt formaban vizsgalhatoak. Az
A-ImpH komponens az aromas rendszerhez kapcsolodo
szabad karboxil csoport miatt savas karakterti (pK ~4),
ezaltal forditott fézisu korilmények kozott a teljesen
ionvisszaszoritott formatél a teljesen ionizalt formaig
vizsgalhato.
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3.2. A kromatogrifias rendszer

A minta 10 pg/mL koncentracidban tartalmazta az
elvalasztani kivant komponenseket.

A mérések Kkivitelezéséhez binaris pumparendszerrel
rendelkezd ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografot
(Acquity UPLC) és 50x2,1 mm Acquity CSH C18, 1,7
um allofazist hasznaltunk. A teljesen porozus szemcsés
allofazis hibrid szilikabol épil fel és pozitiv feliileti
toltéssel rendelkezik. A felilet C18-as alkil lanccal és
utoszilanizalassal modositott. A gyartd elsdsorban bazikus
vegytiletek elvalasztasahoz ajanlja ezt a tipusu toltetet.

A mozgofazis ,,A” komponense 30 mM-os Na-foszfat puffert
tartalmazott, melynek pH-jat 2,0 és 3,2 kozé allitottuk
be. Alacsony pH-n az allofazis szabad szilanol csoportjai
ionvisszaszoritott allapotban vannak, igy nem alakul ki erds
kolcsonhatds a bazikus csoportot tartalmazo molekuldk és
az allofazis felilete kozott, ami szimmetrikus cstcsokat
eredményez.

A mozgofazis ,B” komponense acetonitril volt, mely a
vizzel dipol-dipol kolcsonhatasra képes, igy a biner elegy
viszkozitasa az 9sszetétel fggvényében lapos gorbe mentén
alakul, vagyis nyomasesés szempontjabol kedvezdbb, mint a
viz-alkohol elegyek.

A modszerfejlesztés soran sokkal egyszerlibben lehet
dolgozni, ha a mozgéfazis ,,B” komponense nem tartalmaz
semmilyen adalékanyagot. Igaz, ilyenkor az olddszer
gradiens mellett kialakul egy koncentracié gradiens is,
de mérési tapasztalatok szerint ennek nincs befolydsa az
elvalasztas mindségére.'® A fejlesztett modszerek nagyon
jol reprodukalhatok. Eldnye, hogy az eluens gyorsan
elkészithets, az ,,A” 6nmagiban nem mindsiil veszélyes
hulladéknak, a ,B” mas mérésekhez is felhasznalhato.

A mozgofazis térfogat-aramlasi sebessége 0,5 mL/perc, az
injektalasi térfogat 1 uL, a detektalas hullamhossza 230 nm
volt.

3.3. Kisérlet tervezése és kivitelezése

Az 0sszes komponenst tartalmazo mintaoldatot injektalva, a
3.1. pontban leirtak alapjan lett felépitve a kocka, amihez az
egyes mérési pontokhoz tartozo paramétereket az 1. Tablazat
tartalmazza.

A 4. Abréan lathat6 a kész kocka. Mivel nem teljes a kocka,
nem felel meg minden korilmény az elvalasztasnak,
vagyis vannak olyan paraméter (f-T-pH) kombinacidk,
ahol nem teljesiil a kordbban megfogalmazott Ry, . >1.5
feltétel a kritikus cstcsparra. A 4. Abran négy olyan
tartomanyt talalunk, ahol kijelolhetjilk a mérés paramétereit,
vagyis meghatarozhatjuk a munkapontot. Az 1-es és 2-es
tartomanyok alkalmasak lehetnek a mérés kivitelezésére, de
pH~2 koril az allofazis élettartama rovidebb az alkil lancok
hidrolizise miatt. A 3-as tartomany szintén megfeleld lenne
a munkapont kijeloléséhez, viszont a kritikus csticsparhoz
tartozo felbontas nagyobb a 4-es tartomanyban, igy a
munkapont kijelolésére a 4-es tartomanyban kertlt sor. A
munkapont kijellésének szempontja volt, hogy az elemzési
id6 rovid legyen, €s az tavol legyen az MODR-t61.

1. Tablazat. DryLab mérési paraméterek

Meérési {; (perc) Tee)
pont 10%B—90%B
1 3.0 20 2,0
2 9.0 20 2,0
3 3,0 50 2,0
4 9.0 50 20
5 3.0 20 26
6 9.0 20 26
7 3.0 50 26
8 9.0 50 26
9 3.0 20 32
10 9.0 20 32
11 3,0 50 32
12 9.0 50 32

A 4. Abran lathato a kész kocka. Mivel nem teljes a kocka,
nem felel meg minden korilmény az elvalasztasnak,
vagyis vannak olyan paraméter (t,-T-pH) kombinaciok,
ahol nem teljesil a korabban megfogalmazott Ry, . >1.5
feltétel a kritikus csucsparra. A 4. Abrdn négy olyan
tartomanyt talalunk, ahol kijelolhetjikk a mérés paramétereit,
vagyis meghatarozhatjuk a munkapontot. Az 1-es és 2-es
tartomanyok alkalmasak lehetnek a mérés kivitelezésére, de
pH~2 koriil az allofazis élettartama rovidebb az alkil lancok
hidrolizise miatt. A 3-as tartomany szintén megfeleld lenne
a munkapont kijeloléséhez, viszont a kritikus csucsparhoz
tartozé felbontds nagyobb a 4-es tartomanyban, igy a
munkapont kijel6lésére a 4-es tartomanyban kerult sor. A
munkapont kijel6lésének szempontja volt, hogy az elemzési
id6 rovid legyen, és az tavol legyen az MODR-t61.

4. Abra. DryLab kocka a munkaponttal.

A munkapont koordindtdi a kovetkezok: t =10 perc
(10%B—90%B), T=45 °C, pH=3,0.

A kiindulasi kisérleteknél 3 és 9 perces alapkisérletek
szerepeltek, de a szoftver megbizhaté extrapolacidja miatt a
10 perces t;-nél is tudunk dolgozni. Az igy kapott gradiens
meredekség értéke 8 %B/perc. A munkaponthoz tartozd
szimulalt kromatogrambdl (5. Abra) megallapithato, hogy
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az elemzéshez szikséges id6 7 perc. Ez azt jelenti, hogy nem
kell megvarni a 10 perces elemzési idét 90 %B-ig, elég, ha
10 %B-rél indulunk és hozzdadjuk a 7 perc*8 %B/perc=56
%B eluens osszetételt.

Az ilyen koralmények kozott elvégzett szimuldcid és a
mért kromatogram jo egyezést mutatnak egymassal (5. és
6. Abra). A szimulalt és mért felbontas értékek is nagyon
hasonldak. A szamszerti értékeket a 2. Tabl4zat tartalmazza.

ok e

f T T T T T T d

5. Abra. Szimulalt kromatogram. Retencios sorrend: fumarsav, B-ImpA,
B-ImpL. B-ImpR, bisoprolol, B-ImpG, A-ImpD, A-ImpF, amlodipin,
A-ImpE. A-ImpG. A-ImpB, A-ImpH, A-ImpH

123 56 8 9 a3
[ A [

0 2 4 6

6. Abra. Mért kromatogram. Retenci6s sorrend: fumarsav, B-ImpA.,
B-ImpL. B-ImpR, bisoprolol. B-ImpG, A-ImpD, A-ImpF, amlodipin,
A-ImpE. A-ImpG. A-ImpB. A-ImpH. A-ImpH

2. Tabldzat. A munkapont szimulalt és mért t, és R értékei

% e

2 ~ RS

- 5 2 S

g R

E = R —E o

g = EBE =1

g 5 Z2 ¢ E 5

P = =< A =
Fumarsav 0.33 034 0,01
B-ImpA 0.44 0.44 0,00 445 4,91
B-ImpL 0.65 0,65 0,00 .06 8.34
B-ImpR 1.55 1,55 0,00 29,63 30,53
Bisoprolol 2.07 2.07 0.00 15.31 15.75
B-ImpG 2.17 2.18 0,01 2.96 3.01

A-ImpD 2,86 2,86 0,00 2030 2013
A-ImpF 2,99 2,99 000 3.86 3,70
Amlodipin ~ 3.39 339 0.00 1190 1135
A-ImpE 378 378 0.00 1124 1073
A-ImpG 4,69 470 0,01 2172 2149
A-ImpB 4.80 482 0,02 2,55 252
A-ImpH 495 497 0.02 3.48 347

A-ImpA 6,63 6.65 0.02 36,09 34.54

3.4. Szimulilt robusztussag vizsgilat

A fejlesztett modszer szimulalt robusztussag vizsgalatanak
elvégzéséhez be kell dllitani az elvalasztast befolyasolo
paraméterek tolerancia szintjét, vagyis hogy mennyi eltérést
engediink meg az eredeti modszerhez képest. Egyszerre
hat valtozé hatasat tudjuk vizsgalni (3. Tablazat), vagyis
A gyakorlatban a megengedett eltéréseket az elemzés
megbizhatosagahoz érdemes igazitani.

3. Tablizat. K afias par k és dett eltéréseik
Paraméterek Ertékek + Eltérés
t, (perc) 10.0 +0.1
T(°C) 45 <1
pH 3.0 0,1
Aramlasi sebesség (mL/perc) 0.500 +0.005
Indul6 %B 10,0 +0.5
Végs6 %B 90,0 +0,5

A 7. Abrén ldthato az osszes, 3°=729 db szimulacio R,
értékének eloszlasa a felbontas fuggvényében. Az abrarol
leolvashatd, hogy minden Kkisérlet teljesiti a korabban
megfogalmazott Ry, >1,5 feltételt (Ry . . =221, Ry .

=2.88).

max

Skrit

A szimuldlt robusztussag vizsgalat elénye a gyorsasag
mellett, hogy figyelembe veszi a paraméterek egymasra
gyakorolt hatdsat. A modell pontossdganak igazoldsahoz
lehetetlen mind a 729 kisérletet elvégezni, ezért négy
jellegzetes pont lett kivalasztva a szimulalt eredmények
pontossaganak ellendrzéséhez.

Rs. Ciit

7. Abra. A 729 mérés R;,,, eloszlasa, egy m jelképez egy mérési
paraméterhez tartozo R . értéket.

Elsé mérési pont: az eredeti mérési paraméterek, ami
a munkapontnak felel meg (Eredeti modszer). Ezek az
eredmények a 2. Tablazatban is szerepelnek.

Masodik mérési pont: a legkisebb R . - értékhez tartozo
paraméterek (Minimum Rg, . )

Harmadik mérési pont: a —1-hez tartozd paraméterek
(Alacsony paraméterek), a paraméterek csak negativ iranyba
térnek el.

Negyedik mérési pont: a +1-hez tartozo paraméterek (Magas
paraméterek), a paraméterek csak pozitiv irdnyba térnek el.
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Mind a négy pont mérési paramétereit tartalmazza az 5.
Tablazat.

4. Tablazat. Mérési pontok a szimulacio josaganak itéléséh
5 ]
Paraméterek 3 g g2 g
5§ E. §¢= g E

B £ i g &l
29 = F 3 = 3
o E = < g Z &

1, (perc) 10,0 9.9 9.9 10,1

T (°C) 45 44 44 46

pH 3.0 3.1 2,9 31

Aramldsi sebesség 500 405 0495 0505

(mL/perc)
Indul6 %B 10,0 9.5 9.5 10.5
Végsé %B 90,0 90,5 89.5 90,5

Az 5. Tablazat tartalmazza a robusztussag vizsgalat soran
kapott szimulalt és mért t, és R, . értékeket. A retencios
idok kozotti kilonbség gyakorlatilag elhanyagolhato, a
legnagyobb eltérés 0,03 perc. A kritikus felbontas értékek

5. Tablazat. Az eredeti és robusztus paramétereken végzett kisérletek t, és

R, szimulalt és mért értékei
3 3
33 Zz g5 22
4 E s <& > &
B B B 5
3 3 3 13
S = 5 5 = = s _
B B B B
i 3 = 3 = 3 o+ 5]
= 2 2 2 5 2 2 =
E  E : E : E %
-2 3 -3 3 -2 5] g 8
% = @ = 2 = 2 =
F.sav 033 034 033 034 036 035 030 030
B-ImpA 044 044 048 048 047 046 041 043
B-ImpL 065 0,65 072 071 070 068 060 063
B-ImpR 1,55 1,55 1,63 163 159 160 151 152
Bisop. 207 207 215 214 211 211 202 204
B-ImpG  2.17 2.8 225 224 221 221 212 214

A-ImpD 286 286 293 292 289 289 281 282
AdmpF 299 299 305 304 303 302 293 294
Amlo. 339 339 345 344 342 342 333 335
A-lmpE 378 378 384 382 381 381 372 375
A-lmpG 469 470 472 472 474 476 461 464
A-ImpB 480 482 483 482 485 489 473 477
A-ImpH 495 497 497 496 501 503 486 491

A-ImpA 663 665 665 663 667 669 656 6061

R 255 252 222 219 229 229 281 284

S it

kozotti  kulonbségeknél is 0,03 vagy kisebb eltérések
tapasztalhatok. A kritikus cstiicspar mind a négy esetben az
A-ImpG-A-ImpB.

A kapott eredményekbdl megallapithato, hogy a szimulalt
robusztussag vizsgalat megbizhato, gyorsabb és sokkal tobb
informécioval szolgdl, mint a hagyomanyosan alkalmazott,
egyszerre egy faktor valtoztatasaval mért modszer. Igy a
robusztussag vizsgalat ideje lecsokkenthetd tobb naprol
néhany percre.

A 8. Abra ad felvilagositast arrol, melyik paraméter vagy
paraméter kombinacio van legnagyobb hatdssal a kritikus
csucspar felbontasara. Ebben az esetben a homérséklet
a legfobb befolyasolo tényezd. Homérséklet valtoztatas
hatasara az A-ImpB és A-ImpG komponensek sorrendje
megvaltozik. Alacsonyabb hémérsékleten az A-ImpB, mig
magasabb homérsékleten az A-ImpG elualédik kordbban.
A gradiens ideje (t;), az dramldsi sebesség, az induld és
végsd eluens osszetétel kis mértékben befolyasoljak az
elvalasztast, ezen a paraméterek valtoztatasa nincs hatdssal a
szelektivitasra. Szintén nincs hatassal a szelektivitasra a pH
a munkapontndl, viszont a pH csokkentésével, pH~2,5 koriil
a fumarsav ¢s a B-ImpA retencioja felcserélédik. A mérési
paraméterek kombinacioja fontos informacioval szolgalhat
az elvélasztds mindségére. Itt a kombinalt hatasoknak
elenyészd szerepiik van az elvalasztasra.

Stan %8
End %8
G
1GEnd %8
Tl

Stat XB'End %1

8. Abra. A kromatografias paraméterek hatasa a felbontésra

Osszefoglalis

A kozleményben ismertetett eredmények igazoljak, hogy
a rendelkezésre all6 szamitogépes szimuldcids szoftver
nagymértékben hozzajarul a hatékony, gyors és koltsé gkiméld
folyadékkromatografias modszerfejlesztéshez. A szimulacio
megbizhat6 eredményeket szolgaltat a vizsgalati médszerrdl.
Természetesen ezt a szoftvert csak akkor lehet hatékonyan
alkalmazni, ha mogotte ott van az analitikus tudasa és
tapasztalata. Az UHPLC technoldgia eloretorésével a
modszerfejlesztés még gyorsabba valhat. A gyors és robusztus
folyadékkromatografidas modszerekkel madra elérkeztiink
ahhoz a hatarhoz, amikor nem a mérés idétartama, hanem a
mintael6készités gyorsasiga szabja meg az elemzés idejét.
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Quality by Design principle in liquid chromatography

In the last decade, an important technical evolution has occurred
in pharmaceutical analysis with numerous innovative supports
and advanced instruments that have been proposed to achieve fast
or ultra-fast separations in liquid chromatography (LC) with an
excellent sensitivity and ease of operation. Among the proposed
strategies to increase the throughput, the use of short narrow-
bore columns packed with sub-3 um core-shell and porous sub-
2 um particles have emerged as the gold standards. Moreover
method development is also of great importance, since in many
cases it is the most time consuming step of drug development
The profiling of impurities and degradation products of active
pharmaceutical ingredients (API) is one of the most challenging
tasks in high performance liquid chromatography (HPLC), because
of the requirements for both high-resolution and trace analysis, in
addition to stringent regulatory and reporting guidelines. Finding
the appropriate chromatographic conditions and then transferring
the method is often challenging since it is influenced by many
experimental parameters. As a consequence, the time and cost
needs are high. [t may happen that the method can not be transferred
directly from one laboratory to another or using an alternative
column is often problematic. The reasons are that selectivity and
separation in LC depend on various parameters. Furthermore
interactions can occur among these parameters. One of the most
important requirements of modern liquid chromatography in the
pharmaceutical development is that analysis time has to be as short
as possible in order to improve analytical throughput. In the present
paper, I focused on the application of experimental design and
modeling software (DryLab) for method development. Computer
modelling softwares can be applied to improve the throughput as
well as to maximize information about method selectivity during
the method development process. HPLC method development,
robustness and Quality by Design (QbD) play an important role in
the global economy, where pharmaceutical and chemical products
are distributed worldwide and the method transfer process has
been running for the same product in different countries and in
different laboratories. Regulatory authorities (FDA, ICH, EMA,
etc.) nowadays are promoting and requesting the application of
QbD principles to ease the exchange of complex information about
chromatographic selectivity and resolution to support method
control, including method development, transfer and robustness
testing. By applying QbD approaches, a better understanding
and tuning of the method can be performed to ensure a requested
separation in a Design Space (DS). This QbD concept has to be
applied for in-process control including old conventional HPLC
and as well as state-of-the-art ultra-high performance liquid
chromatographic (UHPLC) separations.
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The Q8(R2) and Q11 guideline of International Conference on
Harmonization (ICH) clearly define the directions for API and
finished product development. This means that during production
and process controlling each parameter that can affect the results
must be predicted.

Modeling in liquid chromatography began in 1986 when DryLab
appeared, which calculated retention times (t,), retention factors
(k) and critical resolution (Ry ) in one dimensional computing.
After twenty-five years, it is now possible to predict the effect of
three measured and eight calculated variables on the separation.
This three dimensional model is often called as the ,.cube”. The
retention modeling of DryLab is mostly based on the solvophobic
theory developed by Csaba Horvath and the linear solvent strength
model. These theories explain the importance and role of water in
reversed phase conditions.

The setup of the DryLab cube is the first step of model based
experimental design. The independent variables - in most cases -
are the temparature (T), the gradient time (t,,), and the mobile phase
pH or the composition of the ternary mixture (t ). Two types of cube
can be prepared. The t,-T-pH cube gives information about the pH
dependence of the components’ retetnion, while the influence of the
ternary mixture on the selectivity and the achievable resolution can
be examined with the t-T-t, cube.

The main part of our research focused on the use of DryLab
modeling and optimizing software. Its gain and possibilities in
method development and reliability of predicted resolution were
studied. Efforts were made on its implementation to every-day
practice in order to increase analytical throughput and to apply
QbD strategy in the field of pharmaceutical development. AS
representative model compounds amlodipine and bisoprolol
active pharmaceutical ingredients were selected, and their
impurities from the European Pharmacopoeia (Ph.Eur.), so that
the advantages of computer assisted method development can be
demonstrated. Besides method development a so called “simulated
robustness testing” approach was also applied. The analysis time
of conventional pharmacopeial methods were drastically shortened
(down to the analysis time range of 5-7 minutes). The verification
of prediction accuracy showed excellent agreement between
calculated and measured retention times and resolutions.

The development strategy finding in the paper is applied successfully
in the analytical R&D laboratories of Egis Pharmaceuticals Plc.

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



