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ANOTACIJA

Augsti jutigas metodes izstrade 1,1-dimetilhidrazina noteikSanai, izmantojot augsti
efektivas Skidruma hromatografijas metodi ar masselektivo detektoru un parauga
derivatizéSanu. Zinatniskais vaditajs: Dr. kim., asoc. prof. Péteris Mekss, Dr. kim., Juris
Hmelnickis, bakalaura darbs, 52 lappuses, 20 tabulas, 15 attéli, 38 literatiras avoti, 7
pielikumi. LatvieSu valoda.

Darba gaita ir izstradata 1,1-dimetilhidrazina kvantitativas noteikSanas metode,
izmantojot augsti efektivo Skidrumu hromatografiju ar masselektivo detektoru. Metodes
pamata ir parauga derivatizé€Sana un sekojoSa analize ar apgrieztas fazes jonu paru skidrumu
hromatografiju. Parbaudita dazadu derivatiz€Sanas reagentu piemérotiba un reakciju vides
ietekme uz reakcijas gaitu. Veikta analitiska signala apstrades parametru optimizeSana.

Veikta analizes metodes validacija saskana ar ICH un EF prasibam, ka arT parbaudita
analiz€jamas vielas degradacija.

1,1-DIMETILHIDRAZINS, AESH/MS/MS, HEPTILS, METODES VALIDACIJA,
DEGRADACIJAS PETIJUMI, C18, DERIVATIZACIJA, ESI, MRM, HFSS, ICH, EF.



ABSTRACT

Development of highly sensible method for determination of 1,1-dimethylhydrazine,
by derivatization and analysis by the high performance liquid chromatograph, coupled with
mass selective detector. Supervisors: Dr.chem., asoc. prof. P&teris Mekss, Dr.chem., Juris
Hmelnickis. Bachelor's Thesis, 52 pages, 20 tables, 15 pictures, 38 literature references, 7
appendices. In Latvian.

The method was developed for determination of 1,1-dimethylhydrazine performed by
derivatization reaction and analysis by ion pair liquid chromatography. Detection was
performed by mass analyzer. Different derivatization agents are investigated and reaction
media influence on reaction have been checked. Optimization of system parameters were
performed.

Full method validation have been performed according to ICH and EF requirements. A
degradation studies for active pharmaceutical ingredient were investigated.

1,I-DIMETILHYDRAZINE, HPLC/MS/MS, UDMH, HEPTILE, METHOD
VALIDATION, DEGRADATION STUDIES, C18, DERIVATIZATION, ESI, MRM,
HFBA, ICH, EF.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AESH - Augsti efektiva skidruma hromatografija;
AESH/MS - augsti efektiva $kidruma hromatografija ar masas selektivo detektoru;
apgr/min - apgriezienu skaits miniite

As - joslas asimetrijas faktors;

CPS - impulsi sekundg;

Da - daltons;

DI - drosibas intervals

DIPEA - N-etil-N-izopropil-propan-2-amins;
EDQM - Eiropas zalu direktorats;

EDS - elektrodzingjspeks;

EDTA - etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals;
EF - Eiropas farmakopeja;

ES- - elektroizsmidzinasanas jonizacija negativo jonu skengjuma;
ES+ - elektroizsmidzinasanas jonizacija pozitivo jonu sken&juma;
ESI - elektroizsmidzinaSanas jonizacija;

eV - elektronvolts

g - brivas kriSanas paatrinajums;

GH - gazu hromatografija;

HFSS - heptafluorsviestskabe;

HILIC - hidrofilo mijiedarbibu hromatografija

ICH - Starptautiskas harmonizacijas konferences;
LCso - Vidgja letala koncentracija;

LDso - Vidgja letala deva;

LOD - zemaka noteikSanas robeza;

LOQ - zemaka kvantit€Sanas robeza;

m/z - dalinas masas attieciba pret ladinu;

Maks. - maksimali;

min - miniite;

Min. - minimali;

MRM - vairaku reakciju monitorings;

nr. - nuUmurs;

piem. - pieméram,;

ppm - parts per million, miljonas dalas;
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PSA
p-ta

Red-oks.

RRT
RSN
RT
S/N
Ser. No.
SIR
sk.
SN
st.
TEA
TFA
tilp.
u.c.
uv
Vid.

- polaras virsmas laukums;
- punkta;

- reduc€sanas/oksidésanas
- relativais aiztures laiks;
- relativa standartnovirze;
- aiztures laiks;

- signala/troksna attieciba;
- s€rijas numurs;

- viena jona reakcija;

- skatit;

- standartnovirze;

- stunda;

- trietilamins;

- trifluoretikskabe;

- tilpums;

- un citi;

- ultraviolets;

- vidgjais;



IEVADS

1,1-Dimetilhidrazins maisijuma ar dislapekla tetroksidu pazistams ka rakesu degvielas
komponents [1]. Raketes ar Skidras degvielas dzingjiem izmanto Amerikas Savienotajas
Valstis, Eiropa, Kina, Krievija. Vidgja 1,1-dimetilhidrazina masa raket€ ir ~500 tonnas [2]. So
degvielu bieZzi izmanto ar1 starpkontinentalas balistiskas raketés. Sakara ar degvielas
novecosanu un lieliem krajumiem — tas utilizacija ir problematisks un ekonomiski neizdevigs
process [3]. Lidz ar to biezi notiek avarijas (6,4 %) un degvielas noplides [3].

Peétama viela ir dazadu arstniecisko preparatu izejviela [4]. Tas ir augsti toksisks
savienojums, kas kairina adu, acis un glotadas. Savienojums ir toksisks aknam, nierém, izraisa
destruktivus procesus, piemit kancerogénas 1pasibas [5]. Ta saturs arstnieciskos preparatos ir
stingri kontrol&jams un ir atkarigs no zalu diennakts devas [6].

Izveleta analizes metode balstas uz 1,1-dimetilhidrazina noteikSanu derivatizeta forma.
1,1-Dimetilhidrazins sp€j katalitiski sadalities un oksid&ties, kontakt§jot ar metaliem un
metalu oksidiem, kas apgriitina nederivatiz&ta savienojuma analizi [7].

Darba merkis ir izstradat augsti jutigu metodi 1,1-dimetilhidrazina noteikSanai,

izmantojot augsti efektivo Skidrumu hromatografiju ar masspektrometrisko detektoru.

Darba uzdevumi:
Izvertet literatira sastopamas 1,1-dimetilhidrazina noteikSanas un derivatizéSanas
metodes;
Izpétit dazadu derivatizé€Sanas produktu analizes metozu trilkumus, izmantojot augsti
efektivo Skidruma hromatografiju metodi ar masselektivo detektoru,
Izpétit dazadas derivatizéSanas reakcijas vides,
Izstradat piemérotu analizes metodi derivatizéSanas produktam;
Veikt metodes validaciju atbilstosi £F un ICH prasibam,;
Parbaudit, ka 1,1-dimetilhidrazins neveidojas vielas glabasanas laika produkta
degradacijas dél;

Ieviest izstradato metodi rutinas analizu prakse.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Hidrazina savienojumi

Hidrazina savienojumu grupa ir augsti toksiskas vielas. ST grupa ietver hidrazinu,
metilhidrazinu, 1,1-dimetilhidrazinu, 1,2-dimetilhidrazinu, fenilhidrazinu, ka ar1 So
savienojumu salus. Hidrazina savienojumu grupai raksturigas dazadas toksiskas paradibas,
pieméram, viegla absorbcija cauri adai, ietekme uz aknam un asinim, audz€ju augSanas
paatrinajums, potenciali kancerogéna ietekme. Lidz ar to ta droSa ekspozicija cilvéka veselibai

ir griiti novért€jama [8]. Rekomend&jamas ekspozicijas ir paraditas 1.1. tabula.

1.1. tabula
Hidrazina savienojumu grupai rekomendéjamas ekspozicijas
Hidrazins 0,03 ppm
Metilhidrazins 0,04 ppm
1,1-Dimetilhidrazins 0,06 ppm
Fenilhidrazins 0,14 ppm

1,1-Dimetilhidrazina LDso 122 mg kg ! (orali, Zzurkas), LCso 252 ppm (Zurkas, 4 st.).

1,1-Dimetilhidrazins ir caurspidigs, bezkrasains Skidrums, ar amonjakam un aminiem
lidzigu smarzu. Tas jaucas ar Udeni, hidrazinu, etanolu, aminiem un dazadiem naftas
produktiem. 1,1-Dimetilhidrazins ir vidgji stipra baze un loti stiprs reducgjosais reagents. 1,1-
Dimetilhidrazina molekula satur N-N saiti, ar tai blakus eso$am divam metilgrupam.
Molekula veido stipras tidenraza saites. Savienojumam raksturiga augsta kimiska aktivitate, to
plasi izmanto kimiskaja sintéz€, ar1 fotografiju attistiSana, ka gazu absorbentu un dazadu
degvielu stabilizatoru.

Darbs ar 1,1-dimetilhidrazinu biezi vien ir apgritinats, jo viela kontakta ar
oksidétajiem var uzliesmot vai uzspragt. Mijiedarbiba ar metaliem un porainam virsmam var
izraisit vielas aizdegSanos tas sadaliSanas procesa. Hidrazina un gaisa maisijumam piemit
spradzienbistamiba plasa koncentraciju apgabala. Vielas fizikalas pasibas ir paraditas 1.2.

tabula.




1.2. tabula

1,1-Dimetilhidrazina fizikalas 1pasibas

Molekulara masa, g/mol 60,1

PSA 29,26

AlogP 0,0163

Blivums, g/mL 0,784
Viskozitate, cp 0,56
VirSanas temperatiira, °C 63
Kusanas temperatiira, °C -57
UzliesmoSanas temperatiira, °C -15
Uzliesmosanas robezas gaisa ( tilp. %) 2-95

1.2. 1,1-Dimetilhidrazina noteikSanas metodes

No literatiira aprakstitam, 1,1-dimetilhidrazina noteikSanas metodém visbiezak ir

sastopamas ir GH/MS, AESH/MS un AESH.

1.2.1. GH/MS metodes

Viens no 1,1-dimetilhidrazina avotiem cilvéka organisma ir fitohormons —
daminozids, kura sadaliSanas produkts ir 1,1-dimetilhidrazins [9]. 1,1-Dimetilhidrazins ir
dazadu arstniecisko preparatu izejviela, viena no kuram ir meldonijs. Slikti attirits produkts
var satur€t toksisku un potenciali kancerogénu vielu. Péc Eiropas zalu kvalitates direktorata
rekomendacijas, tika pienemts l[@mums par 1,1-dimetilhidrazina satura kontroli neattirita
produkta uzp@muma AS “Grindeks”.

Literattra sastopamas vairakas 1,1-dimetilhidrazina noteikSanas metodes, tacu
vairakas no tam ir piemérotas tikai apkartéjas vides kontrolei.

Visbiezak 1,1-dimetilhidrazina noteikSanai izmanto gazu hromatografiju. Viena no
metodém balstas uz 1,1-dimetilhidrazina analizi ar GH/MS iekartu, derivatizjot to ar
pentafluorbenzoilu [10]. Metode ir piemé&rota 1,1-dimetilhidrazina noteikSanai abolu sulas
koncentrata. Analiz€jamo paraugu vispirms attira ar destilaciju un apméram 1 mL destilata
derivatizé ar pentafluorbenzoila Skidumu dihlormetana, 2 M K>COs; Skiduma klatbutne.
Reakcijas laiks — 1 stunda. Ieglito maisijumu ekstrahé un izolé ar katjonu apmainas
hromatografiju. Eluatu koncentré (zavé slapekla plisma). Talak paraugu ievada GH/MS
iekarta ar sekojoSiem iestatijumiem:

Jonizacijas veids - elektronu sadursmes jonizacija ar 70 eV;
9



Kolonna -25m x 0,32 mm SE 54 silica;
Meklgjamo jonu masas - m/z 448, 420, 253, 195un 167 ;

Metodei piemit augsta selektivitate un jutiba (2 pg), bet paraugu pagatavoSana ir
sarezgita un darbietilpiga. Rutinas kvalitates kontrolei tas ir nopietns trukums. Metodes
korelacijas koeficients apgabala 0 - 66 ppm ir R? = 0,994, un atgiistamiba svarstas robezas no
24 % lidz 117 %. Kopuma metode nav deriga farmaceitisko preparatu analizei, jo neatbilst
aprakstitam ICH prasibam (R? vértibai jabiit > 0,998 un atgiistamibas vertibai jabiit no 80 % -
120 % un RSN <10 %) [11].

Sastopamas art GH/MS metodes 1,1-dimetilhidrazina skudrskabes sala noteikSanai
augsnes paraugos, neizmantojot derivatizé€sanu [12]. 2,0 g sausa augsnes parauga ekstrahé ar
80 mL metanola, izmantojot soksleta ekstraktoru. Talaka koncentréSana notiek ar rotacijas
ietvaicetaju, 150 Torr spiediena un 35 °C temperatura. Vielas analize notiek ar Agilent 6890N
GH sistemu ar 5973N masas analizatoru. Jonizacijas rezims — elektronu sadursmes jonizacija.
Izmantotas kolonnas — DB-225 MS (30 m x 0,25 mm ; d= 0,25 pm) un INNOWAX (30 m x
0,25 mm ; d=0,25 um). Viegla parauga pagatavoSana, 1ss analizes laiks, plass linearitates
diapazons (0,5 -100 mg/kg) - metodes priekSrocibas. Metodes triikums - apraksta ir pieejama
informacija par 1,1-dimetilhidrazina oksidéSanos skabekla klatbiitn€ un ta hidrolizi. Lidz ar to

pagatavoto paraugu nepiecieSams ievadit iekarta uzreiz pec pagatavosanas.

1.2.2. Klasiskas metodes

Literattira sastopamas ar titréSanu saistitas metodes. Lielakoties 1,1-dimetilhidrazinu
lieto ka derivatizéSanas reagentu. Parasti ta parakumu attitré ar skabi. Viena no metodém ir
aprakstita dazadu aldehidu derivatizéSana ar 1,1-dimetilhidrazinu. Metode nav piemérota
uzstaditam prasibam zemas jutibas dél. Tomér metod€ ir apskatitas dazadas reakcijas starp
1,1-dimetilhidrazinu un aldehidiem, nepiecieSamie reakcijas apstakli, produkta iznakumi un

reakcijas laiki [13].

1.2.3. AESH metodes

AESH metodes 1,1-dimetilhidrazina noteik$anai [14, 15]. Analize veikta bez
derivatiz€Sanas, un parauga SkiSanas vide tiek barbotéta ar slapekli, lai novérstu talako
petamas vielas oksidéSanu ar skabekli. Talak paraugs tiek apstradats ar 0,7 % EDTA
Skidumu. Metode izmanto Aminex A-5 (sulfogrupas tipa), 30 cm X 4 mm jonu apmainas

kolonnu. Izmantota kustiga faze — 0,05 M natrija borata buferSkidums, pliismas atrums
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1 mL/min. DetektéSana veikta ar Metrohm EA1096 elektrokimisko detektoru. Tiek izmantots
Ag|AgCl salidzinasanas elektrods, oglekla indikators un darba elektrodi. Metode piemérota
1,1-dimetilhidrazina noteikSanai asinis un urina. Izmantojot So metodi 1,1-dimetilhidrazina
noteikSanai meldonija, iesp&jama interference starp pétamo vielu un meldonija jonu [16, 17].
Ir pieejamas AESH metodes 1,1-dimetilhidrazina noteik$anai, izmantojot AESH ar
fotodiozu matricas detektoru [18]. Paraugs tiek derivatiz€ts ar salicilaldehidu, analize veikta,
izmantojot apgrieztas fazes kolonnu (C /8, Microsorb -MV, 4,6 mm x 250 mm ; d,= 5 pm).

Metodes autori piedava analizét vielu pie diviem absorbcijas maksimumiem, 295 un 325 nm.

1.2.4. Citas metodes

Ir pazistamas metodes, kas balstas uz jonu selektiva elektroda izmantoSanu 1,1-
dimetilhidrazina noteikSanai [19]. Darba elektroda izmanto membranu no Berlines zila (dzelzs
heksacianoferats) un grafita pastas. Elektroda linearitates apgabals ir no 0,00003 Iidz
0,00115 mol/L un detektéSanas (noteikSanas) robeza ir 0,00016 mol/L. Galvenais trikums —
tada tipa elektrodi nav pieejami riipnieciski, Iidz ar to farmaceitiska riipnieciba So metodi nav
iespgjams registrét un izmantot. lesp&jamie truikumi — meldonija traucgjosa iedarbiba 1,1-
dimetilhidrazina analitiskajam signalam.

Ir sastopamas dazadas metodes, kuras izmanto KMR, koronaras izlades detektoru,
u.c., bet praktiski tas lieto citiem meérkiem un 1,1-dimetilhidrazina noteikSana ar tam nav
ekonomiski izdeviga.

No masspektrometriskam metodém ir aprakstitas metodes ar paraugu tieSo analizi,
neizmantojot AESH vai GH iekartu. Viena no metodém ir desorbcijas elektroizsmidzinasanas
jonizacijas metode (DESI). Metodes biitiba: jonizetie solventa mikropilieni joniz€ substrata

vielu un analiz€jamas vielas joni tiek iesiikti masspektrometra (sk. 1.1.att.).

11



Masspektrometra jonu ieeja

Ladets aerosols °® /
o
)
..

NS

ElektroizsmidzinaSanas -
kapilars °®

1,1-dimetilhidrazina joni

Substrats

1.1 .att. Desorbcijas elektroizsmidzinasanas jonizacijas avots

Otra apskatama metode — kimiska jonizacija desorbcijas atmosferas spiediena
(DAPCI). Koronara izlade (~6 kV) toluola tvaiku atmosfera veido jonus. Ladetie joni saskaras
ar substratu un uzlad€ analiz€jamas vielas molekulas. Mehanisms lidzigs DESI metodei, tikai
Skidinataja vieta tiek lietota gaze vai tvaiks.

No lidzigam metodém var mingt ari tieSo analizi (DART). Saja metodé ierosinato
atomu saturos$a plazma (parasti tiek izmantots hélijs vai slapeklis) tiek virzita uz analiz€jama
parauga virsmu. Saja procesa vielas ar zemu molekularo masu vispirms desorb&jas un tad
uzladgjas [20]. Apskatitas metodes ir augsti jutigas un analize aiznem dazas sekundes.
Paraugu pagatavosana nav nepiecieSama. Tomer iekartas ar tada veida jonizacijas avotiem ir
reti sastopamas un to pielietoSanas loks ir Saurs.

Izvertejot literattira pieejamo informaciju par visam augstak minétam metodém, ir

izveidota to salidzinasanas tabula (1.3. tabula).
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1.3. tabula

MetoZu salidzinajums 1,1-dimetilhidrazina noteik$anai

Metode

Metodes priekSrocibas

Metodes trakumi

GH/MS ar derivatizéSanu

Pietickama jutiba.

Pietickama selektivitate.

Darbietilpiga parauga
sagatavoSana.
Neatbilst /CH krit€rijam

Dargs derivatizé$anas reagents.

GH/MS Pietickama jutiba. Paraugs ir nestabils.
Pietickama selektivitate. Iesp€jama atra kolonnas
Iss analizes laiks. novecosana.
Samera vienkarss parauga NepiecieSama ilga (Iidz 8 st.)
sagatavoSanas process. parauga koncentrésana.
Titresana Minimalas izmaksas. Zema jutiba.
Iekartas pieejamiba. Zema selektivitate.
Metodes automatizacija saistita
ar lielam izmaksam.
AESH ar elektrokimisko Pietiekama jutiba. Paraugs ir nestabils.
detektoru Nav nepiecieSama Skidinatajam jabiit atbrivotam
derivatiz€Sana. no skabekla. [esp&jama
traucgjoso jonu ietekme.
AESH ar fotodiozu matricas Pietickama jutiba. Ieguitais derivatizéSanas

detektoru péc derivatizéSanas.

Iekartas pieejamiba.
Samera vienkarss parauga

pagatavosanas process.

produkts ir gaistosa, Skidra

viela.

Jonselektivie elektrodi

Atrs un vienkar$s mérijums.

Nav vajadziga parauga apstrade.

Netiek razoti rupnieciski.
Iesp&jama traucgjoso jonu

ietekme.

KMR, koronaras izlades

detektors u.c.

Iespgjami liela jutiba un

izskirtspgja.

Nav pieejams uznémuma.
Augstas iekartu cenas un
lielas ekspluatacijas izmaksas.

Nav pietiekoSas informacijas.

Redzams, ka viena no piemérotakam metodém ir AESH, izmantojot parauga

derivatizéSanu. Izvertejot dazadu derivatizéSanas savienojumu trikumus un prieksrocibas, tika

nolemts izmantot AESH metodi ar MS detektoru. MS detektora izvéle lauj parliecinaties par

derivatiz€Sanas produkta identitati, reakcijas blakusproduktu klatbiitni, un hromatografiskas

joslas viendabibu.
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1.3. DerivatizeéSanas panémieni

1,1-Dimetilhidrazins ir aktivs savienojums un viegli piedalas dazadas nukleofilas
aizvietoSanas reakcijas [21]. Lidz ar to, pastav plass savienojumu klasts, kas reagés ar 1,1-
dimetilhidrazinu. Talak tiks apskatitas literatiira aprakstitas reakcijas, kas ir potenciali
perspektivas un derigas derivatizéSanai.

Visbiezak sastopams derivatiz€Sanas veids — reakcija starp ketoniem un aminiem.

Reakcijas mehanisms ir apskatits 1.2. att. [22].

—H
O/_\ H 5 H\6: F : N k:-dH
<f

_ L ~ ]
= = JT Jr/ —
.o \

1.2. att. Reakcijas mehanisms starp ketoniem un aminiem

Biezi tiek lietota reakcija starp 1,1-dimetilhidrazinu un aldehidiem. Mehanisms ir
lidzigs paraditam 1.2. att. Pieejami dati, ka reakcijas iznakums un laiks ir atkarigs no aldehida
uzbiives un aizvietotaju grupam hidrazina molekula.  Reakcijai ar formaldehidu ir
viszemakais iznakums (~36,6 %), bet augstakais — ar aldehidiem, kuros viens no
aizvietotajiem ir benzola gredzens (benzaldehids, dihlorbenzaldehids, salicilaldehids, m-
nitrobenzalehids). Piemerotas reakcijas vides ir etilenglikols — alifatiskiem un aromatiskiem
aldehidiem un metanols — benzaldehida atvasinajumiem ar diviem aizvietotajiem. Reakcija
iesp&jama ar1 polaros Skidinatajos, piemeram, tideni, bet $kidinataja izveli ierobezo aldehida
Skidiba. Tetrahidrofurans, hlorbenzols un tert-butanols ir atziti par nepiemérotiem
Skidinatajiem [13].

Nakama  metode balstas uz 1,1-dimetilhidrazina  derivatiz€Sanu ar

pentafluorbenzoilhloridu sarmaina vide [9]. Parvertibas ir paraditas 1.3. att.
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1.3. att. Reakcija starp pentafluorobenzoilhloridu un 1,1-dimetilhidrazinu

No reakcijas vienadojuma redzams, ka ir iesp&ama divu pentaflurobenzoilhlorida
molekulu pievienoSanas. Aprakstita reakcijas vide ir apSaubama, jo tiek lietots K2COs
Skidums tideni, maisfjuma ar dihlormetanu. Abi §kidinataji ir savstarp&ji mazskistosi [23],
lidz ar to reakcijas maisijumu nepiecieSams nepartraukti maisit vismaz 1 stundu.

Sastopamas arT pirmskolonnas derivatizéSanas metodes ar glioksaliem [24].

Aktuala ir derivatizéSana ar pikrilhloridu un 4-hlor-5,7-dinitrobenzofurazanu. Abu
reakciju produkti ir krasaini savienojumi (maksimala gaismas absorbcija, attiecigi, pie vilna
garuma 530 nm un 500 nm). Abus savienojumus iesp&jams noteikt fotometriski. Notiekosas

parvertibas ir paraditas 1.4.att. un 1.5.att.

(6] 0 o~
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1.4. att. Reakcija starp pikrilhloridu un hidrazinu
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1.5. att. Reakcija starp 4-hloro-5,7-dinitrobenzofurazanu un hidrazinu

1,1-Dimetilhidrazins ir stiprs reducétajs. Sastopama informacija par iesp&ju reducéet
dazadus oksidétajus ar 1,1-dimetilhidrazinu. leglitiem savienojumiem piemit augsta gaismas
absorbcija. Viens no piemériem - fosformolibdénskabes reducéSana ar zilas krasas
savienojuma veidoSanos. Ir zinama reakcija ar sudraba joniem Zelatina vidé. No red-oks
reakcijam ir sastopamas reakcijas starp hidrazinu un nitrata jonu, trifeniltetrazoliumu u.c.
[25].

Iesp€jama ar1 netieSa noteikSana: metala jona reduc€Sana un talaka krasu reakcija.
Pieméram, krasaina kompleksa veidoSanas starp Fe (II) joniem un o-fenantrolinu, Fe(II)
joniem un ferrozinu, vai Cu (I) joniem un neokuproinu.

Augstak minétam reakcijam ir izstradatas dazadas ekspresmetodes, kas lauj noteikt
1,1-dimetilhidrazinu bez specializ&tas iekartas izmantosanas. Tomér visam red-oks reakcijam
ir trukumi. Lai reakcija notiktu Iidz beigadm, nepiecieSama kars€Sana vienas stundas laika
verdoSa Uidens vanna. Nemot véra, ka 1,1-dimetilhidrazins ir viegli gaistoSs savienojums,
nepiecieSams izmantot arl atteces dzesinataju. Reakcijas ir nespecifiskas un notiek ari ar
citiem reduc€tajiem. Dazas no minétam reakcijam norisinas tikai baziska vide, kas var izraisit
AESH kolonnas bojajumus [26].

1,1-Dimetilhidrazins sp&j veidot kompleksus ar ladina parnesi. Viens no tadiem
piem@riem — amonija aizvietoSana ar hidraziniem Fe (II) koordinacijas sfera,
Na3[Fe(CN)sNH3] (SPCAF) savienojuma. Komplekss ir sarkana krasa. Metode tiek lietota
1,1-dimetilhidrazina noteikSanai asinis, gaisa un tdeni. [27]. Balstoties uz minéto metodi,
noteikSanas procediira ieklauta monografija [28]. Reakcijas trikumi — reagenta zema
stabilitate gan sausa stavokli, gan $kiduma. Reakcijas laiks ir stipri atkarigs no matricas un
parsniedz 2 stundas, bet kompleksa krasas intensitate ir atkariga no pH, kas apgritina

kvantitativu vielas noteikSanu.
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Apkopojot informaciju par derivatizéSanu, redzams, ka optimalai 1,1-dimetilhidrazina
derivatiz€Sanas reakcijai ir jabiit atrai un praktiski neatgriezeniskai. Viens no izvéles
kriterijiem - iesp€amiba veikt reakciju mazos tilpumos, neizmantojot papildus iekartas
(dzesinatajus, maisitajus u.c.). legiitam savienojumam jabiit pietekosi stabilam gan sausa
veida (ilgstoSa ieguta savienojuma glabasana), gan skiduma (pagatavota parauga stabilitate).
No aprakstitam metodém izvirzitam krit€rijam atbilst 1,1-dimetilhidrazina nukleofilas

aizvietoSanas reakcijas.

1.4. Metodes parbaude péc EF un ICH prasibam

Lai ieviestu metodi farmaceitisko produktu rutinas analizes, nepiecieSams parbaudit
metodes atbilstibu EF un ICH prasibam, t.s. veikt pilnu metodes validaciju [29]. Validacijas
krit€riji ir aprakstiti iepriek§ miné&tajos avotos, tie ir atkarigi no meklgjamas vielas maksimali
atlautas koncentracijas analiz€jamaja parauga [11].

Validacijas gaita ieplanots parbaudit Sadus parametrus:

e Specifiskums;

e Linearitate;

e DetekteSanas un kvantitéSanas robezas;
e Atgustamiba/pareiziba;

e Sistémas precizitate;

e Metodes precizitate;

e Starplaboratoriju precizitate;

e Metodes noturiba (robustums)

Izvirzitie kriteriji ir paraditi 1.4. tabula.

1.4. tabula

Izvirzito Kkriteriju vertibas

Parametrs Kriterijs

) Visas joslas ir pilnigi atdalitas. Nav parklasanas ar
Specifiskums

Skidinasanas vides vai reagentu joslam.
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1.4. tabulas turpinajums

Sistemas piemérotibas parbaude: signals/troksnis
attieciba pie 1,5 ppm
1,1-dimetilhidrazina koncentracijas
As

Teorétisko $kivju skaits (kolonnas efektivitate)

Signals/troksnis attieciba > 50
0,8-2,0
>2000

Linearitates apgabals

LOQ - 120 % no pielaujamas normas (1,5 ppm)

Korelacijas koeficients

R?>0,998

Sist€mas precizitate

RSN < 20,0 %

Metodes precizitate

RSN < 30,0 %

Starplaboratoriju precizitate

RSN < 40,0 %

LOD
LOQ

< 0,45 ppm

IA

0,14 ppm

Atgiistamiba/pareiziba

RSN < 10.0 %
Atgiistamiba 70 - 130 %

Metodes noturiba (robustums)
Skidumu stabilitate
Jonu paru reagenta daudzuma izmainas
Kolonnas maina

Kolonnas temperatiiras izmaina

<10,0 %

Degradacijas pétijumi

Termiska degradacija
Degradacija oksidativa vide
Hidrolitiska degradacija skaba vide
Hidrolitiska degradacija sarmaina

vide

Fotodegradacija

LOD, LOQ un sisttmas piemérotibas parbaudé krit€riji ir izvel€ti, balstoties uz

maksimalo atlauto piemaisijuma saturu analiz€jamaja parauga.

Degradacijas pétijumu veidi ir izveleti saskana ar ICH prasibam [30]. Kopa ir veikti

pieci degradacijas p&tijjumi.

Termiska degradacija. Zinams, ka reakcijas atrums pieaug Iidz ar temperatiiras

paaugstinasanu. Dazadas farmaceitiskas vielas (vitamini, peptidi, u.c.)

Ir nestabilas

paaugstinata temperatiira. Termiskas degradacijas procesa var norisinaties dazadas reakcijas,

piem., hidrolize, pirolize, dekarboksileSana, izomerizacija, pargrupésanas vai polimerizacija.




Parasti termiskas degradacijas pétijumi notiek temperatiiras diapazona no 40 °C lidz 80 °C
[30].

Degradacija oksidativa vidé. Udenraza parskabe ir biezi lietots oksidétajs
paatrinatajos degradacijas petijjumos, parasti lietojot 0,1 — 3,0 % stipru Skidumu neitrala vide
istabas temperatiira. Tomer ir atlauts izmantot arT metala jonus, skabekli un radikalo reakciju
iniciatorus (piem. azobisisobutironitrilu). Oksidéjosa reagenta izvéle, koncentracija un
degradacijas apstakli ir atkarigi no pé€tamas vielas 1paSibam. Amini iesaistas oksidéSanas
reakcijas ar elektronu parnesi, veidojot N-oksidus, hidroksilaminu, u.c. [30].

Hidrolitiska degradacija. Biezi sastopama kimiska reakcija, notiek plasa pH
diapazona. Hidrolize ir solvatacijas process, kura notiek farmaceitiskas vielas reakcija ar
tideni. Udens var saskarties ar zalém gan gaisa, gan analitisko paraugu pagatavosana -
Skidinataja loma [31].

Fotodegradacija. Fotodegradacijas apstakli minéti ICH vadlinijas. Iesp&ami divi
veidi: starojums ar vilpa garumu no 320 Iidz 400 nm (UV starojums), ar jaudu ne mazak par

200 Wxst/m?, vai nepartraukta spektra avotu, ar minimalo spilgtumu 1200000 luksi*st.
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2. EKSPEREMENTALA DALA

2.1. Izmantotas iekartas un trauki

Hromatografiska sist€éma —Waters 2695 model; Ser. Nr. EOSSM4167M;

Detektors — Micromass Quattro micro API Ser. Nr. QAA1150;

Nepartrauktas baroSanas bloks — APC 7500 Ser. Nr. 99941245;

Analitiskie svari — Sartorius ME235S OCE; Ser. Nr. 21410307 (£0,01 mg);

pH metrs — SevenCompact, Ser. Nr. B148486414 (+0,01);

Iz8kidinata skabekla koncentracijas méritajs — Oakton, Ser. Nr. 963763,

Iekarta fotostabilitates petijumiem — Sun Test CPS+, AtlasMTT GmbH, Ser. Nr. 1009006;
Ultraskanas vanna — Cole-Parmer 8893-26;

Kolonnas — Waters X-Terra MS-C18, 150 x 3.0 mm, particle size 3.5 um Kat.Nr. 186000422,
Ser. No. 021183821312103 Nr. 271, Ser. No. 021183821312109, Nr. 270;

Maisitajs — Velp Vortex Ser. No. 66163;

Centrifiiga — Labnet Spectrafuge 24 D Ser. No. D609745;

Automatiska pipete — Transferpette, 100 - 1000 pL, (£ 0,64 uL), Ser. No. 08C7073;
Automatiska pipete — Finnpipette, 10 — 100 pL, (= 0,29 uL), Ser. No. CJ08726;

Pipetes — 1,0 mL, (£ 0,006 mL), A klases;

Meérkolbas — 100 mL, (+ 0,10 mL), A klases;

Merkolbas — 20 mL, (= 0,03 mL), A klases;

Centrifugas stobrini — Brand, 1,5 mL, PP, Maks. RCF 20,000 g

Datorprogrammas — Masslynx 4.0, Symyx Draw, Microsoft Word 365, Microsoft Excel 3635.

2.2. Izmantotas standartvielas un reagenti

Udens hromatografijai — Millipore Milli-Q Gradient A10 (R > 18,2 MQ-cm; TOC: 1 ppb);
Metanols — Biochem, Kat.Nr. 213012500, HPLC grade, Ser. Nr. 3312/13, 31.08.2018.
Acetonitrils — Fisher Chemical, Kat.Nr. A/0627/17, HPLC grade, Ser. Nr. 1362912,
21.02.2017;

Benzoilhlorids — Sigma Aldrich, Kat.Nr. 259950, 99,0 %, Ser. Nr. SHBC8811V, 31.11.2016.
HFSS — Across Organics Kat.Nr. 172801000, 99,0 %, Ser. Nr. A0351251, 31.08.2017.
N,N-Diizopropiletilamins — Sigma Aldrich, Kat.Nr.125806, 99,0 %, Ser. Nr. STBF4708V,
31.02.2018.

Trietilamins — Sigma Aldrich, Ser. Nr. STBF9163V, 99,7 %, 31.10.2018;
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Propilénglikols — Sigma Aldrich, Ser. Nr. LRAA5984, 99,5 %, 31.12.2019;
1,1-Dimetilhidrazins — Sigma Aldrich, Ser. Nr. BCBQ8323V, 98,0 %, 01.11.2017;
Propanons-2 — Sigma Aldrich, Ser. Nr. STBF6354V, > 99,90 %, 01.07.2018;

Propanols-2 — Chempur, Ser. Nr. 16/07/01, >99,8 %, 21.10.2021;

Ciklopentanons — Ser. No. 120-92-3 99 % (GC);

Benzaldehids (uznémuma standartviela) — Ser. Nr. STBF5431V, 99,0 %;

Ciklopentanona N,N-dimetilhidrazons (uznémuma standartviela) — Ser. Nr. L-11091503

98,5 %.21.11.2017,

Benzoskabes N,N-dimetilhidrazids (uznémuma standartviela) — Ser. Nr. L-11091501 99,5 %.
21.11.2017;

Benzaldehida N,N-dimetilhidrazons (uznémuma standartviela) — Ser. Nr. L-11091502 98,7 %.
21.11.2017;

Paraugi, tehniskais mildronata dihidrats (Meldonium dihydrate crude) — TP.2.2 AP-290-16V

2.3. Izstradatas analizes metodes apstakli

Darba izmantota AESH sistéma Waters 2695 ar MS/MS detektoru Micromass Quattro

micro API. lekartas darbibas apstakli ir aprakstiti 2.1. tabula.

2.1. tabula
AESH/MS/MS sistemas parametri
Kolonna: Waters X-Terra MS-C18, 150 x 3,0 mm, dalinu diametrs 3,5 pm;
Kolonnas temperatiira: 25°C;
Paraugu temperatiira: 10 °C;
Kustiga faze A: 0,1 % HFSS skidums Gdent,;
Kustiga faze B: 0,1 % HFSS skidums metanola;
Izmantots gradients: Laiks, Plisma, Kustiga faze A, Kustiga faze B,
(min) (mL/min) % %
0 0,25 90 10
7 0,25 65 35
12 0,25 40 60
18 0,25 25 75
19 0,25 90 10
25 0,25 90 10

Ievadita parauga tilpums:

20 pL;

Blivju mazgasanas Skidums:

50 % acetonitrils;

Adatas mazgaSanas Skidums:

50 % acetonitrils;

Detektésanas rezims:

MRM - gatavai metodei

Skenésana, izstrades laika

Jonu avotu temperatiira:

110 °C;

Izsmidzinataja temperatira:

220 °C;

Izsmidzino$as gazes pliisma:

600 L/st. (slapeklis);
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2.1. tabulas turpindjums

Konusa gazes plisma: 20 L/st. (slapeklis);
Spriegums uz kapilara: 3,00 kV;
Jonu masa, Meitas jona masa, Pauzes laiks, |Konusa spriegums, Sadursmes energija
MRM parejas m/z m/z s v eV
165,1 43,7 0,2 27 16
SkenéSanas diapazons 70 — 400 Da

2.4. Skidumu pagatavo$ana

Kustiga faze A: 1,0 mL koncentrétas HFSS parnes 1000 mL mérkolba. AtSkaida ar

tdeni I1dz mérzimei, samaisa.

Kustiga faze B: 1,0 mL koncentrétas HFSS parnes 1000 mL mérkolba. Atskaida ar

metanolu lidz m&rzimei, samaisa.

Visas talakas darbibas javeic velkmes skapt, pilna gazmaska ar filtriem ne zemakiem

par ABEK limeni.

Kontroles Skiduma pagatavoSana. Ar Mora pipeti parnes 1,0 mL ddens
hromatografijai, 1,0 mL izopropanola 20 mL merkolba, ar automatisko pipeti pievieno 75 pL.
DIPEA, samaisa. Ar automatisko pipeti pievieno 50 pL benzoilhlorida, intensivi maisa ar
“Vorteks” maisitaju, 30 sek., pie 6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstaj uz
vienu stundu. AtSkaida ar kustigo fazi A lidz m&rzimei, samaisa, atstaj uz vienu stundu.
Iegiito Skidumu parnes centrifligas stobrina, centrifugé 6 miniites, ar paatrinajumu 16000 g.
Izmanto augs€jo slani.

StandartSskiduma pagatavoSana. 100 mL meérkolba ielej apméram 20 mL udens.
Taja pasa mérkolba, precizi nosver ar analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar tdeni hromatografijai Iidz mérzimei, samaisa. 1,0 mL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL meérkolba, atSkaida ar ddeni
hromatografijai lidz mérzimei, samaisa. Ar automatisko pipeti 200 pL. pagatavota Skiduma
parnes 20 mL meérkolba, pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL tGdens hromatografijai, 1,0 mL
izopropanola. Ar automatisko pipeti pievieno 75 pL DIPEA, samaisa. Ar automatisko pipeti
pievieno 50 pL benzoilhlorida, intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju, 30 sek., pie
6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstdj uz vienu stundu. AtSkaida ar kustigo
fazi A lidz mérzimei, samaisa, atstdj uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifiigas

stobrina, centrifugé 6 min, ar paatrinajumu 16000 g. [zmanto augsgjo slani.
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Analizéjama Skiduma pagatavosana. Precizi nosver uz analitiskiem svariem
apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL mérkolba. Pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL tGidens
hromatografijai, izSkidina. Pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola. Ar automatisko
pipeti pievieno 75 uL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 puL benzoilhlorida, intensivi maisa ar
“Vorteks” maisitaju, 30 sek., pie 6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstaj uz
vienu stundu. AtSkaida ar kustigo fazi A lidz m&rzimei, samaisa, atstaj uz vienu stundu.
Iegiito Skidumu parnes centrifligas stobrina, centrifugé 6 miniites, ar paatrinajumu 16000 g.
Izmanto augs€jo slani.

Sistemas  piemérotibas parbaudes Skiduma  pagatavoSana. Izmanto

standartskidumu.

2.5. Minimalais 1,1-dimetilhidrazina saturs un sistémas piemérotibas parbaude

Maksimali pielaujamais 1,1-dimetilhidrazina saturs farmaceitiskaja preparata ir 1,5
ppm.

Sistemas piemeérotibas parbaude. Ka sist€tmas piemérotibas kriterijs tiek izvéEleta
signala/trokSna  attiectba. Minimala signala/trokSpa attieciba benzoskabes N,N-
dimetilhidrazida joslai standartS§kiduma ir 50. Ja atrasta vertiba ir zemaka par 50, sist€mas

jutiba nav pietiekama.
2.6. Izmantotas aprekinu formulas un paraugu ievadiSanas seciba

AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus sekojosa kartiba:
Kontroles skidums,
analizejamais Skidums,
standartskidums.
P&c katras analiz€jama Skiduma injekcijas vélams veikt kustigas fazes B injekciju.

1,1-Dimetilhidrazina saturs (ppm) aprékinams péc formulas:

S xCy xyxV,, x10000x R,

C , 2.1.
w Sst xm an ( )

kur,

San  — benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas laukums analiz€jama Skiduma

hromatogramma;
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Van— analiz€jama Skiduma tilpums, mL (20);
Y - 1,1-dimetilhidrazina standartvielas kvantitativais saturs, (95);
Cs:— 1,1-dimetilhidrazina koncentracija standartSskiduma, mg/mL (0,00001);
Ss: — benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas laukums standart§kiduma hromatogramma;
Mman — parauga masa, mg (133);
10000 — parrékinasanas faktors no % uz ppm,;
Ry— parreékinasanas faktors standartSkidumam:
0,61 1,1-dimetilhidrazina hidrohloridam;

1,00 1,1-dimetilhidrazinam.
2.7. Derivatizé$anas produkta iegiSana

Talakai sint€zei un izpétei tiek izveleti Cetri derivatizéSanas reagenti: propanons-2,
ciklopentanons, benzaldehids un benzoilhlorids.

1,1-dimetilhidrazina reakcija ar propanonu-2. Ar Mora pipeti parnes 2,0 mL
metanola 15 mL centrifligas stobrina. Ar automatisko pipeti pievieno 100 puL propanona-2, 10
pL 1,1-dimetilhidrazina. Reakcijas maisijumu sakrata, atstdj uz 3 stundam. legiito Skidumu
kvantitativi parnes 100 mL merkolba, atSkaida ar kustigo fazi A Iidz mérzimei, samaisa un

izmanto talakiem eksperimentiem. Notiekos$as reakcijas sheéma paradita 2.1. att.

O+ \N—NH2—> >:N—N/
/ \

2.1. att. 1,1-Dimetilhidrazina reakcija ar propanonu-2

1,1-Dimetilhidrazina reakcija ar ciklopentanonu. Ar Mora pipeti parnes 2,0 mL
metanola 15 mL centrifugas stobrina. Ar automatisko pipeti pievieno 100 pL ciklopentanona,
10 pL 1,1-dimetilhidrazina. Reakcijas maisjjumu sakrata, atstaj uz 3 stundam. legiito Skidumu
kvantitativi parnes 100 mL merkolba, atSkaida ar kustigo fazi A Iidz mérzimei, samaisa un
ievieto ultraskanas vanna uz 20 min. legiito maisijumu centrifugé 10 min pie 16000 g, Gidens

slani izmanto talakiem eksperimentiem. NotiekoSas reakcijas shéma paradita 2.2. att.

O )0

2.2. att. 1,1-Dimetilhidrazina reakcija ar ciklopentanonu
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1,1-Dimetilhidrazina reakcija ar benzaldehidu. Ar Mora pipeti parnes 2,0 mL
propilénglikola 15 mL centrifiigas stobrind. Ar automatisko pipeti pievieno 100 pL
benzaldehida, 10 pL 1,1-dimetilhidrazina. Reakcijas maisjjumu sakrata, atstaj uz 3 st. Iegiito
Skidumu kvantitativi parnes 100 mL meérkolba, atSkaida ar kustigo fazi A [idz mérzimei,
samaisa un ievieto ultraskanas vanna uz 20 min. legiito maisijumu centrifugé 10 miniites pie

16000 g, iidens slani izmanto talakiem eksperimentiem. Notiekosas reakcijas shéma paradita

2.3. att.
‘ \ _N—N<
o — @ﬁ

2.3. att. 1,1-Dimetilhidrazina reakcija ar benzaldehidu

1,1-dimetilhidrazina reakcija ar benzoilhloridu. Ar Mora pipeti parnes 2,0 mL
metanola 15 mL centrifiigas stobrina. Ar automatisko pipeti pievieno 75 pL benzoilhlorida,
100 uLL TEA, 10 pL 1,1-dimetilhidrazina. Reakcijas maisijumu sakrata, atstaj uz 3 stundam.
legutmy Skidumu kvantitativi parnes 100 mL meérkolba, atSkaida ar kustigo fazi A lidz
mérzimei, samaisa, ievieto ultraskanas vanna uz 60 min. legito maisijumu centrifugé 10 min
pie 16000 g, Gidens slani izmanto talakiem eksperimentiem. Notiekos$as reakcijas shéma

paradita 2.4. att.

I
@)
™~

+ N—NH,——— = N—N

2.4. att. 1,1-dimetilhidrazina reakcija ar benzoilhloridu

Izvertejot derivatiz€Sanas reakcijas produktu aiztures laikus, signalus u.c. parametrus,
tiek pasiititas doto savienojumu standartvielas. Galvenais iemesls — nav iesp&jams spriest par
savienojuma signala intensitati, ja nav zinama vielas koncentracija analiz€jama Skiduma.
Talakos pétijumos reagentu daudzumi tiek korigéti, lai atvieglotu to pagatavosanu vairaku
paraugu gadijuma. legiito savienojumu identitates noteikSanai tiek veikta salidzinasana ar

standartvielam.
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2.8. AESH/MS sistémas analizes apstaklu izvele un optimizeSana

Hidrazina grupu saturoSie savienojumi parsvara ir polari savienojumi. Tadu
savienojumu analize ar apgrieztas fazes kolonnu ir apgriitinata nepietickamas aiztures del.
Pastav divas iesp&jas dotas problémas risinasanai: jonu paru reagenta izmantosana, vai analize
ar HILIC kolonnu [32,33]. Darbam tika izv€léts jonu paru reagents, jo, stradajot HILIC
reZima, paraugs tiek atSkaidits fazeé ar lielu acetonitrila koncentraciju (ap 80 %) [33].
Derivatizé$anas agenta atdaliSana no tadiem maisTjumiem ir apgritinata un darbietilpiga.
HILIC rezima joslas aiztures laiki stipri atkarigi no pH un Skiduma jonu spéka [33]. 1,1-
Dimetilhidrazina ar benzoilhloridu reakcijas gadijuma, joslas aiztures laiku izkliede varétu bt
nepienemama. Ka jonu paru reagents ir izvéléta HFSS (sk. 2.5. att.). Dota viela ir savietojama
ar AESH/MS sistému, ta ir gaisto$a, un lauj sasniegt labaku jutibu neka TFA [32]. Tika
parbaudita iesp&ja izmantot metanolu un acetonitrilu ka kustigas fazes komponentu, ka ar1

tika veikta gradienta pielagoSana.

OH

2.5. art. HFSS struktiurformula

DetekteSana notiek ES+ rezima. Izmantojot tieSo parauga ievadiSanu (apstakli
aprakstiti 2.2. tabula), katram ieglitam savienojumam tika parbaudita identitate. Tika
parbaudita jonu avota temperatiiras ietekme, izsmidzinasanas gazes plismas un temperatiiras
izmainu un konusa gazes pliismas atruma ietekme. Tika atrasti fragmentu joni, sadursmes
energijas, ka ari citi optimalie analizes parametri, kas lauj sasniegt maksimalo jutibu. legitie
dati lauj izmantot MRM rezimu analizes gaita. Tika izvertéta iespgja veikt eksperimentus SIR

vali MRM rezima.

2.2. tabula
Tiesas injekcijas parametri
Parauga ievadiSanas veids: Tiesa injekcija;
Parauga ievadiSanas atrums: 20 pL/min;
DetekteSanas reZims: Skenésana 70 — 400 m/z
Jonu avotu temperatiira: 110 °C;
Izsmidzinataja temperatira: 220 °C;
Izsmidzino$as gazes pliisma: 600 L/st. (slapeklis);
Konusa gazes plisma: 20 L/st. (slapeklis);
Spriegums uz kapilara: 3,00 kV.
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2.2. tabulas turpindjums

Konusa spriegums: | 25V

2.9. Derivatizé$anas reakcijas produktu salidzinajums

Izmantojot optimizétos AESH/MS apstaklus, iegiitiem savienojumiem tika parbauditi

sist€émas piemerotibas parametri. Optimizetas sist€mas lietderiba doto savienojumu analizei

tika izvertéta pec tadiem parametriem ka: sorbcijas koeficients, teortisko Skivju skaits,

signala/troksna attieciba, joslas asimetrija.

Sorbcijas koeficienta noteikSanas formula:

kl — tr—to
to

kur,
k' — sorbcijas koeficients;
tr — petamas vielas joslas aiztures laiks, min;

to — kustigas fazes frontes aiztures laiks, min.

Teorétisko $kivju skaita noteikSanas formula:

N = 5,54x (t—r)2

Wh
kur,
N — teorétisko Skivju skaits;
tr — petamas vielas joslas aiztures laiks, min;
wj,— joslas platums pusaugstuma, min.

Joslas asimetrijas noteikSanas formula:

Wo,05
Ay = —=
2d

kur,

A, — joslas asimetrijas faktors;

Wy 05 — Jjoslas platums 5 % augstuma, min;

(2.2.)

(2.3

(2.4)

d — attalums, starp perpendikulu no joslas maksimuma un joslas fronti, 5 % augstuma, min.

2.10. Reakcijas vides ietekme uz benzoskabes N,N-dimetilhidrazida iznakumu

Petama Skiduma pagatavoSana, pétot reakcijas vides ietekmi uz benzoskabes

N,N-dimetilhidrazida iznakumu. 100 mL m&rkolba ielej apméram 20 mL tdens. Taja pasa

meérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem, apméram 10 mg 1,1-dimetilhidrazina.

Atskaida ar Gideni hromatografijai lidz meératzimei, samaisa. 1,0 mL pagatavota Skiduma ar
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Mora pipeti parnes 100 mL merkolba, atSkaida ar Gdeni hromatografijai 1idz mérzimei,
samaisa. Ar automatisko pipeti 200 pL pagatavota skiduma parnes piecas 20 mL merkolbas.
Katra mérkolba pievieno $kidinatajus un reagentus, péc 2.3. tabulas apraksta.

Standartvielas Skiduma pagatavoSana, pétot reakcijas vides ietekmi uz
benzoskabes N,N-dimetilhidrazida iznakumu. 100 mL mérkolba ielej apméram 20 mL
tdens. Taja pasa mérkolba, precizi nosver, uz analitiskiem svariem, apméram 27 mg
benzoskabes N,N-dimetilhidrazida. Atskaida ar tdeni hromatografijai lidz mérzimei, samaisa.
1,0 mL pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL merkolba, atSkaida ar tdeni
hromatografijai lidz mérzimei, samaisa. Ar automatisko pipeti 200 pL. pagatavota Skiduma

parnes 20 mL mérkolba, atSkaida ar kustigo fazi A 1idz mérzimei, samaisa.

2.3. tabula
Pievienotas vielas daudzumi, pétot N,N-dimetilhidrazida iznakumu

Kolbas Nr. 1. 2. 3. 4. 5.

Acetonitrils 2,0 mL 1,0 mL 1,0 mL - -
[zopropanols - - - 2,0 mL 1,0 mL
Udens - - 1,0 mL - 1,0 mL
DIPEA 75 uL 75 uL 75 uL 75 uL 75 uL
Benzoilhlorids 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL

Iegiito maistjumu intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju, 30 sek., pie 6000 apgr/min
(iesp&jama Skiduma opalescence), atstdj uz vienu stundu. Atskaida ar kustigo fazi A lidz
mérzimei, samaisa, atstdj uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifiigas stobrina,
centrifugé 6 mindtes, ar paatrinajumu 16000 g. Analizei izmanto augS€jo slani. Katrs no

eksperimentiem tika atkartots tris reizes. P€c iegiitiem datiem aprékina iznakumu, RSN.

2.11. Validacijas eksperimenti
2.11.1. Specifiskums

Kontroles $kiduma pagatavosana. Sk. “2.4. §kiduma pagatavosana”.
Analizéjama Skiduma pagatavoSana. Sk. “2.4. skiduma pagatavosana’.
Standart§$kiduma pagatavoSana. Sk. “2.4. Skiduma pagatavosana”.
AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus sekojosa kartiba:
kontroles skidums,
analizejamais Skidums,
standartskidums.
28




Visam joslam jabiit atdalitam: kustigas fazes signals, kontroles Skiduma signals, bazes
Iinijas fluktuacijas un derivatizéSanas reagenta signals neietekm& benzoskabes N,N-

dimetilhidrazida joslu.

2.11.2. Sistemas piemérotibas parbaude

Izmanto standartskiduma hromatogrammu. Aprékina signals/troksnis attiecibu, As,

teorétisko Skivju skaitu.

2.11.3. Linearitate

Linearitates diapazona jaizvélas vismaz piecus punktus, minimala diapazona no 10 %,
1idz 180 %, no maksimali atlautas benzoskabes N,N-dimetilhidrazida satura.

PamatS§kiduma pagatavoSana linearitates diapazona parbaudei. 100 mL mérkolba
ielej apmeéram 20 mL tdens. Taja paSa mérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem
apméram 10 mg 1,1-dimetilhidrazina. AtSkaida ar Gdeni hromatografijai lidz mérzimei,
samaisa. 1,0 mL pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 10 mL mérkolba, atSkaida ar Gideni
hromatografijai lidz mérzimei, samaisa. Ar automatisko pipeti 200 pL pagatavota Skiduma
parnes 20 mL mérkolba, pievienoja ar Mora pipeti 1,0 mL tidens hromatografijai, 1,0 mL
izopropanola. Ar automatisko pipeti pievieno 75 pL DIPEA, samaisa. Ar automatisko pipeti
pievieno 50 pL benzoilhlorida, intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek., pie
6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstdj uz vienu stundu. AtSkaida ar kustigo
fazi A 1idz mérzimei, samaisa, atstaj uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifiigas
stobrina, centrifugé 6 min, ar paatrinajumu 16000 g. Izmanto augsgjo slani. legiita Skiduma
koncentracija ir 15 ppm no pamatvielas koncentracijas Skiduma, jeb 100 ng/mL.

Skidumu pagatavo$ana linearitates apgabala parbaudei. Pamatikidumu
linearitates apgabala parbaudei parnes 10 mL mérkolba, saskana ar 2.4. tabulu. AtSkaida ar

kustigo fazi A lidz mérzimei.

2.4. tabula
Skidumu pagatavoSana linearitates apgabala parbaudei
Skiduma Nr. Nr. 1 Nr. 2 Nr.3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 Nr. 7 Nr. 8 Nr. 9 Nr. 10
Pamatskiduma tilpums 0,1 mL 0,2 mL 0,4 mL 0,6 mL 0,8 mL 1,0 mL 1,2 mL 1,4 mL 1,6 mL 1,8 mL
Iegiita koncentracija,
1,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0
ng/mL
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2.4. tabulas turpindjums

Iegiita koncentracija,

no maksimali atlauta

benzoskabes N,N- 10 20 40 60 80 100 120 140 160 180
dimetilhidrazida
satura, %
Iegiita benzoskabes
N,N-dimetilhidrazida
koncentracija, no 0,15 0,30 0,60 0,90 1,20 1,50 1,80 2,10 2,40 2,70

meldonija dihidrata,

ppm

AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus sekojosa kartiba:
Ievada katru Skidumu (koncentracijas pieaugSanas kartiba) linearitates apgabala parbaudei

tris reizes.

2.11.4. Precizitate

Sistémas precizitate
Sistemas precizitates pamatSkidums Nr. 1. 100 mL mérkolba ielej apm&ram 20 mL tdens.
Taja pasa meérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar Udeni hromatografijai lidz meérzimei, samaisa. 1,0 mL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL mérkolba, atSskaida ar tdeni
hromatografijai Iildz meérzimei, samaisa.

Sistémas precizitates pamat§skidums Nr. 2. Precizi nosver uz analitiskiem svariem
apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL meérkolba. Pievieno ar pipeti 0,8 mL iidens

Sistemas precizitates analiz€éjamais Skidums. Parnes ar automatisko pipeti 200 uL
Sistemas precizitates pamatskiduma Nr. 1. 20 mL mérkolba ar Sistemas precizitdtes
pamatskidumu Nr. 2., pievieno 1,0 mL izopropanola. Ar automatisko pipeti pievieno 75 pL
DIPEA, samaisa. Ar automatisko pipeti pievieno 50 pL benzoilhlorida, intensivi maisa ar
“Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstaj
uz vienu stundu. AtSkaida ar kustigo fazi A Iidz mérzimei, samaisa, atstaj uz vienu stundu.
legito Skidumu parnes centrifiigas stobrina, centrifugé 6 min ar paatrinajumu 16000 g.
Izmanto augs€jo slani. legiita Skiduma koncentracija ir 1,5 ppm no pamatvielas koncentracijas

$kiduma, vai 10,0 ng/mL. AESH/MS/MS sistéma ievada iegiito $kidumu 6 reizes.
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Metodes precizitate
Metodes precizitates analizéjamais Skidums. Pagatavo sist€mas precizitates
analizéjamo $kidumu 6 reizes. AESH/MS/MS sistéma ievada katru iegito $kidumu vienu

reizi.

Starplaboratoriju precizitate
Otras AESH/MS sistémas iztrikuma dgl cits analitikis veic analizi ar to pasu iekartu,
bet citas s€rijas kolonnu, svaigi pagatavotu kustigo fazi, u.c. Zema piemaisijuma satura dél
otrais analitikis atkarto metodes precizitates testu (izmanto piemaisijuma piedevu paraugam).
Starpprecizitates analizéjamais Skidums. [zmanto metodes precizitates analizéjamo

Skidumu. AESH/MS/MS sistéma ievada katru iegiitu $kidumu vienu reizi.

2.11.5. LOD, LOQ

LOD analizéjamais $kidums. Izmanto linearitdtes §kidumu Nr. 1. AESH/MS/MS
sistéma ievada iegiito Skidumu tris reizes.

Signala/troks$na attieciba tika aprékinata ar Masslynx 4.0 programmatiiru
LOD, ,,%” vertiba aprékinata péc formulas,

Cx3

o (2.5)

LOD =

kur,
C — ievadita Skiduma koncentracija, %;
S/N — iegiita signala/trokSna attieciba.
LOQ analizéjamais $kidums. Izmanto linearitates skidumu Nr. 1. AESH/MS/MS
sistéma ievada iegiito Skidumu tris reizes.
Signala/troks$na attieciba tika aprékinata ar Masslynx 4.0 programmatiiru
LOQ, ,,%” vertiba aprékinata péc formulas,

Cx10

S (2.6.)

LOQ =

kur,
C — ievadita Skiduma koncentracija, %;

S/N — iegiita signals/troksnis attieciba.
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2.11.6. Atgustamiba/pareiziba

Atgiistamibas/pareizibas (talak teksta atgtistamiba) parbaude ir veikta diapazona no 80 %
lidz 120 % no 10,0 ng/mL 1,1-dimetilhidrazina koncentracijas (1,1-dimetilhidrazina
koncentracija tehniska meldonija 1,20 — 1,80 ppm). Parbaude ir veikta ar1 pie 1,0 ng/mL 1,1-
dimetilhidrazina koncentracijas (1,1-dimetilhidrazina koncentracija tehniska meldonija 0,15
ppm, LOQ robeza).

Atgiistamibas standartSkiduma pagatavoSana. [zmanto /inearitates Skidumu
Nr. 6.

Atgiistamibas pamatSkidums Nr. 1. 100 mL mérkolba ielej apme&ram 20 mL tdens.
Taja pasa mérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar Udeni hromatografijai lidz meérzimei, samaisa. 100 pL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL meérkolba, atSkaida ar ddeni
hromatografijai Iildz meérzimei, samaisa.

Atgiistamibas pamatSkidums Nr. 2. 100 mL mérkolba ielej apm&ram 20 mL tdens.
Taja pasa meérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar Udeni hromatografijai lidz meérzimei, samaisa. 800 pL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL mérkolba, atSskaida ar tdeni
hromatografijai Iildz meérzimei, samaisa.

Atgiistamibas pamatSkidums Nr. 3. 100 mL mérkolba ielej apméram 20 mL tidens.
Taja pasa meérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar tdeni hromatografijai Iidz mérzimei, samaisa. 1,0 mL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL mérkolba, atSskaida ar tdeni
hromatografijai [idz mérzimei, samaisa.

Atgiistamibas pamatSkidums Nr. 4. 100 mL mérkolba ielej apméram 20 mL tidens.
Taja pasa mérkolba precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram 10 mg 1,1-
dimetilhidrazina. AtSkaida ar tdeni hromatografijai Iidz mérzimei, samaisa. 1,2 mL
pagatavota Skiduma ar Mora pipeti parnes 100 mL meérkolba, atSkaida ar ddeni
hromatografijai [idz mérzimei, samaisa.

Atgiistamibas pamatSkidums Nr. 5. Precizi nosver uz analitiskiem svariem apméram
133 mg tehniska meldonija, 20 mL mérkolba. Pievieno ar pipeti 0,8 mL ddens
hromatografijai, iz8kidina.

Atgiistamibas analizéjamie Skidumi. Parnes ar automatisko pipeti 200 pL
Atgiistamibas pamatskiduma Nr. 1-4, saskana ar 2.5. tabulu, 20 mL mérkolba ar Atgiistamibas

pamatskidumu Nr. 5, pievieno 1,0 mL izopropanola. Ar automatisko pipeti pievieno 75 pL
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DIPEA, samaisa. Ar automatisko pipeti pievieno 50 pL benzoilhlorida, intensivi maisa ar
“Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma opalescense), atstaj
uz vienu stundu. Atskaida ar kustigo fazi A lidz mérzimei, samaisa, atstaj uz vienu stundu.
legito Skidumu parnes centrifiigas stobrina, centrifugé 6 min ar paatrinajumu 16000 g.
Izmanto augsgjo slani. Iegiita Skiduma koncentracija 1,5 ppm no pamatvielas koncentracijas

$kiduma, vai 10 ng/mL. AESH/MS/MS sistéma ievada iegiito §kidumu 6 reizes.

2.5. tabula
Sistemas precizitates analizéjamo Skidumu pagatavoSana
Skiduma Nr. Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4
Pamat§kiduma Nr. Nr. 1 Nr.2 Nr.3 Nr. 4
PamatSkiduma Nr. Nr. 5 Nr. 5 Nr. 5 Nr. 5
1,1-dimetilhidrazina
koncentracija, no 10 80 100 120
atlautas normas, %
Iegiita koncentracija,
1,0 8,0 10,0 12,0
ng/mL

Pagatavo katru Atgiistamibas analizéjamo Skidumu tris reizes.
AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus sekojosa kartiba:
Atgustamibas standartSkidums - tr1s reizes,

Atgustamibas analizéjamais Skidums — katrs vienu reizi.

2.11.7. Metodes noturiba

Metodes noturiba tika parbaudita, veicot dazadas sistémas variacijas.
Metodes noturibas Analizeéjamais Skidums. Izmanto sistémas precizitates Skidumu.
Analizéjama $kiduma stabilitate. Ievada AESH/MS/MS sistéma svaigi pagatavotu
Skidumu un to pasu Skidumu, glabatu 48 stundas pie 25 °C. Svaigi pagatavoto Skidumu
izmanto ar1 talakiem metodes noturibas eksperimentiem.
HFSS daudzuma izmainas kustigaja faze. AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus
sekojosa kartiba:
Metodes noturibas analizéjamais Skidums, lietojot kustigo fazi ar 0,9 % HFSS saturu.
Metodes noturibas analizéjamais Skidums, lietojot kustigo fazi ar 1,1 % HFSS saturu.
Kolonnas maina.
AESH/MS/MS sistema ievada Metodes noturibas Analizéjamais Skidums, izmantojot lidziga

tipa kolonnu, bet ar citu sérijas numuru.
33




Kolonnas temperatiiras maina. AESH/MS/MS sistéma ievada paraugus sekojosa
kartiba:
Metodes noturibas analizéjamais Skidumu, izturot kolonnas temperatiru 20 °C.

Metodes noturibas analizéjamais Skidumu, izturot kolonnas temperatiiru 30 °C.

2.11.8. Degradacijas petijjumi

Degradacija tika veikta ar 1,0 M HCI §kidumu, 1,0 M NaOH $kidumu, 5 % H20O> divu
stundu laika, 25 °C temperatiira. Termiska degradacija tika veikta 80 °C divu stundu garuma.
Foto degradacija veikta redzamas gaismas diapazona, izmantojot iekartu ar nepartraukta
spektra gazizlades ksenona lampu. Foto degradacijas apstakli (starojuma intensitate un
ietekmes laiks) izv€leti, atbilstos§i ICH prasibam (120000 luksixstunda = 170 luksi = 7.1
stundas [34]).

Standart§$kidums degradacijas pétijjumiem. Izmanto standartskidumu saskana ar
2.3. Izstradatas metodes analizes apstakli.

PamatSkidums degradacijas pétjjumiem Nr. 1. Precizi nosver uz analitiskiem
svariem apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL mérkolba. Pievieno ar Mora pipeti
1,0 mL 1,0 M HCI, izskidina. Atstaj uz divam stundam.

Pamat§kidums degradacijas pétijjumiem Nr. 2. Precizi nosver uz analitiskiem
svariem apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL mérkolba. Pievieno ar Mora pipeti
1,0 mL 1,0 M NaOH, iz8kidina. Atstaj uz divam stundam.

Pamat§kidums degradacijas pétijjumiem Nr. 3. Precizi nosver uz analitiskiem
svariem apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL mérkolba. Pievieno ar Mora pipeti
1,0 mL 5 % H>0,, izskidina. Atstaj uz divam stundam.

Pamatskidums degradacijas pétjjumiem Nr. 4. Precizi nosver uz analitiskiem
svariem apméram 133 mg tehniska meldonija, 20 mL me&rkolba. Pievieno ar Mora pipeti 1,0
mL tdens, iz8kidina. Atstaj uz divam stundam, termostata 80 °C temperatiira.

PamatSkidums degradacijas pétjjumiem Nr. 5. Precizi nosver uz analitiskiem
svariem apméram 133 mg tehniska meldonija, péc foto degradacijas, 20 mL mérkolba.

Pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL @idens, izSkidina.

Analizéjamais Skidums degradacijas pétjjumiem Nr. 1. 20 mL meérkolba ar
pamatskidumu degradacijas pétijumiem Nr. 1. pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola.
Ar automatisko pipeti pievieno 75 uL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 pL benzoilhlorida,

intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&ama Skiduma
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opalescense), atstdj uz vienu stundu. Atskaida ar kustigo fazi A [idz mérzimei, samaisa, atstaj
uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifligas stobrina, centrifugé 6 minites, ar
paatrinajumu 16000 g. Izmanto augs&jo slani.

Analizéjamais Skidums degradacijas pétjjumiem Nr. 2. 20 mL mérkolba ar
pamatskidumu degradacijas pétijumiem Nr. 2. pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola.
Ar automatisko pipeti pievieno 75 uL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 pL benzoilhlorida,
intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&ama Skiduma
opalescense), atstdj uz vienu stundu. Atskaida ar kustigo fazi A [idz mérzimei, samaisa, atstaj
uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifigas stobrina, centrifugé 6 miniites, ar
paatrinajumu 16000 g. Izmanto augs&jo slani.

Analizéjamais Skidums degradacijas pétijjumiem Nr. 3. 20 mL mérkolba ar
pamatskidumu degradacijas pétijumiem Nr. 3. pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola.
Ar automatisko pipeti pievieno 75 puLL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 pL benzoilhlorida,
intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&ama Skiduma
opalescense), atstaj uz vienu stundu. AtSkaida ar kustigo fazi A 1idz mérzimei, samaisa, atsta;
uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifigas stobrina, centrifugé 6 miniites, ar
paatrinajumu 16000 g. Izmanto augs$gjo slani.

Analizéjamais Skidums degradacijas pétijjumiem Nr. 4. 20 mL mérkolba ar
pamatskidumu degradacijas peétijumiem Nr. 4. pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola.
Ar automatisko pipeti pievieno 75 puLL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 pL benzoilhlorida,
intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&ama Skiduma
opalescense), atstaj uz vienu stundu. AtSkaida ar kustigo fazi A 1idz mérzimei, samaisa, atstaj
uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifligas stobrina, centrifugé 6 minites, ar
paatrinajumu 16000 g. Izmanto augsgjo slani.

Analizéjamais Skidums degradacijas pétjjumiem Nr. 5. 20 mL mérkolba ar
pamatskidumu degradacijas peétijumiem Nr. 5. pievieno ar Mora pipeti 1,0 mL izopropanola.
Ar automatisko pipeti pievieno 75 uL DIPEA, samaisa. Pievieno 50 pL benzoilhlorida,
intensivi maisa ar “Vorteks” maisitaju 30 sek. ar atrumu 6000 apgr/min (iesp&jama Skiduma
opalescense), atstdj uz vienu stundu. Atskaida ar kustigo fazi A [idz mérzimei, samaisa, atstaj
uz vienu stundu. legiito Skidumu parnes centrifligas stobrina, centrifugé 6 minites, ar
paatrinajumu 16000 g. Izmanto augs&jo slani.

Katra analizéjama skiduma nosaka 1,1-dimetilhidrazina saturu.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. DerivatizeéSanas produkta iegiiSana

Visos eksperimentos reakcijas gaita tika iegtts derivatizéSanas produkts. To apliecina
iegltas vielas molekulara jona masa, ka arT aiztures laika sakritiba ar standartvielas laiku
AESH sistéma. Propanona-2 N,N-dimetilhidrazonam standartviela nav pieejama. Reakcija
starp benzoilhloridu un 1,1-dimetilhidrazinu notiek visintensivak, ar siltuma izdaliSanos un
iesp&jamu maisijuma iz§lakstiSanos. Maisijuma pirms centrifugéSanas ir noveérota kristaliska,

balta viela — benzoskabe, kas ir neizreaggjusa benzoilhlorida hidrolizes produkts[35].

3.2. DerivatizéSanas reakcijas produktu salidzinajums

Visi derivatizéSanas produkti, iznemot propanona-2 N,N-dimetilhidrazonu, atbilst
Eiropas Farmakopejas sistemas piemérotibas parbaudes prasibam. Iegttie rezultati, analiz&jot
Skidumu ar koncentraciju 0,01 mg/mL, paraditi 3.1. tabula.

3.1. tabula

Derivatizesanas reakcijas produktu salidzinajums

Viel Propanona-2 N,N- |Ciklopentanona N,N-| Benzaldehida N,N- | Benzoskabes N,N-
iela
dimetilhidrazons dimetilhidrazons dimetilhidrazons dimetilhidrazons

Vielas struktiira :N—N/ E>1N—N/ — " H—N/
\ \ \

Analizg€jamas vielas

101,2 127,2 149,2 165,1

jona masa, m/z
RT, min 8,97 11,96 18,33 15,20

Teorétisko skivju
) 150%* 18400* 110900* 30000*
skaits
k’ 1,98 2,98 5,11 4,07
As 1,31 1,12 1,11 1,10
Attieciba

780 840 1600 8860

signals/troksnis

*-Analize veikta kustigas fazes gradienta, Teorétisko $kivju skaits ir Skietams (ir tikai informativa nozime).

Izvertejot iegtitas vertibas, var secinat, ka sist€mas piemérotibas prasibas propanona-2
N,N-dimetilhidrazona joslai neatbilst izvirzitam krite€rijam: teorétisko Skivju skaits ir < 2000,
sorbcijas koeficienta veértiba ir < 2 un signala/troksna attiecibas veértiba ir zemaka par pargjiem

derivatiz€Sanas produktiem. Apkopojot iegiitos rezultatus, var secinat, ka visperspektivakie
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savienojumi ir benzaldehida N,N-dimetilhidrazons un benzoskabes N,N-dimetilhidrazons.
Benzaldehida N,N-dimetilhidrazona joslai iegiits anomali liels teorétisko Skivju skaits —
110820. Vertiba ir apSaubama, bet eksperiments tika atkartots tris reizes un katru reizi $kivju
skaits bijis lidzigs. To var pamatot ar maza diametra un pietickami garu (3,0 x 150 mm)
kolonnu, ar saméram mazam sorbenta dalinam (3,5 um). Janem veéra, ka sorbenta dalinas
dotai kolonnai ir veidotas p&c hibridas tehnologijas (pamata ir silicija dioksida un polimé&ra
savienojums), un brivas silanola grupas ir deaktivétas. Lidz ar to, kolonnai ir minimala
silanola aktivitate, kas samazina baziskas vielas joslas asimetriju un izpliiSanu. Benzaldehida
N,N-dimetilhidrazona joslas platums pusaugstuma ir tikai 7,6 sekundes. Hromatogramma ar
ciklopentanona N,N-dimetilhidrazona, benzaldehida N,N-dimetilhidrazona un benzoskabes

N,N-dimetilhidrazona joslam paradita 3.1.att.

RT, min 15.20

Impulsi sckundé r‘

T T T i ~rr v T
250 | 500 | 760 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500
Laiks, min
RT,. min 18.33

Impulsi sekund@ ‘

‘ 2425
2396/ |

| zeo |\

RS : — e i P bk ":’.::::':"T"““r_ﬁ—ﬁ"’r .
250 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 2250 25.00

Laiks, min

RT.min 11.96

Impulsi sekundé

i |
_ E}"—N< |i

[| ne
| A \
- NP § WUpTY

250 500 750 1000 1250 1500 17.50 2000 2250 2500
Laiks, min

L

3.1. att. Hromatogrammas ar ciklopentanona N,N-dimetilhidrazona, benzaldehida N,N-

dimetilhidrazona un benzoskabes N,N-dimetilhidrazona joslam.

No visiem savienojumiem talakiem pétijjumiem tika izvélets benzoskabes N,N-

dimetilhidrazons. Savienojumam ir visaugstaka signala intensitate, pietiekoSs teor&tisko
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Skivju skaits (>2000), pienemama aiztures faktora vértiba (2 <k’ < 10) un joslas asimetrijas
faktors. Savienojuma ieglSanai tika izmantots derivatizéSanas reagents, kas neskist tideni.
Lidz ar to, centrifugeSanas procesa neizreaggjoso vielu ir viegli atdalit. Eksperimenta gaita
tika noverots, ka benzoskabes N,N-dimetilhidrazons ir vienigais no iegiitiem savienojumiem,
kas atrodas cieta agregatstavokli, pargjas vielas ir Skidras. Sakara ar to, iegiito vielu vieglak
saglabat un svért. Savienojuma struktiira ir benzola gredzens, kas teorétiski pielauj analizei
izmantot AESH/UV sistému (dubultas saites). Izvértéta iespéja izmantot DIPEA savienojumu

TEA vieta, ka aizsargato bazi, kas praktiski nepiedalas nukleofilas aizvietoSanas reakcijas.

3.3. AESH/MS sistémas analizes apstaklu izvéle un optimizéSana

Veicot AESH sistémas parametru optimiz&$anu, tika secinats, ka optimalais kustigas
fazes komponents ir metanols. Izmantojot doto savienojumu grupai acetonitrilu, nav
iesp&jams sasniegt pietickamu vielas atdaliSanu. Ar izmantoto gradientu tika panakta pilniga
derivatizéSanas produkta, reagenta un DIPEA atdaliSana.

Visi eksperimenti tika veikti ES+ iekartas darbibas rezima. legttie derivatizéSanas
reakcijas produkti viegli veido jonus [M + H]" veida. Adukti ar natriju [M + Na]" nav
konstatéti. Veicot masspektrometra analizatora optimizaciju, atrasti parametri, lai sasniegtu
maksimalo jutibu (sk. 2.1. tabula). Tomeér izsmidzino$as gazes pliisma nav pilnigi optimala:
palielinot to lidz 700 L/st., jutiba pieaug, bet kliist pamanamas gazes pliismas svarstibas.
Nemot veéra, ka parametrs ietekmé kustigas fazes un parauga izsmidzinaSanu, secinats, ka
gazes plisma jasamazina lidz stabilam ltmenim. Tika salidzinatas hromatogrammas, kas
iegiitas SIR un MRM rezimos. Stradajot SIR rezima, novérotas bazes Iinijas svarstibas.
Svarstibu Iimenis bija tik ievérojams, ka apgriitinaja benzoskabes N,N-dimetilhidrazona joslas
laukuma aprékinasanu (sk. 3.2. att.). Tapéc tika piepemts lémums par MRM rezima

izmantoSanu (sk. 1. - 4. pielikumu).
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RT, min 15.70

Impulsi sekundé Laukums, impulsi 51511 |
17.64
15010
14.96 2253
1060 2585
5 21.07
NI
5.50 12.71 J ;
2390 9379 // ™
>
L SLLELALN T N SR L R R e e R R R R RS R e R R R |
2.50 5.00 7.50 10.00 1250 1500 1750 20.00 2250 2500

Laiks, min

3.2. att. StandartSkiduma hromatogramma SIR reZima

39



3.4. Reakcijas vides ietekme uz benzoskabes N,N-dimetilhidrazida iznakumu

Reakcijas vides ietekme uz 1,1-dimetilhidrazina parvértibas pakapi apkopota
3.2. tabula.
3.2. tabula

Reakcijas vides ietekme uz 1,1-dimetilhidrazina iznakumu

Benzoskabes N,N-
Reakcijas vide dimetilhidrazona iznakums,
%

Iznakums, vid.,

o, RSN, %

67,1
Acetonitrils, 2,0 mL 70,3 71,1 6,4
76,1

60,5
Acetonitrils, 1,0 mL 63,6 62,6 2,8
63,5

5,3
7,6 6,1 21,5
5,4

50 % Acetonitrils,
2,0 mL

41,1
Izopropanols, 2,0 mL 46,4 443 6,3
45,5

88,7
93,7 91,7 2,9
92,8

50 % Izopropanols,
2,0 mL

No iegiitiem datiem var secinat, ka 1,1-dimetilhidrazina derivatiz€Sana vislabak
norisinas izopropanola $kiduma (50% iPr-OH), (produkta iznakums ir 91,7 %). Izvertgjot
RSN =29 %, var secinat, ka derivatizéSanas metode atbilst izvirzitajam prasibam (RSN < 10)

[11].

3.5. Validacijas eksperimentu rezultati
3.5.1. Specifiskums

Visas joslas ir pilniba atdalitas. Nav parklasanas ar skidinasanas vides vai reagentu
joslam. Izmantojot MRM detektora darbibas reZimu, p&tamas vielas hromatogramma nav
noverotas Skidinasanas vides un reagentu maisjjuma joslas. Tas nozimé, ka metode ir

specifiska.
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3.5.2. Sistemas piemerotibas parbaude

Izmantojot datus no hromatogrammas (1,1-dimetilhirazina koncentracija 10,0 ng/mL),

tika aprekinata signala/troksna attieciba (3.3. tabula). Raksturiga hromatogramma ir paradita

5. pielikuma.

3.3. tabula

Sistemas piemérotibas parbaude, signala/troksna attieciba

Viela

Minimala signals/troksnis attieciba

Iegiita signals/troksnis attieciba

Benzoskabes N,N-dimetilhidrazids

S/N'NLT 50

S/N =257

3.5.3. Linearitate

Linearitates kritérija parbaudei tika izmantoti desmit Skidumi ar koncentraciju, no

1,0 ng/mL Iidz 18 ng/mL (atbilst piemaisijuma saturam no 0,15 ppm lidz 2,70 ppm, tehniskaja

meldonija). Katrs paraugs tika ievadits sistéma tris reizes. Rezultati ir apkopoti 3.4. tabula, 3.3.

att.
3.4. tabula
Linearitates novertejuma dati
Benzoskabes N,N- 1,1-
dimetilhidrazida [ Dimetilhirazina Benzoskabes N,N- 2 e
S o Koncentracija, o e NPT P R*, ieguita
Parauga Nr. koncentracija, % no koncentracija dimetilhidrazida joslas .
. ng/mL s . . vértiba
maksimali atlautas tehniskaja laukums, impulsi
vertibas meldonija, ppm
1. 10 1,0 0,15 69
2. 20 2,0 0,30 115
3. 40 4,0 0,60 219
4. 60 6,0 0,90 347
5. 80 8,0 1,20 456
0,9990

6. 100 10,0 1,50 549
7. 120 12,0 1,80 669
8. 140 14,0 2,10 759
9. 160 16,0 2,40 871
10. 180 18,0 2,70 1006
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1200

y=(363+4)x+(10£6)

1000 R?=0,9990 A

800

Laukums, impulsi :
600

400

200 |
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
1,1-dimetilhidrazina koncentracija analizejama parauga, ppm
3.3. att. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida signala atkariba no koncentracijas

legiita R? vértiba (0,9990) atbilst izvirzitajam kritgrijam (R%> 0,998)

3.5.4. Precizitate

Sistémas precizitate
Sisteémas precizitate noteikta, aprékinot RSN joslu laukumiem, iegltiem no seSam

injekcijam. Rezultati ir apkopoti 3.5. tabula.

3.5. tabula
Sistemas precizitates dati
Parauga Nr. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas laukums, impulsi

1. 270

2 256

3 261

4. 268

3 271

6 259
Vid. 264
SN 6,3
RSN, % 2.4

legtita vertiba (RSN = 24 %) atbilst izvirzitam kritérijam (RSN < 20%).

Reprezentativa hromatogramma paradita 6. pielikuma.
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Metodes precizitate

Metodes precizitates rezultati apkopoti 3.6. tabula.

3.6. tabula
Metodes precizitates dati
Parauga Nr. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas Atrasts 1,1-dimetilhirazina daudzums,
laukums, impulsi pPpm
1. 253 1,46
2. 261 1,51
3. 250 1,44
4. 234 1,35
5 253 1,46
6. 255 1,47
Vid. 251 14
SN 9.1 0,1
RSN, % 3,6 3,6
DI (P =0,95) 14+0,1
legtita veértiba (RSN = 3,6 %) atbilst izvirzitajam kriterijam (RSN < 30 %).
Starplaboratoriju precizitate
Otra analitika rezultati apkopoti 3.7. tabula.
3.7. tabula
Starplaboratoriju precizitates dati
Parauga Nr. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas Atrasts 1,1-dimetilhirazina daudzums,
laukums, impulsi ppm
L. 253 1,46
2. 247 1,43
3. 254 1,47
4. 256 1,48
5. 244 1,41
6. 251 1,45
Vid. 251 14
SN 45 0,1
RSN, % 1,8 1,8
RSD starp diviem analitikiem, % 2.7
DI (P = 0,95) 14=0,1

legtita vertiba (RSN = 1,8 %) atbilst izvirzitajam kriteérijam (RSN <40 %). Abu

analitiku rezultati atrodas iegtitaja drosibas intervala.

3.5.5.LOD, LOQ

legttas signala/troksna attiecibas LOQ, LOD noteikSanai ir apkopotas 3.8. tabula.
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Iegiitas signala/troksna attiecibas

3.8. tabula

Iegiita signala/troksna Iegiita signala/troksna
Eksperimenta Nr. Aprékinats LOD, ppm Aprekinats LOD, ppm
attieciba attieciba, vid
1. 21,85
2. 23,26 17,40 0,09 0,03
3. 7,09

Metodes LOD ir 0,09 ppm, bet maksimali pielaujama robeza ir 1,5 ppm (sk. att. 3.4).

signala/troksna atticciba =7.09
Impulsi sekundé

1.87 2.57

T T T T T T RS RS e R 1
750 1000 12550 1500 1750 20.00 2250 _ 25.00
Laiks, min
signala/trokéna attieciba =23.26
Impulsi sekundg
15.82 24.70
24.9
4| ¥
23,31
S — 13.68 1553 22.58
1 G4e 297 17661913 1978 21 55
a J}
WW W« WMNWMMMMW '“%‘ WW
U750 4000 | 1250 | 15 oo'””{#éh”"‘éébb"'?:’zéb""'z“soo
Laiks, min
_ signala/troksna atticciba  =21.85
Impulsi sekunde
15.71
14,15
9.94 i
964
9.04_ | I:
877
8.35
22 94
. 2159
1077193226 13680 | Il 1532 430,
AN L
Kbt il
250 500 | 750 1000 | 1250 ‘"iééb"“'i%s‘b"“'zuoo 2250 25,00
Laiks, min

3.4. att. Signala/troksna attiecibas, iegiitas ar 0,15 ppm 1,1-dimetilhidrazina koncentraciju
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3.5.6. Atgiustamiba/pareiziba

Atglistamibas iegutas vertibas ir apkopotas 3.9. tabula.

3.9. tabula
Atgiuistamibas noteiktas vértibas
1.1- L . ‘1’1.' ~ Benzoskabes N,N-
dimetill;i drazina Koncentracija, % no dimetilhirazina R .
- maksimali atlautas koncentracija dimetilhidrazida joslas Atgustamiba, %
koncentracija, o PR
ng/mL veértibas tehmﬁlfaja laukums, impulsi
meldonija, ppm
10,0 Standarts 100,0 1,5 250
10,0 Standarts 100,0 1,5 279
10,0 Standarts 100,0 1,5 250
1,0 10,0 0,15 27 104,0
1,0 10,0 0,15 29 111,7
1,0 10,0 0,15 23 88,6
8,0 80,0 1,20 208 100,1
8,0 80,0 1,20 208 100,1
8,0 80,0 1,20 196 94,4
10,0 100,0 1,50 255 98,2
10,0 100,0 1,50 267 102,8
10,0 100,0 1,50 254 97,8
12,0 120,0 1,80 274 87,9
12,0 120,0 1,80 287 92,1
12,0 120,0 1,80 271 87,0
SN 74
Vid. 97,1
RSN 7,6
DI (P =0,95) 97+5

Noteiktas atgiistamibas vertibas atbilst izvirzitiem kriterijiem. Atrasta atgiistamiba ir

97 £5 %, RSN 7,6 %. Hromatogramma ir paradita 7. pielikuma.

3.5.7. Metodes noturiba

Metodes noturibas kritérijs — joslas laukuma izmainas. Joslas aiztures laiks ir

nenozimigs parametrs AESH/MS/MS sistéma. Tomér attéls ar hromatogrammu parklajumu ir

paradits att. 3.5. Joslas laukuma izmainas ir apkopotas 3.10. tabula.
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Impulsi sekundé

Laiks, min
il
T35 | 500 750 | 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500
3.5. att. Kopgjais attéls ar hromatogrammu parklasanu
3.10. tabula
Joslas laukuma izmainas, veicot metodes noturibas eksperimentus
Metodes noturibas veids Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas | Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida joslas
laukums, impulsi laukuma izmainas, %
Sakuma skidums 295 -
HFSS daudzuma izmaina (0,9 %) 282 -4,4
HFSS daudzuma izmaina (1,1 %) 293 -0,7
Cita kolonna 293 -0,7
Kolonnas temperatiira 20 °C 296 0,3
Kolonnas temperatiira 30 °C 276 -6,4
Skidums glabats 48 st., pie 25 °C 281 -4,7

Veikti eksperimenti parada, ka joslas laukuma izmainas neparsniedz 6,9 %, pielaujama

izmaina ir <20 %. Analiz&jamais $kidums ir stabils vismaz48 stundas 25 °C temperattra.

3.5.8. Degradacijas pétijjumi

Veicot degradacijas eksperimentus, 1,1-dimetilhirazina veidoSanas meldonija

paraugos nav konstatéta. Degradacijas p&tijumu rezultati apkopoti 3.11. tabula.
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3.11. tabula

Degradacijas pétijumu rezultati

Be:nzos.ka.bes I\E’N- Benzoskabes N,N-
dimetilhidrazida S . . T
= oee . . dimetilhidrazida joslas Atrastais 1,1-dimetilhirazina
Degradacijas veids joslas laukums L
A e laukums, standart§kiduma daudzums, ppm
analizéjama Skiduma, . .
. . impulsi
impulsi
Nedegradgts paraugs <LOD 547 <LOD
Foto degradacija <LOD 547 <LOD
Degradacija oksidativa vide <LOD 547 <LOD
Termiska degradacija <LOD 547 <LOD
Hidrolitiska degradacija skaba vide <LOD 547 <LOD
Hidrolitiska degradacija sarmainaja videé <LOD 547 <LOD

Izveértejot iegiitos datus, redzams, ka 1,1-dimetilhirazins neveidojas degradacijas
petijumos izveletajos apstaklos. No ta var secinat, ka vienigais parauga piesarnojuma avots —
nepietieckama attiriSana. Preparata ilgtermina glabasanas laika neveidojas 1,1-dimetilhirazins
[36]. llgtermina stabilitates p&tijumos nav nepiecieSama §is vielas kontrole, kas lauj samazinat
kvalitates kontroles izmaksas [37] un pierada, ka genotoksiska piemaisijuma koncentracija
nepicaug. Tomer eksperimentd nav apskatita talakas iesp€jamas reakcijas ar citam

paligvielam, kuras varétu notikt, razojot un glabajot gatavo formu [38].
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SECINAJUMI

Salidzinot literatiira aprakstitas 1,1-dimetilhidrazina analizes metodes, izriet, ka
piemérotakas ta noteikSanai farmaceitiskaja preparata ir GH/MS un AESH/MS ar
parauga derivatizéSanu.

Pamatojoties uz Eiropas Farmakopeja aprakstitam sistemas piemérotibas prasibam,
noteikti derivatizéSanai piemé&rotakie reagenti: visi iegiitic savienojumi, iznemot
propanona-2 N,N-dimetilhidrazonu, atbilst izvirzitam prasibam.

Metodei piemérotakais derivatiz€Sanas reagents ir benzoilhlorids, bet optimala
reakcijas vide — 50 % izopropanola skidums tideni, ar DIPEA piedevu.

Metodes LOQ un LOD, ir attiecigi 0,09 ppm un 0,03 ppm. Metodes darbibas apgabals
irno 10 % Iidz 180 % no pielaujamas normas (1,5 ppm).

Veicot metodes validaciju, atbilstoSi /CH un EF prasibam, noskaidrots, ka visi
parbaudamie parametri atrodas pielaujamajas robezas un pierada analizes metodes
pareizibu.

Degradacijas pétijumi parada, ka I,1-dimetilhidrazinas neveidojas meldonija
glabasanas laika. Vienigais iesp&jamais piesarnojuma avots — nepietiekama produkta
attiriSana no izejvielas.

Metode ir veiksmigi registréta EDQM un deriga vielas kvalitates kontrolei.
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1. pielikums
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1. att. 1,1-Dimetilhidrazina MS spektrs (ES+ diapazons, ESI jonizacijas avots)
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2. pielikums
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2. att. 1,1-Dimetilhidrazina fragmentacijas MS spektrs (sadursmes energija 11 eV, ES+
diapazons, ESI jonizacijas avots)

56



3. pielikums
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3. att. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida MS spektrs (ES+ diapazons, ESI jonizacijas avots)
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4. att. Benzoskabes N,N-dimetilhidrazida fragmentacijas MS spektrs (sadursmes energija
16 eV ES+ diapazons, ESI jonizacijas avots)
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5. pielikums
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5. att. Signala/troks§na attieciba, sistémas piemérotibas parbaudei
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6. pielikums
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6. att. Sistemas precizitates hromatogrammas
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7. pielikums
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7. att. Atguistamibas hromatogrammas pie 0,15 ppm koncentracijas (LOQ)
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