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Abstrakt

Katedra: Katedra analytickej chémie

Kandidat: Matej Guzinak

Skolitel: doc. PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Sekvencna injekéna chromatografia — pokrocilé a

dvojdimenzionalne separacie

Predmetom tejto prace bol vyvoj dvoch analytickych metdd urcenych na separéciu
latok obsiahnutych v silymarine, ich porovnanie a priprava Sablony v programe

Microsoft Excel na zjednodusSenie vyhodnocovania dat.

U prvej vyvinutej metoddy, s nazvom klasicka sekvencna injekéna chromatografia
(1D-SIC), bola v priebehu analyzy pouzitd dlha chromatografickd kolona Ascentis®
Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um) a predkolona opti-guard® C18 (1mm). Mobilna fazu
tvorila zmes acetonitrilu s roztokom kyseliny fosfore¢nej s pH 2,0 pripravend v pomere
27:73. Pre analyzu bol zvoleny izokraticky rezim, celkova dizka bola 16,3 minut

s prietokovou rychlostou 5 pL/s.

U druhej vyvinutej metddy, s ndzvom dvojdimenziondlna sekvencnd injekéna
chromatografia (2D-SIC), bola pre prva dimenziu zvolena kolona Kinetex® 5 um EVO
C18 (30 x 3,0 mm) s predkolonou opti-guard® C18 (Imm). V druhej dimenzii bola
pouzitd kolona Ascentis® Express F5 (30 mm x 4,6 mm, 2,7 pm). ReZim analyzy bol
zvoleny izokraticky o celkovej dizke 35,3 minut s prietokovou rychlostou 10 pL/s. Ako
mobilna faza bola pouzitd zmes acetonitrilu s roztokom kyseliny fosforec¢nej s pH 2,0

pripravena v pomere 30:70.

Pri oboch analyzach bol pouzity systém pre sekvencénu injeként chromatografiu
riadeny pocitaCovym softvérom SIAsoft v1.1.7. Podrobny popis systému a nastavenie

programu pre jednotlivé analyzy je obsiahnuty v texte prace.

V programe Microsoft Excel bola vytvorend komplexné Sablona, ktora vyrazne

ul'ah¢ila vyhodnocovanie ziskanych dat v priebehu jednotlivych separacii.

KTIacoveé slova : sekvencna injekéna chromatografia, 1D-SIC, 2D-SIC, silymarin



Abstract

Department: Department of analytical chemistry
Candidate: =~ Matej Guzindk

Supervisor:  doc. PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Sequential injection chromatography - advanced and two-

dimensional separations

The subject of this work was the development of two analytical methods intended
for separating substances contained in silymarin, their comparison and preparing a

template in the Microsoft Excel program to simplify data evaluation.

In the first developed method, called classical sequential injection
chromatography (1D-SIC), a long Ascentis® Express F5 chromatography column (10 cm
x 4.6 mm, 5 pum) with an opti-guard® C18 pre-column (1 mm) was used during analysis.
The mobile phase consisted of a mixture of acetonitrile with phosphoric acid solution
with pH 2.0 prepared in a ratio of 27:73. The isocratic mode was chosen for the analysis;

the total length was 16.3 minutes with a flow rate of 5 pL/s.

In the second developed method, called two-dimensional sequential injection
chromatography (2D-SIC), a Kinetex® 5 ym EVO C18 column (30 x 3.0 mm) with an
opti-guard® C18 pre-column (1 mm) was chosen for the first dimension. In the second
dimension, an Ascentis® Express F5 column (30 mm x 4.6 mm, 2.7 pm) was used. The
analysis mode was chosen isocratic with a total length of 35.3 minutes with a flow rate of
10 pL/s. A mixture of acetonitrile with phosphoric acid solution with pH 2.0 prepared in

a ratio of 30:70 was used as the mobile phase.

During each analysis, the sequential injection chromatography system was
controlled by STAsoft v1.1.7 computer software. A detailed description of the system and

program settings for individual analyses is contained in the text of this work.

A complex template was created in the Microsoft Excel program, which

significantly facilitated the evaluation of the obtained data during separations.

Keywords: sequential injection chromatography, 1D-SIC, 2D-SIC, silymarin
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2 Zoznam skratiek

1D
1D-SIC
2D

2D -SIC
FDA
HPLC
ISBa
ISBp
KR1
KR2
KR3
KR4
KRS5
KR6
KR7
LOD
LOQ
MF
MF1
MEF2
PhosA 2,00
RT
SBa
SBr
SCa
SCs
SD
SIA
SIC

ST

uv
UV-vis

prva dimenzia

jednodimenzionélna sekven¢na injek¢néa chromatografia
druhé dimenzia

dvojdimenzionalna sekvencna injek¢na chromatografia
Sprava potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration)
vysokoucinna kvapalinova chromatografia

izosilibin A

izosilibin B

kalibracny roztok s koncentraciou silymarinu 5 pg/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 10 pg/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 26 pg/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 50 pg/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 90 pg/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 120 ug/mL
kalibra¢ny roztok s koncentraciou silymarinu 150 pg/mL
limit detekcie

limit kvantifikacie

mobilna faza

mobilnd faza 1

mobilna faza 2

kyselina fosfore¢na s pH 2,00

retencny cas

silibin A

silibin B

silichristin A

silichristin B

silidianin

sekvencnd injek¢nd analyza

sekven¢nd injekéna chromatografia

Standardny roztok s koncentraciou silymarinu 3,5 mg/mL
ultrafialové svetlo

ultrafialové — viditel'né svetlo



3 Uvod

V tejto diplomovej praci som sa zameral na separaciu latok obsiahnutych
v silymarine, ktorého vyznamnym zdrojom je rastlina zndma pod latinskym nazvom
Silybum marianum (L). Pre svoje hepatoprotektivne, protinddorové a imunostimulacné
ucinky sa s nim casto stretavame v doplnkoch stravy a bylinnych ¢ajoch. Hlavné uc¢inné
zlozky silymarinu tvori zmes flavonolignanov: silibin A, silibin B, izosilibinin A,
izosilibinin B, silichristin A, silichristin B a silidianin. Vzhl'adom k tomu, Ze prvych Sest’
menovanych latok sa vyskytuje vo forme trans-diastereoizomerov je zrejmé, Ze na ich

analyzu bolo potrebné vyvinut’ metddu s vysokou selektivitou.

V priebehu analyzy bola vyuzivand metdéda klasickej sekvencnej injekénej
chromatografie (1D-SIC) s dlhou kolénou a dvojdimenzionalna sekven¢nd injek&na

chromatografia (2D-SIC).

Sekvencna injekéna chromatografia (SIC) vznikla ako vhodné alternativa
k vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii (HPLC) na Katedre analytickej chémie,
Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové, =zapojenim kratkej monolitickej
chromatografickej kolony do systému sekvenénej injek¢nej analyzy (SIA). SIC vykazuje
porovnatelni separa¢nu ucinnost ako HPLC a prindSa aj radu vyhod ako napriklad
rychlost’ separdcie, presnost’, citlivost, robustnost a minimélna spotreba vzoriek
a Cinidiel. Ide o pomerne mladu analyticki metddu, ktora je od svojho vzniku nad’alej
inovovana. Jednou z inovécii je zapojenie druhej kolony do systému, ¢o dalo vznik novej
2D-SIC metdde. Zapojenie druhej kolony do systému prispieva k zvySeniu selektivity

danej metddy, ked’ze je mozné kombinovat kolony s r6znou u€¢innost'ou.

Nedostatkom SIC je chybajuci softvér na spracovavanie ziskanych dat, ¢o vyrazne
komplikuje vyhodnocovanie vysledkov jednotlivych analyz. Tento problém bol
v priebehu nasej prace rieSeny vytvorenim komplexnej Sablony v programe Microsoft

Excel na vyhodnocovanie zékladnych charakteristik pikov.
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4 Ciel’ a popis zadania prace

Cielom tejto diplomovej prace bolo porovnat moznosti separacie 2D-SIC
s klasickou 1D-SIC s dlhou kolonou. Vzorka, ktord bola pri oboch metdédach pouzitd
predstavovala zmes flavonolignanov, zndmu pod nazvom silymarin. Najskor bolo treba
vyvinut’ a optimalizovat’ vhodnii metddu na separaciu jednotlivych zloziek vzorky pre
oba systémy a ndsledne porovnat’ ziskané vysledky. Pri vyvoji bolo treba otestovat
viacero kolon, ur€it’ spravne zlozenie mobilnej fadzy a vytvorit’ vhodny program pre
analyzu testovanych latok. Dal§im, nie menej podstatnym, cielom tejto prace bolo
vytvorit' Sablonu v programe Microsoft Excel na zjednodusSenie vyhodnocovania

zakladnych charakteristik jednotlivych pikov a odstranenie Sumu zo zdznamu.

11



5 Teoreticka Cast’
5.1 Silymarin

5.1.1 Pestrec mariansky

Pestrec mariansky, dobre zndmy aj pod latinskym nazvom Silybum marianum (L),
je jednorocna alebo dvojrocna bylina patriaca do Cel'ade astrovité (Asteraceae). Pévod
tejto rastliny je lokalizovany do oblasti Stredomoria, Severnej Afriky a Azie. Pestuje sa
v Eurépe, Argentine, Cine. Z obrazku 1 je zrejmé, Ze pestrec mariansky moZeme néjst’ aj
na uzemi Ceskej a Slovenskej republiky, kde sa vyskytuje na okrajoch ciest, rumoviskach

a pastvinach. Pre svoj rast vyzaduje teplé prostredie a sucht podu [1; 2; 3; 4].

Obrdzok 1 Vyskyt Pestreca marianskeho v Eurdpe (vyznacené ciernou farbou) [4]

Pestrec maridnsky je lieCiva bylina, ktord vd’aka svojmu vzhladu nachadza
uplatnenie aj ako okrasnd rastlina. Priemerne dorastd do vysky 150 centimetrov. Ma
napadné, tmavozelené, ostnaté listy, na ktorych su charakteristické biele Skvrny. Rastlina
kvitne v obdobi od jila do augusta. Cervenofialové kvety st usporiadané v jednotlivych
uboroch Sirokych 4 — 8 centimetrov. Plody tvoria 6 — 7 milimetrov dlhé, ¢ervenohnedé
nazky s bielo lesknlicim sa paperim na vrchole, vd’aka ktorému sa m6zu vznasat’ a Sirit’

vzduchom. U¢innou latkou je zmes flavonoligndnov ozna¢ovanych ako silymarin[5].
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Obrazok 2 Pestrec mariansky (Silybum marianum) [6]

Cesky liekopis oficialne uvadza dve drogy a to Silybi mariani extractum siccum
raffinatum et normatum (Pestrecovy extrakt suchy Cisteny a Standardizovany) a Silybi

mariani fructus (Plod Pestreca marianskeho) [2; 7].

Silybi mariani extractum siccum raffinatum et normatum je suchy Cisteny
a Standardizovany extrakt vyrobeny z drogy Silybi mariani fructus. Je to Zltohnedy
amorfny prasok. Obsahuje 90% az 110% menovitého obsahu silymarinu vyjadreného ako

silibinin (C25H22010;Mr 482.2) [7].

Silybi mariani fructus je paperia zbaveny zrely plod druhu Silybum marianum (L)
Gaertn. Obsahuje najmenej 1,5% silymarinu, vyjadreného ako silibinin (C25H22010;Mr

482,2), pocitaného na vysusent drogu [7].

Obrazok 3 Silybi mariani fructus [8]
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5.1.2 Charakteristika

Vyznamnym zdrojom silymarinu je, uZz v predchadzajicej podkapitole
spominany, pestrec mariansky. ZloZenie a obsah silymarinu nie je vo vSetkych odrodach
jednotny. Sved¢i o tom aj praca vyskumnikov z Olomouca, ktorym sa podarilo vyslachtit
tri nové odrody s réznym zloZzenim aktivnych latok. Hlavné aktivne zlozky silymarinu
tvori zmes flavonolignanov: silibin A (SBa), silibin B (SBg), izosilibinin A (ISBa),
izosilibinin B (ISBg), silichristin A (SCa), silichristin B (SCg) a silidianin (SD). Prvych
Sest’ latok sa vyskytuje vo forme ekvimoldrnej zmesi, ako trans-diastereoizoméry.
Struktary jednotlivych flavonoligndnov st na obrazkoch 4 - 10. V zmesi prevlada SBa
a SBg (50 — 60%), nasleduju SCa a SCg (~20%), SD (~10%) a ISBa a ISBg (~5%) [9; 10;
11; 12].

Najvicsiu  biologicku aktivitu zo zmesi flavonoligndnov obsiahnutych
v silymarine vykazuje prave najviac zastipeny silibin. Na zaklade $tudii, ktoré sa
vzt'ahuju hlavne na, uz spominany, silibin sa silymarin vstrebava z traviaceho traktu
a vyluc€uje sa ZI¢ou. Biologickd dostupnost’ silibinu z traviaceho traktu zavisi na r6znych
faktoroch, ako napriklad koncentracia v pripravku alebo mnozstvo pouzitych latok

solubilizacného charakteru [4; 13].

H
4]
o /@ ~
: 4]
0

4]
H

Obrazok 4 Struktiira silibinu A [14]

Obrdzok 5 Struktira izosilibinu A [15] Obrdzok 7 Struktira izosilibinu B [17]
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Obrazok 10 Struktiira silidianinu [20]
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5.1.3 Resers§

Tabulka 1 Resers

Stanovované Pouzity Prietokova
. Vzorky ay Koléna rychlost’ Mobilna faza Detektor Zdroj
latky pristroj
(ml/s)
Doplriky . . A — metanol
stravy a Cajove Kinetex 2.6 — B — kvs
Silymarin zmesi UHPLC | F5100A (150 x 4,6 0,35 TS DAD [21]
fosforecna s pH
s obsahom mm)
. . 2,00
silymarinu
A — supercista
0
Extrakt Acquity UHPLC IZOS arr?rg;léo/lol Hmotnostny
Silymarin . , UHPLC | C18(50 x 21 mm; 0,25 ys. Y22
silymarinu 1.7 um) B — metanol spektrometer
M s 0,1 % kys.
mravéou
A — supercista
voda s 0,1 %
. , Extrakt HSS T3 C18 (100 kys. mravcou Hmotnostny
Silymarin silymarinu UHPLC x 21 mm; 1,8 pm) 0.5 B — metanol spektrometer (23]
s 0,1 % kys.
mravéou
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Tabulka 2 Resers

Stanovované Pouzity Prietokova
. Vzorky s Kolona rychlost’ Mobilna faza Detektor Zdroj
latky pristroj (ml/s)
A-Supercista
voda okyslena
Purospher C18 10% kyselinou . ,
Silymarin Extrakt HPLC (250x4mm, 0017 | fosforetnou s pH | Fot0diodovy |
z plodov detektor
5 pum) 2,6
B-ACN
v pomere 62:38
Gradient;
A-Supercista
Lichrosphere voda okyslena
. . Extrakt C8 10% kyselinou | Fotodiédovy
Silymarin z plodov HPLC (250x4mm, 0,017 fosforeé};lou s pH detektor g [24]
5 pum) 2,6
B-ACN
C-metanol

Z reSersi literatiry, vid’ tabul’ka 1 a 2, sa ukazalo, Ze pre analyzu tohto typu rastlinného materialu st pouzivané hlavnhe HPLC a UHPLC

metody v spojeni s UV alebo hmotnostnou spektrometriou. Metoda SIC pre analyzu takto zlozitych vzoriek zatial’ nebola pouzita.
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5.2 Sekven¢na injekéna chromatografia

Sekvencna injekcna chromatografia (SIC) je moderna analytickd metéda znama
od roku 2003. Patri medzi strednotlakové separacné analytické techniky a vznikla
zapojenim kratkej monolitickej kolony do systému sekvencnej injekénej analyzy (SIA)

[25; 26].

SIC nadvdzuje na SIA abola skonStruovand ako vhodna alternativa
k vysokoucinnej kvapalinove;j chromatografii (High-performance liquid
chromatography, HPLC). SIC vykazuje porovnatel'ni separa¢ni ucinnost' ako HPLC
aprindsa aj radu vyhod ako napriklad rychlost’ separacie, nizSia spotreba vzoriek,
mobilnych fazy a ¢inidiel, ekologickost’ a finan¢néa narocnost’. Benefitom tejto metody je
aj moznost’ automatizacie, miniaturizacie. Na druhej strane ma SIC v porovnani s HPLC
aj radu nevyhod. Limitom je hlavne sila a rezervodr pouzitej pumpy, ktory moze
dosahovat’ objem 4 mL az 10 mL, ¢o limituje diZku analyzy a dizku pouzitej kolony [25;

27; 28]

Na rozdiel od konven¢nych chromatografickych technik je SIC zaloZend na
programovatelnom toku MF, ¢o umoziuje vyber vstrekovaného objemu vzorku
a jednoducht tvorbu elu¢ného gradientu. Na zaciatku analyzy sa systém naplni mobilnou
fazou, do ktorého je nasledne nasdvana zona vzorku. Viaccestny ventil sa nasledne prepne
z vystupu vzorku na vystup kolony a vzorka sa cez kolonu, kde dochéadza k jej separacii,

dostava az k detektoru [29].

5.2.1 Dvojdimenzionalna sekvencna injekéna chromatografia (2D - SIC)

Na separaciu velkého poctu latok v zlozitych vzorkach je potrebny separacny
systém s vysokou kapacitou separacie, ktort je narocné dosiahnut’ pri pouZiti jednej
chromatografickej kolony a to aj v pripade, ze sa pouzije kolona s vysokou u€innostou.
Vyrazného zvySenia kapacity separacie je mozné docielit za pomoci
dvojdimenzionalnych separacnych technik, medzi ktoré sa radi aj 2D-SIC. Vyznamny
prinos 2D-SIC spociva aj v moZnosti separacie zloziek vzorky do skupin podla
charakteristickych spolo¢nych Struktarnych znakov, ¢o méze ulah¢it’ vyhodnocovanie
vysledkov analyzy a identifikéciu latok obsiahnutych vo vzorku. Vyhodou 2D-SIC je
nepochybne aj to, Ze pre prva adruhil dimenziu mézu byt pozité kolony s réznou

selektivitou [30; 31].
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Pri 2D-SIC je eluat z kolony umiestnenej v prvej dimenzii zbierany do frakcii,
ktoré st nasledne davkované na kolonu pouziti v druhej dimenzii. Pri vyvoji 2D-SIC
metody je potrebné zladit’ rozmery oboch kolon. Prietok mobilnej fazy, objem vzorku
a mobilnej fazy v prvej a druhej dimenzii musi byt vzajomne kompatibilny. Obe kolony

byvaji najcastejSie spojené cez dvojpolohovy Sest'cestny ventil [30; 31].

5.2.2 Pristrojové usporiadanie

Systém pre SIC je tvoreny z obojsmernej piestovej pumpy, ktorej objem sa
najcastejsie pohybuje v rozmedzi 4-10 mL a je schopna vytvorit tlak nad 6,2 MPa. Pumpa
ma zvycajne dva porty. Jeden port je cez zmieSavaciu cievku napojeny na selekény ventil.
Druhy port je napojeny na tlakovy ventil, ktory slizi k regulacii pretlaku, ktory moze
vzniknut’ pri upchani kolony alebo systému, alebo je napojeny na zasobnik mobilnej fazy
a sluzi k rychlemu naplneniu pumpy. ZmieSavacia cievka je tvorena stoc¢enou hadic¢kou.
Dizka hadi¢ky zavisi od pozadovanej aplikacie, ale najéastejsie sa vyskytuje v dizke 100
— 500 cm s vnutornym priemerom 0,051 — 0,076 cm, ¢o zodpoveda celkovému
vnatornému objemu 0,5 — 1,5 mL. DalSou délezitou sucastou systému pre SIC je
viaccestny selekény ventil, ktory umoznuje programovatel'né a diskontinualne nasavanie
vzoriek a ¢inidiel do systému. Najcastejsie sa vyuziva ventil s 8, 10 alebo 12 vystupmi.
Neodmyslitelnou stcastou zariadenia je aj separacnd kolona, pred ktorou moze byt
umiestnend aj predkolona. NajcastejSie sa vyuzivaji C18, C8 a Si kolony s réznou
dizkou. Medzi hlavné stlasti zariadenia sa radi aj detektor. Najcastejsie sa pouZiva
spektrofotometricky detektor, ktory umoznuje merat’ absorbanciu pri r6znych vinovych
dizkach atym zvysuje selektivitu metody. Celé zariadenie je napojené na pogitad
vybaveny prisluSnym softvérom, ktory umoziiuje cely systém ovladat’ [25; 28]. Schéma

systému pre SIC je zndzornena na obrazku 11.

Selekény ventil

Pumpa . . Detektor
Zmiesavacia

cievka

Mobilna
faza

Chromatograficka

- Odpad
kolona

Vzorka

Obrazok 11 Schematicke usporiadanie SIC systemu
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5.2.3 Chromatografické kolony

Chromatografickd koloéna je v podstate trubka alebo kapildra rovnomerne
naplnend alebo pokryta staciondrnou fazou. Dochadza v nej ku kontaktu mobilnej
a stacionarnej fazy, o umoziuje dosiahnutie samotnej separacie. V sucasnosti su pre
analytické ucely pouzivané konvenéné analytické kolony s vnutornym priemerom 2,1 az
5 mm, dizkou 10 az 300 mm a plnené napliami o velkosti ¢astic 1 az 10 um. Kolény
s vel'kost’ou Castic 10 um sa pouzivaju uz len vynimocne a to hlavne pri aplikacii starSich

liekopisnych metdd [31; 32; 33].

Na obrazku 12 je znazornena klasickd HPLC kolona. P1ast’ (1) chromatograficke;j
kolény je uzavrety poréznou fritou (2). Ulohou frity je zabranit’ uvolfiovaniu stacionarnej
fazy (3) z kolony a stcasne zabezpecuje plynuly tok mobilnej fazy. Oba konce kolony st
ukonéené prevlecnym ochrannym krazkom (4) a koncovou hlavicou (5), v ktorej je

navftany vstup pre kapilaru so skrutkou (6) [31].

le

Obrazok 12 Chromatograficka kolona [33]

Na obrazku je znazornend klasicka chromatograficka kolona: 1- plast kolony, 2- frita, 3-
stacionarna faza, 4- ochranny kruzok, 5- koncova hlavica, 6- vstup pre kapilaru so skrutkou
5.2.3.1 Monolitické kolony

Na rozdiel od klasickych konven¢nych staciondrnych faz, ktoré sa skladaji
z jednotlivych cCastic sorbentu o definovanej velkosti, s monolitické kolony tvorené
jednym kusom poérovitého materidlu, ktory uplne zapliuje vnatro chromatografickej
kolony. Stacionarna faza v monolitickych kolonach méoze byt tvorend makroporéznym
organickym polymérom pripravovanym odliatim alebo tycinkou silikagelu, ktord sa

vyraba pomocou ,,sol-gel“ technologie [34; 35; 36].

Pérovity material, ktory tvori jadro monolitickej kolony, obsahuje dva typy porov,
makropdry a mezopory. Makropory, s priemernou velkost'ou 2 um, zaist'uju ustaleny tok

mobilnej fdzy cez monolit a vyznamne zrychlujii prenos hmoty medzi mobilnou
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a stacionarnou fazou. Mezopdry, s priemernou velkostou 13 nm, poskytuji monolitu
dostato¢ne vel’ky povrch a tym vysoku separacnu kapacitu. Takto skonstruovana koléna
umoziuje vysoky prietok mobilnej fazy, bez vyrazného zvysenia tlaku a zaroven bez
straty separacnej ucinnosti. Tato schopnost’ dovol'ujiica pouzit’ bezné prietokové rychlosti
mobilnych faz pri niz§om tlaku bola rozhodujica pre zavedenie tychto kolén do systému
s jednoduchou piestovou pumpou [25; 34; 35; 36]. Struktara monolitu je zndzornena na

obrazku 13.

Utinnost’ monolitickych kolon je porovnatelna s u¢innostou klasickej kolony
s vel’kostou cCastic 5 um, ale vyhodou sa javi to, ze u monolitickych kolén s rastiicou
rychlost’'ou mobilnej fazy klesd ucinnost’ pomalsie ako u klasickych kolon. Toto poznanie
nam umoznuje zrychlenie analyzy alebo zapojenie viacerych kolon za sebou pri relativne

vysokej prietokovej rychlosti [35; 36].

Mezopory Makropory

Obrazok 13 Struktiira monolitu (upravené) [36]

5.2.3.2 Core-shell kolony

Core-shell, respektive fused-core, kolony su tvorené Casticami, ktoré pozostavaju
z dvoch casti, jadra a obalu. Na vyrobu jadra a obalu sa pouZzivaji rozlicné materialy,
respektive sa da pouzit’ aj rovnaky material s rozdielnou Struktarou. Jadro, ktoré byva
pevné, neporézne a inertné tvori zéklad celej Castice. Najcastejsie je z oxidu kremicitého
o priemere 0,9 -3,7 um. Menej Casto sa na vyrobu jadra pouzivaji anorganické (hlinik,

zlato, uhlik) alebo organické (polyméry alebo zmesi polymérov) materidly. Jadro moze
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tvorit’ samostatna Castica alebo zhluk niekol’kych ¢astic. Druhou ¢astou core-shell astice
je obal tvoreny niekolkymi vrstvami rozne modifikovaného silikagelu s kontrolovanou
porozitou. Podla spdsobu vyroby moéze byt Struktira obalu bud’ kontinudlna, méze mat’
pripevnené malé Castice na povrchu alebo Castice mézu byt zakomponované priamo do
povrchu jadra. Celkovy priemer core-shell Castic dosahuje velkost’ 1,3 — 5 um [37; 38;

39]. Na obrazku 14 je znazornena core-shell Castica.

— Obal

Jadro

Obrazok 14 Core-shell castica (upravené) [40]
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5.3 Validacia analytickej metody

Validacia analytickej metody je proces, pri ktorom sa urcuju najdolezitejSie
charakteristiky metody, takzvané validaéné parametre. Zmyslom validécie je preukéazat,
ze vyvinutd metoda je pre dané pouzitie vhodna. Cielom validacie je urcit’ podmienky,
za ktorych je sktSobny postup pouzitelny, a zarucit rovnaku spolahlivost’ pri

opakovanom pouziti dané¢ho postupu v jednom alebo aj v r6znych laboratoriach [41; 42].

5.3.1 Vybrané valida¢né parametre

5.3.1.1 Pocet teoretickych etazi (N)

Utinnost’ je parameter, ktory sa pouZiva pre hodnotenie u¢innosti separaéného
procesu. U¢innost’ kolony charakterizuje mieru rozsirovania eluénych zon delenych na
koldne a je ukazovatel'om kvality chromatografickej separéacie. Pocet teoretickych etazi
je bezrozmerna veli¢ina, ktora urcuje mieru uUc¢innosti kolony. Vypocita sa podla

nasledujuceho vzorca, kde hodnoty # a wn sa musia vyjadrit’ v rovnakych jednotkach :

£\ 2

R

N = konst (—)
Wp

kde:
konst je v pripade izokratickej elticie rovna 5,54
fr je retencny Cas piku odpovedajici danej zlozke
whje Sirka piku v polovici jeho vysky
Pocet teoretickych etdzi zavisi na stanovovanej zlozke, pouzitej kolone, teplote

kolény, mobilnej faze a retencnom cCase [7; 31].

5.3.1.2 Faktor symetrie piku (As)

Faktor symetrie piku sa vypocita podl'a nasledujuceho vzorca:

Wo,05
As =4

kde:
wo,05 vyjadruje Sirku piku v jednej dvadsatine jeho vysky
d je vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou z vrcholu piku a vzostupnou cast'ou piku
v jednej dvadsatine jeho vysky

V pripade, Ze hodnota As sa rovna 1,0 hovorime o idedlnej symetrii piku. Ak je
hodnota As > 1,0 nastava jav nazyvany chvostovanie piku. Ak je hodnota As < 1,0

dochadza k ¢elnej asymetrii piku, respektive k frontovaniu piku [7; 31].
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5.3.1.3 RozliSenie (Rs)

Rozlisenie medzi pikmi dvoch zloziek sa méze vypocitat’ podl'a vzorca:

R = 1,18 (t(r2) — tr1)
* Wh1 + Whpa

kde:
Ir1, tr2 SU retencné Casy pikov, pri¢om r2 > tr1
wh1, wh2 Vyjadruja Sirky pikov v polovicnej vyske [7]
5.3.1.4 Opakovatel’nost’
Opakovatel'nost’ metddy je definovand ako tesnost’” zhody medzi vysledkami
nezéavislych merani rovnakej vzorky, realizovanych tym istym pracovnikom, na tom

istom pristroji, v tom istom laboratériu v kratkom ¢asovom rozmedzi [41; 42].

Opakovatel'nost’ odozvy sa vyjadruje ako odhad relativnej smerodajnej odchylky
(RSD(%)) v percentach pre radu néslednych merani najmenej troch nastrekov alebo pre

meranie pracovného roztoku. Vypocita sa podl'a nasledujuceho vzorca:

100 . — )2

kde:
yi predstavuje jednotlivé hodnoty vyjadrené ako plocha piku, vyska piku alebo pomer
ploch u metoddy vnatorného Standardu
¥ predstavuje priemer jednotlivych hodnot
n znazornuje pocet jednotlivych hodnoét [7]
5.3.1.5 Linearita

Pod pojmom linearita chapeme schopnost’ metdédy poskytnut’ v danom rozsahu
akceptovatelnt linedrnu koreldciu medzi odozvou detektoru a koncentraciou latky vo
vzorke. Obvykle sa stanovuje minimalne pét ré6znych koncentracii v rozsahu 50 —150 %
deklarovaného obsahu. V stcasnej dobe sa k hodnoteniu linearity takmer vyhradne
pouziva korela¢ny koeficient (R). V idedlnom pripade nadobuda hodnotu rovnu

jednej[33; 41; 42].
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5.3.1.6 Limit detekcie a limit stanovitel’nosti
je mozné spolahlivo detegovat’, ale nie je nutné ho kvantifikovat' danou analytickou
metodou. V praxi sa v separacnych metodach urcuje hranica detekcie ako trojnadsobok
Sumu zakladnej linie [40; 41; 44; 45].

Hranica stanovitelnosti, respektive limit kvantifikdcie (LOQ), predstavuje
stanovenia taka, ze umoziuje kvantitativne vyhodnotenie.

Vztah medzi oboma veli¢inami sa d& vyjadrit’ nasledovne:

LOQ =3+ LOD
Cim bude vigsi rozdiel medzi vyskou piku a vyskou Sumu zakladnej linie, tym

budt hodnoty LOQ a LOD nizSie [41; 42; 46; 47].
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6 Experimentalna cast’

6.1 Pouzité pristroje a pomocky

Ultrazvukova vana (Bandelin Sonorex RK100)
Digitalny pH meter (HANNA instruments)
Minitrepacka (IKA® lab dancer)

Centrifuga (MiniSpin Plus)

Chromatograficky systém pre SIC

Pouzité chromatografické kolony:

Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm, 5 pm
Ascentis® Express F5; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis® Express Phenyl-Hexyl; 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um
Chromolith® SpeedRod CN; 50 mm x 4,6 mm
Chromolith® Flash RP 18C; 25 mm x 3 mm
Chromolith® FastGradient RP-18C; 50 mm x 2 mm
Chromolith® HighResolution RP-18C; 50 mm x 4,6 mm
Kinetex® 5 um EVO C18; 50 x 4,6 mm

Kinetex® 5 um EVO C18; 30 x 3,0 mm

Predkolona opti-guard® C18; Imm

Casticova koléna DSC-SCX SPE (Supelco); 50 pm
Casticova kolona Oasis HLB (Waters); 50 um
Casticova kolona Discovery Cyano (Supelco); 5 um
Casticova kolona Discovery RP — 18 C (Supelco); Sum
Manualne automatické pipety

Plastové injek¢né striekacky o objeme 10 mL
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PTFE filtre o priemere 13 mm s vel’kost’ou porov 0,22 pm a 0,45 pm, pre

pouZitie s injek¢nou strieka¢kou Luer

Pouzité chemikalie :

Silymarin >30 % Silibin (Sigma-Aldrich) — zmes flavonoligndnov
Supercista voda (Systém Milli-Q)

Acetonitril LC-MS grade (Merck)

Metanol LC-MS grade (Merck)

Kyselina fosforecnd 85 % p.a. (Penta)

6.2 Priprava roztokov

6.2.1 Roztok kyseliny fosforecnej

Na pripravu roztoku kyseliny fosforecnej bola pouzitd supercistd voda a 85%
kyselina fosfore¢na.

Do sklenenej fl'ase s celkovym objemom 500 mL bolo pridanych priblizne 450
mL supercistej vody aza neustdleho mieSania na magnetickej mieSacke bola
prikvapkavana 85 % kyselina fosfore¢na az do chvile kym sa hodnota pH daného roztoku
neustalila na Cisle 2,00. Na meranie pH pripravovaného roztoku bol pouzivany pH meter

(HANNA instruments). Roztok bol uskladiiovany pri laboratérne;j teplote.

6.2.2 Roztoky mobilnej fazy
Na pripravu mobilnej fazy bol pouzivany, v predchadzajiucej podkapitole

spominany, roztok kyseliny fosforecnej s pH 2,00 a acetonitril.

V priebehu merani bolo vyskuSanych viacero mobilnych faz pripravenych
zmieS$anim uz spominanych roztokov v réznom pomere. Mobilna faza bola pripravovana
v objeme 200 mL v pripade Ze boli v chromatografickom systéme pre SIC zapojené
kratke kolony a v objeme 400 mL pri pouziti dlhych kolén a vyvoji 2D-SIC metddy.
Pomer jednotlivych zloziek mobilnej fazy a ich mnoZstvo pouzité na pripravu 200 mL je

uvedené v tabulke 3.
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Tabulka 3 Priprava mobilnej fazy
Z tabulky je mozné zistit mnozstvo jednotlivych roztokov potrebnych na pripravu 200 mL
mobilnej fazy v danom pomere.

Pomer Objem pouzitého roztoku (mL)
ACN : PhosA 2,00 ACN PhosA 2,00 pH

0:100 0 200
5:95 10 190
10:90 20 180
20:80 40 160
25:75 50 150
27:73 54 146
30:70 60 140
35:65 70 130
40:60 80 120
45:55 90 110
50:50 100 100

6.2.3 Kalibra¢né roztoky

Pre urCenie linearity vyvijanej metody bolo treba pripravit’ roztoky na zhotovenie
kalibracnej krivky. Kalibracné rada pozostavala zo siedmych roztokov s koncentraciou
silymarinu 5 (5,25)(KR1), 10 (10,5)(KR2), 26(KR3), 50 (52,5)(KR4), 90 (93,3)(KRS),
120 (116,7)(KR6) a 150 (150,5)(KR7) pg/mL. Na pripravu jednotlivych roztokov bol
pouzity Standardny roztok s koncentraciou silymarinu 3,5 mg/mL aten bol nasledne
riedeny destilovanou vodou.

Postup pripravy jednotlivych kalibra¢nych roztokov bol nasledovny: pri priprave
roztoku s koncentraciou 150 pg/mL bolo do ependorfovej skimavky, s celkovym
objemom 1 mL, napipetovanych 21,5 uLL ST a 478,5 puL destilovanej vody. Na pripravu
kalibra¢ného roztoku s koncentraciou 120 pg/mL bolo pouzitych 10 puL ST a doplnené
superCistou vodou do objemu 300 pL. Roztok o koncentracii 90 pg/mL vznikol
zmieSanim 8 pL ST a 292 uL superciste] vody. Pri priprave roztoku s koncentraciou
silymarinu 50 pg/mL bolo do ependorfovej skimavky napipetovanych 15 pL ST
a doplnené supercistou vodou do objemu 1 mL. Na pripravu kalibraéného roztoku
s koncentraciou 25 pg/mL bolo pouzitych 150 pL KR4 a 150 pL supercistej vody. Pri
priprave KR2 bolo zmiesanych 200 uL. KR4 a 800 pL supercistej vody. Posledny roztok
z kalibracnej rady s koncentraciou 5 pg/mL bol pripraveny z 250 uLL KR2 a doplneny
supercistou vodou do objemu 500 pL. Vsetky takto pripravené roztoky boli nésledne este

premiesané na minitrepacke (IKA® lab danecer).
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6.3 Pouzité vzorky

6.3.1 Standardny roztok silymarinu

Pri vyvoji metédy bol pouzity, uz predom pripraveny, Standardny roztok
silymarinu svetlozltej farby o koncentracii 3,5 mg/mL. Roztok bol uchovavany
v chladnicke v sklenenej vialke. V priebehu vyvoja a validacie metody sa pracovalo
s roztokmi s koncentraciou silymarinu v rozmedzi 5-600 ug/mL. Roztoky s pozadovanou
koncentraciou boli pripravené nariedenim uz spominané¢ho Standardného roztoku. Na

riedenie bola pouzita supercista voda.

6.3.2 Vzorka z ¢aju

Na pripravu vyluhu bol pouZity bylinny ¢aj s ndzvom Ostropestiec, vyrobeny
spolo¢nostou Dr.Max, vid’ obrazok ¢islo 15. Ide o doplnok stravy, s obsahom plodu
pestreca marianskeho.

Postup pripravy vzorky bol nasledujuci: do kadicky s objemom 250 mL bolo za
pomoci odmerného valca naliatych 100 mL metanolu a doplnené supercistou vodou do
objemu 200 mL. Takto pripraveny 50 % roztok metanolu bol privedeny k varu na
elektrickom varici. Nasledne bolo do kadicky vlozené ¢ajové vrecko o hmotnosti 1,5 g
a luhovalo sa po dobu 10 minut. Po uplynuti ¢asu stanoveného vyrobcom bolo ¢ajové
vrecko vytiahnuté. Po ochladeni bol vyluh filtrovany. Na filtradciu bola pouZita injekéna
striekacka o objeme 10 mL a dva PTFE filtre s velkost'ou porov 0,45 pm a 0,22 um.
Najskor bol pouzity filter s vel'kost'ou porov 0,45 um a nésledne ten s pérmi o vel'kosti
0,22 um. Takto pripraveny roztok bol nasledne 10x zriedeny a pouzity ako vzorka.

Vzorka z ¢aju bola vZdy v deil merania Cerstvo pripravena.

-
] our -
S STROPESTREC

BYLINNY CAJ

Obrazok 15 Bylinny caj Ostropestiec [48]
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6.3.3 Vzorka z tabliet

Pri priprave vzorky boli pouzité tablety Lipovitan S, vid’ obrazok 16. Tento
prirodny doplnok stravy s obsahom silymarinu prispieva k spravnej funkcii pecene.
Lipovitan S je vyrdbany spolo¢nostou Herbacos Recordati. V baleni sa zvycajne
nachddza 90 tabliet, priCom vyrobca v zlozeni pripravku uvadza, Ze jedna tableta
obsahuje 140 mg silymarinu.

Postup pripravy bol nasledujuci: do sklenenej kadicky o objeme 250 mL bolo za
pomoci odmern¢ho valca pridanych 100 mL supercistej vody a 100 mL metanolu. Do
pripraveného roztoku boli vlozené tri tablety pripravku Lipovitan S. Tablety sa nechali
10 minat rozpustat’ pri laboratdrnej teplote. Po uplynuti 10 minut bola kadicka na d’alSich
10 minit umiestnena do ultrazvukovej vane (Bandelin, Sonorex Digitec), aby bolo
docielené Uplné rozpadnutie tabliet. Nasledne bol roztok prefiltrovany za pomoci
injek¢nej striekacky, na ktorej koniec sa nasadil PTFE filter s velkost'ou porov 0,45 pm.
Filtracia bola zopakovana aj s PTFE filtrom s vel'kost'ou porov 0,22 pm aby sa odstranilo
¢o najviac necistot, ktoré by mohli upchat’ chromatografickii koléonu. Z dva-krat
prefiltrovaného roztoku bol za pomoci pipety odobrany objem 2 mL a umiestneny do
ependorfovej skimavky. Skimavka bola nasledne umiestnend na 60 sekind do centrifigy
(MiniSpin Plus). Po usadeni zvys$nych necistot bol roztok znova prepipetovany do novej
ependorfove] skumavky. Takto pripraveny roztok bol nasledne 10-krat zriedeny
supercistou vodou a pouzity ako vzorka. Vzorka z tabliet bola vZdy v defi merania Cerstvo

pripravena.

Obrazok 16 Tablety Lipovitan S [49]
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6.3.4 Vzorky na urcenie vyt'aznosti

Pri zistovani vytaznosti jednotlivych vyvinutych metdd boli pouzité vzorky
pripravené zo ST, vyluhu z ¢aju a roztoku z tabliet.

Prva vzorka, ktora sa pouzila na stanovenie vytaznosti slizila ako Standard
o zname] koncentracii silymarinu. V prvom kroku pripravy tejto vzorky bolo do
ependorfovej skiimavky napipetovanych 5,8 uLL ST a doplnené supercistou vodou do
objemu 200 pL. Z takto pripraveného ana minitrepacke premieSaného roztoku sa
odobralo 50 pL a doplnilo sa supercistou vodou do objemu 100 pL. Vzniknuty roztok
s koncentraciou silymarinu 50(50,75) pg/mL bol nésledne vyuzity ako Standard pri
stanovovani vytaznosti.

Druhti vzorku predstavovala vzorka z ¢aju, ktord bola pripravend spdsobom
uvedenym v podkapitole 6.3.2.

Tretia vzorka, ktora bola pouzitd pri uréovani vytaznosti bola zmes tvorena
vyluhom z ¢aju a Standardnym roztokom. Prvii zlozku tejto zmesi tvoril roztok, ktory
vznikol v prvom kroku pripravy Standardu o zndmej koncentrécii silymarinu, ¢iZe roztok
s koncentraciou 100(101,5) pg/mL. Druhda zloZka predstavovala vyluh z ¢aju, ktory bol
pripraveny podla postupu uvedeného v podkapitole 6.3.2 a zriedeny 5-krat. Obe zlozky
boli zmiesané v pomere 1:1 a nasledne sa pretrepali na minitrepacke (IKA® lab dancer).
Takto pripravena vzorka sluzila pri ur€ovani vytaznosti ako zmes Standardu a vzorky
z aju.

Stvrty typ vzorky, ktory bol pouzity pri urovani vytaznosti bol pripraveny
z tabliet Lipovitan S. Postup pripravy vzorky z tabliet je opisany v podkapitole 6.3.3.

Posledny typ vzorky vznikol taktiezZ zmieSanim dvoch roztokov. Prvym z nich bol
uz spominany roztok Standardu o koncentracii 100(101,5) pg/mL. Druhy roztok, ktory
bol pouzity na pripravu zmesi bol pripraveny z roztoku z tabliet, postup vid’ v podkapitole
6.3.3, zriedeny 5-krat. Takto zhotovené roztoky boli nésledne zmieSané v pomere 1:1,
premies$ané na minitrepacke (IKA® lab dancer) a boli pouzité ako vzorka zmesi $tandardu

a vzorky z tabliet.
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6.4 Popis pristroja pre 1D-SIC

Pri vyvoji metddy bol pouzity chromatograficky systém pre SIC, ktory bol tvoreny
pristrojom SIChrom II™ (FIAlab instruments, USA). Pristroj pozostdval zo
strednotlakovej injekénej pumpy neMESYS 1000N s celkovym objemom 5,0 mL,
tlakovym limitom 10,3 MPa (Getoni GmbH, Nemecko) a zmieSavacej cievky tvorenej
PEEK hadic¢kami s vnutornym priemerom 0,75 mm. Cez zmieSavaciu cievku bola pumpa
napojena na centralny viaccestny ventil s 6smymi vystupmi, ventil 1, umoziujici menit’
nastriekavané kvapaliny. Tieto kvapaliny boli do systému privadzané cez PEEK hadicky
o priemere 0,5 mm a 0,25 mm. Vystup Cislo 1 na ventile 1 bol priamo prepojeny na
nadobu s odpadom. Vystup 2 a 3 slazil na privod MF 1 a MF 2 a vzorka bola do systému
privadzana cez vystup Cislo 5. Vystup Cislo 7 prepdjal centralny ventil s viaccestnym
ventilom ¢islo 2, ktory bol prepnuty do pozicie load. Medzi ventilom 1 a ventilom 2 bola
umiestnend chromatograficka kolona.. Oba VICI ventily boli tvorené hlavicami C5H-
2348D (Valco Instrument Co., Houston, TX, USA). Dalsou stéastou systému bola
prietokova detekéna Z-cela s dizkou 10 mm a vnatornym objemom 6 pL (FIAlab
Instruments, USA). Na zapojenie Z-cely na chromatograficku kolénu bola pouzita PEEK
hadicka o priemere 0,25 mm aby doslo k znizeniu mftveho objemu. Systém bol vybaveny
spektrofotometrickym FLAME-T-UV-VIS detektorom (Ocean Optic Inc., USA)
a zdrojom UV-vis ziarenia DH2000 (Ocean Optic Inc., USA). Prepojenie detektoru so
zdrojom ziarenia bolo sprostredkované cez optické kable (priemer 0,6 mm) zakoncené
SMA konektorom na prenos signalu (Ocean Optic Inc., USA). Cely systém pre SIC bol
riadeny softvérom SIAsoft (FIAlab Instruments, USA). Na obrazku 17 je zndzornena

schéma chromatografického systému pre 1D-SIC.

Selekény

- . ventil 1 Selekény ventil 2
Zmiesavacia

2D koldna

Detektor

Obrazok 17 Schematické usporiadanie 1D-SIC systému
Na obrazku je mozné vidiet' schematické usporiadanie systéemu, ktoré bolo pouzité pri 1D-SIC metode.
Cervenou farbou je zndzorneny tok. MP1 — mobilna faza 1, MP2 — mobilnad faza 2, VZ — vzorka, O — odpad
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6.5 Popis pristroja pre 2D-SIC

Pri vyvoji 2D-SIC metddy bol pouzity rovnaky systém ako pre 1D-SIC metodu.
Rozdiel spocival len vtom, ze bola do systému pridand druhd koldéna, ktord bola
umiestnend medzi ventil 2 a detektor. Pri nastreku reagentov z 1D kolony na 2D kolonu
bol ventil 2 prepnuty do pozicie inject a samotny tok je naznaCeny na obrazku 18
¢ervenou farbou. V priebehu samotnej separacie na 2D kolone sa ventil 2 prepol do
pozicie load a MP bola na dant kolénu privadzana vyvodom ¢islo 8 na viaccestnom

ventile 1. Tok pri separacii je naznaceny ¢ervenou farbou na obrazku 19.

Selekény
ventil 1 Selekény ventil 2

(0]

Zmiesavacia
cievka

2D kolona

Obrazok 18 Usporiadanie 2D-SIC, nastrek na kolonu
Na obrdzku je zndzornend schéma 2D-SIC systému. Cervenou farbou je zndzorneny tok reagentov
pri nastreku zmesi z 1D kolony na 2D kolonu. MP1 — mobilna fiza 1, MP2 — mobilna faza 2, VZ
—vzorka, O — odpad

Selekény
- ) ventil 1 Selekény ventil 2
Zmiiesavacia

cievka

2D kolona

1D koléna

Detektor

Obrdazok 19 Usporiadanie 2D-SIC, separdcia
Na obrazku je mozné vidiet' usporiadanie 2D-SIC systéemu. Cervena ciara zndzornuje tok
v priebehu separacie. MP1 — mobilna faza 1, MP2 — mobilna fiza 2, VZ — vzorka, O — odpad
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6.6 Vyhodnocovanie dat

Vzhl'adom k tomu, Ze v priebehu prace nebol k dispozicii ziadny softvér na
vyhodnocovanie nameranych dat, boli vSetky ziskané data vyhodnocované za pomoci
programu Microsoft Excel. V danom programe boli vytvorené Sablony, ktoré boli
nasledne pouzité na vyhodnocovanie vysledkov analyzy. Na tvorbu Sablon boli vyuzité

zakladné matematické funkcie v programe Microsoft Excel.

6.6.1 Zakladna uprava dat
Pre zjednoduSenie prace s nameranymi hodnotami boli data v prvom kroku
spracovavania upravené. Upravovany bol zaznamenany ¢as, absorbancie a nasledne bola

zakladna linia vyrovnana na nulu.

Pocas analyzy detektor zaznamenéval az desat’ bodov za sekundu a zaznamenany
¢as pre kazdy bod obsahoval az sedem C¢isiel za desatinou ciarkou. Pre zjednoduSenie
prace bola hodnota zaznamenaného €asu zaokruhlena na jedno desatinne miesto. Na tlito
upravu bola v programe Microsoft Excel vyuzita funkcia zaokruhlit, ktorej zapis je
nasledovny : ZAOKROUHLIT(Cislo;¢islice). Za parameter c¢islo bol dosadeny
zaznamenany ¢as a do pozicie ¢islica bolo napisané ¢islo 1, ¢o znamena zaokruhlit’ na
jedno desatinne miesto. Tymto krokom sme dospeli k tomu, Ze boli ziskané data,

u ktorych bol kazdy jeden bod zaznamenany v priebehu 0,1 sekundy.

V priebehu tvorby Sablony boli upravené aj hodnoty absorbancie. Kedze sa
v priebehu analyzy pri oboch metddach pracovalo so vzorkami o nizkej koncentracii, tak
hodnoty zaznamenanej absorbancie boli nizke. Pre jednoduchSie spracovéavanie bola
hodnota absorbancie upravena na hodnotu mA (miliabsorbancia). Uprava spoéivala
v tom, Ze zaznamena hodnota sa vynasobila ¢islom 1000 a format bunky, do ktorej sa

vypocitala hodnota mA, bol upraveny tak, aby ukazoval vysledok s presnost'ou 0,1 mA.

Poslednym krokom zékladnej ipravy bolo vyrovnanie zékladnej linie. Najskor bol
zostrojeny graf z uz upravenych hodnoét Casu a absorbancie. Nasledne bol vybrany jeden
bod na zakladnej linii a hodnota mA tohto bodu bola odpocitana od ostatnych uz

upravenych hodnot absorbancie.

Na obrazku 20 je znazorneny chromatograficky zdznam, u ktorého boli vyuzité

vysSie popisané zakladné upravy hodnaét.
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Obrazok 20 Chromatograficky zaznam, zakladna uprava
Na obrazku su znazornené dva chromatograficke zaznamy.. Modrou farbou je vyznaceny zaznam,
u ktorého bola pouzita zakladna uprava dat bez zarovnania zdkladnej linie a u zdznamu
vyznaceného oranzovou farbou bola implementovana zdkladnd uprava dat aj so zarovnanim
zdkladnej linie.

6.6.2 Korekcia Sumu Savitzky-Golay

V priebehu prace bola vytvorena aj Sablona na korekciu Sumu. Na tpravu jedne;j
hodnoty absorbancie bolo pouzitych 17 bodov v okoli (8 pred a 8 po) [50]. Na vypocet
bola pouzitd funkcia s ndzvom Soucin skaldrni. Celkovy tvar rovnice pre vypocet
korekcie $umu v jednom bode bol nasledovny SOUCIN.SKALARNI(Polel;Pole2)/H.
Do tejto vSeobecnej rovnice bolo za Polel dosadenych 17, po sebe nasledujtcich, hodnét
absorbancie zo ziskaného zaznamu, pri¢om deviata hodnota bola hodnota korigované¢ho
bodu. Za Pole2 boli dosadené hodnoty ,urc¢ené pre vypocet korekcie Sumu zo 17 bodov,
ztabulky 4. Za H bola taktieZ dosadend hodnota ztabulky 4. Tento vzorec bol
implementovany na vSetky hodnoty absorbancie daného zdznamu. Nasledne doslo
k zakladnej tprave a vysledkom bol chromatograficky zdznam s upravenym Sumom a so

zarovnanou zakladnou liniou.

35



Tabulka 4 Hodnoty pre vypocet korekcie Sumu [50; 51]

lﬁ’(‘)’gstv 15 17 19 21 23 25
1 78 21 136 -171 42 253
13 6 51 76 21 1138

3 42 7 24 9 2 33
4 87 18 89 84 15 62
5 122 27 144 149 30 147
6 147 34 189 204 43 220
7 162 39 224 249 54 287
8 167 42 249 284 63 343
9 162 43 264 309 70 387
10 147 42 269 324 75 422
11 122 39 264 329 78 447
12 87 34 249 324 79 462
13 42 27 224 309 78 467
14 13 18 189 284 75 462
15 78 7 144 249 70 447
16 6 89 204 63 422
17 21 24 149 54 387
18 51 84 43 343
19 1136 9 30 287
20 76 15 222
21 171 2 147
22 21 62
23 42 33
24 138
25 253
hodnotaH | 1105 323 2261 3059 805 5175

Po dokonceni Sablony bolo zistované, ¢i je dané Sablona pre vyhodnocovanie dat
prinosna. Test bol realizovany nasledovne. Na chromatografickom zdzname bolo
zvolenych desat’ usekov. Rozsah kazdého useku bol dve sekundy, ¢o po zédkladnej uprave
dat predstavovalo dvadsat’ hodn6t absorbancie. Pit’ z danych tsekov bolo vo vrcholoch
jednotlivych pikov a d’alSich pét bolo ndhodne zvolenych na zadkladnej linii. Nasledne
boli porovndvane maximalne hodnoty absorbancie v danych usekoch u dat, ktoré boli
upravené pomocou Sablony na korekciu Sumu a u dat bez upravy. Bol sledovany rozdiel
absorbancie a ¢asovy posun danych bodov. Vysledky su zhrnuté v tabul’ke 5 a na obrazku

21 je zobrazeny chromatograficky zaznam, na ktorom test prebiehal.
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Tabulka 5 Test Sablony na korekciu Ssumu

V tabulke su vysledné hodnoty sledovanych parametrov, ktoré boli ziskané pocas testovania
Sablony na korekciu Sumu.

Rozdiel (mA) | Rozdiel mA (%) Casovy posun (s)
Usek 1 2,0 71,4 0,9
Usek 2 2,0 142,9 1,0
Usek 3 2,4 88,9 0,1
Usek 4 2.2 78,6 0,5
Usek 5 2,5 55,6 1,3
Usek 6 1,1 4.8 0,2
Usek 7 3,1 2,6 0,0
Usek 8 1,4 7,0 0,3
Usek 9 1,4 2,2 0,1
Usek 10 2,6 13,7 0,3

Zo ziskanych vysledkov testovania Sablony, vid’ tabul’ka 5, je zrejmé, ze za
pomoci vytvorenej Sablony je mozné znizit’ hladinu Sumu v zaznamoch pri
miniméalnom ¢asovom posune. Na zaklade tychto zisteni bola dana Sablona pouzivana

v priebehu vyhodnocovania vSetkych chromatografickych zaznamov.
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Obrazok 21 Chromatogram, test Sablony
Na obrazku su prekryté dva chromatogramy. Modrou farbou je vyznaceny povodny zdaznam
a oranzovou zaznam po korekcii sSumu. Kriziky vyznacuju maxima sledovanych usekov.
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6.6.3 Charakteristika pikov

Na vypocet zdkladnych parametrov charakterizujucich pik bola vytvorena
komplexna Sablona. Do Sablony bol, z dat ziskanych v priebehu analyzy, dosadeny cas
a hodnoty absorbancie. Néasledne doslo k zékladnej uprave dat abol vyhotoveny
chromatograficky zdznam. Do vybranych buniek danej $ablony bola dopisana dizka
kolény pouzitej v priebehu analyzy a Cas zaciatku a konca kazdého piku. Po dosadeni
tychto hodndt boli vo vytvorenej Sablone, pre kazdy pik, vypocitané nasledujuce
parametre: retencny Cas, vyska piku, Sirka piku, plocha pod pikom, symetria, rozlisenie,

pocet teoretickych etazi a hodnota HETP.

Okrem komplexnej Sablony, na vypocet zdékladnych charakteristickych
parametrov piku, boli v priebehu prace vytvorené aj Sablony, ktoré boli pouzité pri

uréovani vytaznosti, opakovatel'nosti a linearity.
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7 Vysledky a diskusia
7.1 1D-SIC metoda

7.1.1 Vyvoj metody
7.1.1.1 Vyber mobilnej a stacionarnej fazy
Mobilna faza bola pripravena zmiesanim ACN a roztok kyseliny fosforecne,

ktorého pH bolo upravene na hodnotu 2,0, v rdznom pomere.

Pri zistovani optimalnej sily mobilnej fazy a vybere chromatografickej kolony
bola MP pripravena v r6znych pomeroch a testovand na viacerych koloénach. Prehl’ad
pouzitych kolon je zhrnuty v tabulke 6. Okrem izokratickej eliicie bola testovana aj
gradientova eltcia. K vzniku gradientu dochadzalo v zmieSavacej cievke po nasati MP
s r6znou silou, kombindacie tychto sil MP, ktoré boli pouzité na tvorbu gradientu st

zhrnuta v tabulke 7.

Tabulka 6 Testované kolony
Kinetex® 5 um EVO C18; 50 x 4,6 mm
Chromolith® SpeedRod CN; 50 mm x 4,6 mm
Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm, 5 um
Ascentis® Express F5; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis® Express Phenyl-Hexyl; 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um
Chromolith® HighResolution RP-18C; 50 mm x 4,6 mm

Tabulka 7 MP pouzitd na testovanie gradientu

ACN : PhosA 2,0
MP1 MP 2
30:70 5:95
30:70 10:90
30:70 20:80
35:65 0:100
35:65 10:90
40:60 10:90
40:60 20:80
40:60 30:70

Pri vyhodnocovani zaznamov ziskanych pri testovani chromatografickych kolon
a sily mobilnej fazy sa kladol doraz na retenciu pikov, aby boli piky simerne eluované
v priebehu celej analyzy, na symetriu pikov, aby dochadzalo ¢o najmenej k

takzvanému frontovaniu a chvostovaniu piku, a prihliadalo sa aj na rozliSenie.
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Po vyhodnoteni jednotlivych chromatogrfickych zaznamov bol pre 1D-SIC
metddu zvoleny izokraticky sposob elucie, chromatograficka kolona Ascentis® Express

F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um) a MP pripravena v pomere 27:73 (ACN:PhosA).

7.1.1.2 Nastavenie detektoru

Na zaznamenavanie udajov bol pri vyvoji metddy pouzity spektrofotometricky
detektor. Frekvencia zaznamendvania bola nastavena na 8 Hz s integracnym ¢asom 50
msec. Odozva detektoru sa na chromatograme premietla v podobe absorbancie, ktorej
intenzita bola zavisla na koncentracii vzorky. Ked'ze silymarin je zmes flavonolignanov,
ktorych absorpéné spektra dosahuju maxima v rozmedzi 200-400 nm, bol detektor
nastaveny zaznamendavat’ absorbanciu vo vinovych dizkach 215, 240, 260, 280, 300 nm,
vid’ obrazok ¢islo 22. Na zdklade zistenych informécii boli vSetky nasledujiice zdznamy
vyhodnocované pri vlnovej dizke 215 nm ato z dovodu, Ze v tejto oblasti dosahuje
hodnota absorbancie jednotlivych latok najvy$S$iu intenzitu. Zaznamy pri ostatnych

vlnovych dizkach boli pouzité ako pomocné pri identifikacii jednotlivych pikov.
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Obrdzok 22 Porovnanie vinovych dizok
Na obrazku je mozné vidiet prekrytie chromatogramov ziskanych po nastreku KR2
vwhodnocovanych pri vinovych dizkach 215, 240, 260, 280 a 300 nm. Pri analyze bola pouZitd
kolona Ascentis® Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere
23:73, objem nastreku vzorky bol 10 pL a analyza trvala 16,3 minut. V bublinach je RT
v minutach a poradové cislo piku.
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7.1.1.3 Optimalizacia programu pre 1D-SIC
Kedze praca na SIC systéme je ovladana cez pocitaCovy softvér, bolo potrebné

vytvorit taky program, v ktorom budi uvedené jednotlivé kroky celého merania.

Program analyzy bol vytvoreny pomocou softvéru SIAsoft v1.1.7 uréeného pre
Windows. V priebehu vyvoja 1D-SIC metody boli v programe nastavované parametre
ako: rychlost’ nasavania MF a vzorky, objem nasavanej MF a vzorku, rychlost’ prietoku,
vlnové dizky UV-vis detektoru a pauza medzi jednotlivymi krokmi analyzy. Optimélne
nastavenie programu pre 1D-SIC metddu je zhrnuté v tabul’ke 8.

Tabulka 8 Nastavenie programu pre 1D-SIC
V tabulke je zorazené nastavenie programu, ktory bol pouzity pri analyze na dlhej kolone.

Uloha Jednotka Parametre ulohy
Nasavanie mobilnej fazy Ventil 1 Vystup ¢€.2 - zasobnik MF
Pumpa Rychlost’ 70 pL/s; objem 4500 puL.
Pockaj 4 sekundy
Nasévanie vzorku Ventil 1 Vystup €.5 - zdsobnik vzorku
Pumpa Rychlost’ 10 puL/s; objem 10 pL
Pockaj 2 sekundy
Nastrek MF + Vz na kolonu | Ventil 1 Vystup ¢.7 - kolona
Pumpa Rychlost’ 5 puL/s; objem 4510 pulL
Meranie Absorbancie Detektor | VInové diiky 215, 240, 260, 280, 300 nm

7.1.1.4 Vyvinuta metéoda
V ramci prace bola vyvinutd metdda pre 1D-SIC, ktorej zékladné charakteristika

je zhrnuté v tabul’ke 9.

Tabulka 9 Zakladna charakteristika metody pre 1D-SIC

Mobilna faza ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:27; celkovy objem 4500 uL
Kolona Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm, 5 um
Objem vzorky 10 L
Rychlost’ prietoku 5 uL/s

Nastavenie detektoru Detektor zaznamenaval vinové diiky 215, 240, 260, 280,
300 nm; 8Hz; integra¢ny Cas 50 msec
Dlzka analyzy 16,3 minut

7.1.2 Validacia vyvinutej metody
7.1.2.1 Stanovenie linearity odozvy

Linearita odozvy vyvinutej metddy bola pre jednotlivé piky stanovena metddou
linearnej regresie. Bolo pripravenych sedem roztokov v koncentracnom rozmedzi od 5
pg/ml do 150 pg/ml, KR1-7. Pre kazdu koncentracnu hladinu bolo meranie zopakované

trikrat a z tychto troch merani bola pre vypocet pouzitd priemerna hodnota zaznamenane;j
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absorbancie jednotlivych pikov. Na vyhodnotenie a vypocet bola pouzitd Sablona
pripravenda v programe Microsoft Excel. Hodnoty ziskané v priebehu merani a parametre

kalibracnych kriviek pre jednotlivé piky st zhrnuté v nasledujucich tabul’kach.

K validécii je dolezity parameter korelacného koeficientu, ktorého hodnota by

podl’a liekopisu mala byt minimalne 0,99.

Na zostrojenie kalibracnej krivky je dobré pouzit’ minimalne pét’ kalibra¢nych
roztokov. Tato podmienka bola v priebehu stanovovania linearity splnena aj napriek
tomu, ze na chromatograme, ktory vznikol pri nastreku KR 1 je odozva niektorych pikov
nizka a preto boli namerané hodnoty na tejto koncentracnej hladine pouzité pri vypocte
linedrnej odozvy iba pre pik s priemerny retenénym casom 8,1 a 14,0 minut.

Chromatogram pre KR 1 je mozné vidiet’ na obrazku 23.
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Obrdzok 23 Chromatogram 1D-SIC KR1
Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri ndastreku KR 1. Pri analyze bola pouzita kolona
Ascentis® Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73,
objem nastreku vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. Vyhodnotenie prebehlo pri vinovej
dizke 215 nm. V bublindch je RT v miniitach a poradové cislo piku.

Latka s najslabSou retenciou dosiahla RT 6,5 minuty. Pri vypocte parametrov
kalibracnej krivky bolo pouzitych Sest bodov a vyslednd hodnota korelaéného
koeficientu daného piku vyhovuje poziadavkam liekopisu. Namerané hodnoty vysky piku
pre jednotlivé néastreky v jednotlivych koncentraénych hladinach su zhrnuté v tabul’ke 10.

V tabul’ke 11 st Statistické parametre kalibracnej krivky daného piku.
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Tabulka 10 Namerané hodnoty pre pik s retencnym ¢asom 6,5 minut

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(pg/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
10,5 5,8 6,2 5,3 5,77 6,38%
26,0 12,4 11,4 11,1 11,63 4,78%
52,5 21,5 22,6 21,8 21,97 2,11%
93,3 35,6 36,4 36,6 36,20 1,19%
116,7 43,4 40,2 40,7 41,43 3,39%
150,5 62,4 61,4 60,3 61,37 1,40%

Tabulka 11 Statistické parametre pre kalibracmi krivku piku s retencnym casom 6,5 miniit
Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n=06 Odhad chyby
Smernica b=2,61569 +0,148
Absolutny ¢len a=-2,84199 +5222
Korela¢ny koeficient r=0,993637

Rezidudlna odchylka s =6,861

U druhého piku, s retenénym c¢asom 8,1 minut, bolo na zostrojenie kalibracne;
krivky pouzitych osem bodov. Z dat uvedenych v nasledujucich tabul’kach je zrejmé, ze
korelacny koeficient latky, s RT 8,1 mintt, v sledovanom koncentraénom rozmedzi

dosiahol hodnotu 0,996215 s rezidualnou odchylkou 5,359.

Tabulka 12 Namerané hodnoty pre pik s retencnym casom 8,1

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(ng/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
5,25 12,4 13,2 13,3 12,97 3,11%
10,5 22.8 22,6 23,1 22,83 0,90%
26,0 59,9 55,4 53,1 56,13 5,03%
52,5 109,4 112,6 115,0 112,33 2,04%
93,3 177,7 177,4 178,9 178,00 0,36%
116,7 212,0 201,7 207,4 207,03 2,03%
150,5 297.,0 299.9 299.4 298,77 0,42%

Tabulka 13 Statistické parametre pre kalibracnii krivku piku s retencnym casom 8,1 minit

Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n=7 Odhad chyby
Smernica b=0,528165 +0,021
Absolttny ¢len a=-2,04226 + 3,307
Korelaény koeficient r=0,996215

Rezidudlna odchylka s =5,359
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Na zostrojenie kalibra¢nej krivky piku s RT 8,6 minat bolo pouZzitych iba Sest’
bodov, ked’ze odozva tohto piku po nastreku KR1 bola nizka. U dané¢ho piku bolo
v sledovanom koncentratnom rozmedzi dosiahnuté hodnot 0,987497 korelaéného
koeficientu a 9,602 rezidualnej odchylky. Korelacny koeficient po zaokruhleni na stotiny

stale spiia poziadavku liekopisu.

Tabulka 14 Namerané hodnoty pre pik s retencnym casom 8,6

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(pg/mL)_ (mA) (mA) (mA) (mA)
10,5 4.6 49 4,5 4,67 3,64%
26,0 9,1 8,8 9,9 9,27 5,01%
52,5 19,0 19,7 18,7 19,13 2,19%
93,3 27,0 27,0 26,4 26,80 1,06%
116,7 33,3 31,2 32,6 32,37 2,70%
150,5 48,0 49,3 50,2 49,17 1,84%

Tabulka 15 Statistické parametre pre kalibracnii krivku piku s retencnym casom 8,6 miniit
Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n==6 Odhad chyby
Smernica b=3,305451 + 0,264
Absolutny ¢len a=-2,9818 + 7,350
Korela¢ny koeficient r=0,987497

Rezidudlna odchylka s =9,602

Korelaény koeficient piku s RT 14,0 minit dosiahol v danom koncentraénom

rozmedzi hodnotu 0,996838, ¢o vyhovuje poziadavkam liekopisu.

Tabulka 16 Namerané hodnoty pre pik s retencnym ¢asom 14,0

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(pg/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
5,25 7,6 7,5 7,6 7,57 0,62%
10,5 12,6 14,2 14,3 13,70 5,69%
26,0 36,1 32,5 30,9 33,17 6,56%
52,5 58,9 61,7 61,9 60,83 2,25%
93,3 98,5 98,5 96,7 97,90 0,87%
116,7 116,1 107,1 109,3 110,83 3,46%
150,5 155,3 154,1 154,9 154,77 0,32%

Tabulka 17 Statistické parametre pre kalibracnii krivku piku s retencnym casom 14,0 minit

Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n=7 Odhad chyby
Smernica b=1,020758 + 0,036
Absolutny ¢len a=-4,85069 + 3,102
Korela¢ny koeficient r=0,996838

Rezidudlna odchylka s =4,899
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Pik, ktory reprezentuje latku s najvécSou retenciou dosiahol reten¢ny cas 15,5
minat. Na zostrojenie kalibracnej krivky tohto piku bolo pouzitych len pét bodov a to
z dovodu, Ze pri nastreku KR 1 bolo odozva daného piku prili§ nizka a pri nastreku KR2
nebol pik Gplne zaznamenany, vid’ obrazok 24.

Tabulka 18 Namerané hodnoty pre pik s retencnym ¢asom 15,5 minut

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(pg/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)

26,0 9,3 9,2 9,2 9,23 0,51%

52,5 15,5 15,5 15,8 15,60 0,91%

93,3 27,2 25,3 25.5 26,00 3,28%

116,7 30,3 28,1 29.3 29,23 3,08%

150,5 37,5 37,1 37,3 37,30 0,44%

Tabulka 19 Statistické parametre pre kalibracnii krivku piku s retencnym casom 15,5 miniit
Statistické parametre pre regresiu :

y=a+ bx
Pocet bodov n=>5 Odhad chyby
Smernica b=4,450514 +0,179
Absolutny ¢len a=-16,6684 +4,561
Korela¢ny koeficient r=0,997585
Rezidudlna odchylka s =3,982
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Obrdzok 24 Chromatogram 1D-SIC KR2
Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri nastreku KR 2. Pri analyze bola pouzita kolona
Ascentis® Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73,
objem nastreku vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. Vyhodnotenie prebehlo pri vinovej
dizke 215 nm. V bublindch je RT v miniitach a poradové cislo piku.
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7.1.2.2 Limit detekcie a limit kvantifikacie

Na uréenie LOD a LOQ jednotlivych pikov boli vyuzité data namerané v ramci
hodnotenia linearity odozvy 1D-SIC metddy. Pri urCovani hodnoty LOD bola postupne
porovnavana vyska jednotlivych pikov s vySkou Sumu na chromatogramoch ziskanych
pri analyze kalibracnych roztokov (KR1-KR7). Ako hodnota LOD daného piku bola
urc¢end koncentracia kalibra¢ného roztoku, na ktorého chromatograme bola vyska daného
piku minimalne tri-krat vysSia ako vyska Sumu. Chromatogramy sa vyhodnocovali
postupne od kalibracného roztoku s najnizSou koncentraciou (KR 1) az po ten s najvysSou
(KR7). Hodnota LOQ pre jednotlivé piky bola nasledne vypocitana z hodnét LOD. Na
zaklade spdsobu ur¢ovania LOD a LOQ su hodnoty tychto parametrov len orienta¢né.
Vysledky st zhrnuté v nasledujicej tabul’ke.

Tabulka 20 LOD a LOQ 1D-SIC
V tabulke su uvedené hodnoty LOD a LOQ pre jednotlivé piky.

Retencny cas
(min) 6,5 (1) 8,1(2) 8,6 (3) 14,0 (4) 15,5 (5)
LOD
10 5 10 5 -
(ng/mL)
LOQ
30 15 30 15 -
(ng/mL)

7.1.2.3 Opakovatel’nost’

Dalsi valida¢ny parameter, ktory bol stanovovany pri finilnych podmienkach
vyvinutej metddy bola opakovatel'nost’. Na stanovenie daného parametra bol pouzity KR
4 a KR 7. Pri oboch roztokoch bolo meranie realizované Sest’ krat. Chromatogramy pre

jednotlivé roztoky st na obrazkoch 25 a 26.

Parametre, na ktoré bol pri vyhodnocovani kladeny doraz, boli retencné casy
jednotlivych pikov, plocha pod danymi pikmi a intenzita odozvy detektoru v podobe
absorbancie. Zo ziskanych hodndt retencnych casov, ploch pod pikmi a absorbancie bol
vypocitany priemer a smerodajna odchylka. Z tychto hodndt bola nasledne dopocitana

relativna smerodajna odchylka.

Vysledky zistovanych parametrov pre KR 4 st zhrnuté v nasledujucej tabulke.
Priaznivym zistenim je, Ze smerodajnd odchylka RT neprekrocila 1% ani u jedného

z pikov.
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Tabulka 21 Opakovatelnost pre KR 4

Retencny
Xas (mit) 6,5 (1) 8,2 (2) 8,7 (3) 14,2 (4) 15,7 (5)
SD 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
RSD (%) 0,11 0,07 0,17 0,19 0,14
Absorbancia 21,5 109,0 18,3 59,5 14,7
(mA)

SD (mA) 0,8 3,9 1,0 1,9 1,0
RSD (%) 3,63 3,54 5,41 3,19 6,60
Plocha pod 9, ¢ 15711,9 2756,0 22544,5 4180,2

pikom
SD 141,6 8393 2452 7722 383,8
RSD (%) 6,74 5,34 8,90 3,43 9,18
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Obrazok 25 Opakovatelnost KR 4

Na obrdzku su chromatogramy, ktoré vznikli pri testovani opakovatelnosti. Ako vzorka bol
pouzity KR 4 u ktorého sa nastrek zopakoval Sest krat. Pri analyze bola pouzita kolona Ascentis®
Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73, objem nastreku
vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. V bublindch je RT v minutach a poradové cislo
piku.

V tabul'ke 22 su zhrnuté vysledky pre KR7, ktoré boli ziskané pri testovani
opakovatel'nosti. Z vypocitanych hodndét smerodajnych odchylok sledovanych
parametrov je zrejmé, Ze vysledky u KR 7 vysli lepSie ako u KR 4 a ani u jedného piku

neprekrocila hodnota smerodajnej odchylky 5%.
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Tabulka 22 Opakovatelnost pre KR 7

Retencny
Xas (mit) 6,6 (1) 8,2 (2) 8,7 (3) 14,3 (4) 15,8 (5)
SD 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0
RSD (%) 0,08 0,08 0,13 0,09 0,06
Absorbancia 61,7 300,8 49,0 1543 37.2
(mA)

SD 1.0 4.0 0.9 2.8 0.9
RSD (%) 1,54 1,32 1,76 1,83 2,40
Plochapod | )45 ¢ 432203 7379.6 592522 10887,1

pikom
SD 2254 1396.9 3543 1172.6 5265
RSD (%) 3,61 3,23 4,80 1,98 4,84
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Obrazok 26 Opakovatelnost KR 7

Na obrdzku su chromatogramy, ktoré vznikli pri testovani opakovatelnosti. Ako vzorka bol
pouzity KR 7 u ktorého sa ndstrek zopakoval Sest krat. Pri analyze bola pouZita kolona Ascentis®
Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73, objem nastreku
vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. V bublindch je RT v minutach a poradové cislo
piku.
7.1.2.4 Vytazinost

Pre vyvinuta 1D-SIC metddu bola stanovovana aj vytaznost. Pri stanovovani
tohto parametra bola pouzitd vzorka z caju, vzorka ztabliet a vzorka na urcenie
vytaznosti. Podrobny popis pripravy tychto vzoriek je spomenuty v podkapitole 6.3. Pre
kazdu z tychto vzoriek bola, za findlnych podmienok, analyza zopakovana dva krat. Zo

ziskanych dat bola pre jednotlivé piky, u danych vzoriek, vypocitana priemerna hodnota

vysky piku a plochy pod pikom. Na vypocet bola pouzitd Sablona pripravend v programe
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Microsoft Excel. Vysledky st zhrnuté v tabulkdch niz§ie. Na obrazkoch 27 a 28, su

zobrazené chromatogramy pre vzorku z ¢aju a vzorku z tabliet.

Optimalne by bolo, keby hodnota vytaznosti jednotlivych pikov u vzorky z ¢aju
a aj u vzorky z tabliet dosiahla 100%. Z dat zhrnutych v tabulkach 23 a 24 je zrejmé, ze
hodnoty vyt'aznosti niektorych pikov nemaju od 100% d’aleko.

Z nevysvetlitelnych dovodov st hodnoty vytaznosti pikov s RT 14,0 a 15,5 minut

u vzorky z ¢aju diametralne odli$né od ostatnych hodnot.

Na chromatograme vzorky z ¢aju, obrazok 27, je na zaciatku zdznamu vidiet’ eSte
jeden pik, ktory sa vSak nevyskytoval u Standardu a preto vytaznost’ u tohto piku nebola

stanovovana.

Tabulka 23 Vytaznost 1D-SIC vzorka z caju

Retenényéas | 65(1) | 8112) | 863 | 1404 | 155(5)
Vyska piku
Priemer ST 20,5 84,7 14,6 25,7 6,2
Priemer VZ 5,7 21,8 8.2 12,3 4,2
Priemer STVZ 28,0 139.6 26,1 62,6 15.4
Vytaznost’ (%) 109,3 139,1 122,9 195,9 179,8
Plocha pod pikom

Priemer ST 1860,3 11405,3 2025,6 8209,9 1650,6
Priemer VZ 439.5 2709,3 962,5 3357,9 820,2
Priemer STVZ | 2371,1 17399,5 3411,8 21166,1 3860,3
Vytaznost’ (%) 103,8 1288 120,9 216,9 184,2
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Obrazok 27 Chromatogram 1D-SIC vzorka z caju
Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri nastreku vzorky z caju. Pri analyze bola pouZitd kolona
Ascentis® Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73, objem nastreku
vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 miniit. Vyhodnotenie prebehlo pri vinovej dizke 215 nm. V bublindch
je RT v minutach a poradové cislo piku. Bublinami su oznacené piky, u ktorych sa stanovovala vytaznost.
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Tabulka 24 Vytaznost 1D-SIC vzorka z tabliet

Retenényéas | 65(1) | 8112 | 863 | 1404 | 155(5)
Vyska piku
Priemer ST 20,5 84,7 14,6 25,7 6,2
Priemer VZ 28.8 115,3 16,3 38.4 14,3
Priemer STVZ 48,1 199,9 26,8 54,5 21,2
VytaZnost’ (%) 94,1 99,8 72,3 62,8 111,29
Plocha pod pikom
Priemer ST 1860,3 11405,3 2025,6 8209,9 1650,6
Priemer VZ 24942 15261,4 2083,7 13056,3 4056,0
Priemer STVZ | 4208,9 26422,5 3579,9 19614.,6 5681,7
VytaZnost' (%) 92,2 97,9 73,9 79,9 98,49
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Obrdzok 28 Chromatogram 1D-SIC vzorky z tabliet

Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri nastreku vzorky z tabliet. Pri analyze bola pouZita
kolona Ascentis® Express F5 (10 cm x 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere
23:73, objem nastreku vzorky bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. Vyhodnotenie prebehlo pri
vinovej dlzke 215 nm. V bublinach je RT v minutach a poradové cislo piku. Bublinami su
oznacené piky, u ktorych sa stanovovala vytaznost.
7.1.2.5 Ostatné valida¢né parametre

Okrem uz spominanych parametrov, bola v ramci validdcie vyvinutej metody
hodnotend aj symetria pikov, rozliSenie a u¢innost’ chromatografickej kolony, vyjadrenej

ako pocet teoretickych etazi.

Ako predosle, tak aj tieto parametre boli hodnotené pri findlnych podmienkach,
ktoré st zhrnuté v tabul’ke 9 a program analyzy bol nastaveny podla tabulky 8. Na

vyhodnotenie a prepocet bola pouzita Sablona v programe Microsoft Excel.
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V tabulke 25 st vypocitané hodnoty symetrie pikov, rozliSenie a pocet
teoretickych etazi pre jednotlivé piky. Na obrazku 29 je chromatogram, z ktorého boli

dané parametre prepocitavané.

Podl'a doporucenych limitov FDA by mal byt faktor symetrie mensi ako 2,
hodnota rozliSenia véac¢sia ako 2 a hodnota vyjadrujuca pocet teoretickych etazi by mala
byt’ vacsia ako 2000. Podla vypocitanych hodndt sa da skonstatovat’, Ze az na hodnoty
rozli$enia pikov s RT 8,1 a 14,0 minut, vyvinutd metoda spiia pozadované limity FDA

pre dané parametre.

Tabulka 25 Parametre 1D-SIC

Retencny
¢as (min) 6,5 (1) 8,1(2) 8,6 (3) 14,0 (4) 15,5 (5)
Symetria 1,36 1,11 1,13 0,81 1,16
piku
Pocet
teoretickych 9265 6414 8892 2892 5407
etazi
HETP 10,79 15,59 11,25 34,58 18,49
RozliSenie 5,9 1,7 8,6 1,7 | -
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Obrdzok 29 Chromatogram KR 4
Na obrazku je chromatogram z ktorého boli vyhodnocované ostatné validacné parametre pikov
1D-SIC metody. Ako vzorka bol pouzity KR 4. Pri analyze bola pouZita kolona Ascentis® Express
F5(10cmx 4,6 mm, 5 um), MF tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 23:73, objem ndastreku vzorky
bol 10 uL a analyza trvala 16,3 minut. V bublindach je RT v minutach a poradove cislo piku.
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7.2 2D-SIC metoda

7.2.1 Vyvoj metody

7.2.1.1 Vyber mobilnej a stacionarnej fazy

Pre 2D-SIC metddu bola pouzita MP pripravena v pomere 30:70 (ACN:PhosA

2,0).

Pri vybere chromatografickej kolény sa testovalo rdézne usporiadanie kolon

v prvej a druhej dimenzii. Prehl'ad je zhrnuty v tabul’ke 26.

Tabulka 26 Kombindacia kolon pre 2D-SIC metodu

Prva kolona

Druha kolona

Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x
4,6 mm, 2,7 um

Chromolith® Flash RP 18C; 25 mm x 3
mm

Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x
4,6 mm, 2,7 um

Chromolith® FastGradient RP-18C; 50
mm X 2 mm

Chromolith® FastGradient RP-18C; 50
mm X 2 mm

Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x
4,6 mm, 2,7 um

Kinetex® 5 ym EVO C18; 30 x 3,0 mm

Ascentis® Express RP-amide; 30 mm x

4,6 mm, 2,7 um
Casticova kolona Discovery Cyano Ascentis® Express F5; 30 mm x 4,6 mm,
(Supelco); 5 pm 2,7 pm
Casticova kolona Discovery Cyano Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm,
(Supelco); 5 pm 5 um
Casticova kolona Discovery RP — 18 C Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm,
(Supelco); Spm 5 um

Po vyhodnoteni jednotlivych dat ziskanych pocas testovania vhodnej kombinacie
kolon bola pre prva dimenziu zvolena chromatografickd kolona Kinetex® 5 pm EVO
C18 (30 x 3,0 mm) a pre druhti dimenziu chromatograficka kolona Ascentis® Express F5

(30 mm x 4,6 mm, 2,7 pm).

7.2.1.2 Optimalizacia programu pre 2D-SIC

Vzhl'adom k tomu, ze pre vyvinuta 2D-SIC metddu bol pouzity rovnaky pristroj
ako pre 1D-SIC metdodu bolo treba v priebehu vyvoja nastavit’ parametre analyzy.
V pouzitom softvéri SIA soft v1.1.7 boli optimalizované jednotlivé kroky analyzy.
Okrem uZ spominanych parametrov v podkapitole 7.1.1.3, bolo treba pre 2D-SIC metédu
nastavit’ aj optimalne rozdelenie zmesi do frakcii, ktoré boli nasledne nastrekované z 1D-

kolony na 2D-kolonu. Nastavenie programu pre 2D-SIC metodu je zhrnuté v tabul'ke 27.
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Tabulka 27 Nastavenie programu pre 2D-SIC
V tabulke je zhrnutie nastavenia programu pre vyvinutu 2D metodu, z dévodu usetrenia miesta nie je v tabulke
uvedend 5 sekundovd pauza, ktorda nasledovala po kazdej vykonanej uilohe.

Uloha Jednotka Parametre ulohy
Zopakuj 1x
Nasavanie mobilnej fazy Ventil 1 Vystup ¢.2 — zasobnik MF
Pumpa Rychlost’ 70 uL/s; objem 3500 pL
Nasavanie vzorku Ventil 1 Vystup ¢.5 — zasobnik vzorku
Pumpa Rychlost’ 10 puL/s; objem 10 pL
Nastrek na kolonu Detektor Vlnové dizky 215, 240, 260, 280, 300 nm
Ventil 3 Prepni do pozicie Inject
Ventil 1 Vystup ¢.7
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; objem 350 uL
Separacia Ventil 1 Vystup €. 8
Ventil 3 Prepni do pozicie Load
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; zvy$ny objem
Zopakuj 2x
Nasavanie mobilnej fazy Ventil 1 Vystup ¢.2
Pumpa Rychlost’ 70 pL/s; objem 3500 pL
Nastrek na koloénu Ventil 3 Prepni do pozicie Inject
Ventil 1 Vystup €. 7
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; objem 100 uL
Separacia Ventil 1 Vystup €. 8
Ventil 3 Prepni do pozicie Load
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; zvy$ny objem
Zopakuj 1x
Nasavanie mobilnej fazy Ventil 1 Vystup ¢.2
Pumpa Rychlost’ 70 pL/s; objem 3500 pL
Nastrek na kolénu Ventil 3 Prepni do pozicie Inject
Ventil 1 Vystup €. 7
Pumpa Rychlost nastreku 10 pL/s; 350 uL
Separacia Ventil 1 Vystup €. 8
Ventil 3 Prepni do pozicie Load
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; zvy$ny objem
Zopakuj 1x
Nasavanie mobilnej fazy Ventil 1 Vystup ¢.2
Pumpa Rychlost’ 70 pL/s; objem 3500 pL
Nastrek na kolonu Ventil 3 Prepni do pozicie Inject
Ventil 1 Vystup €. 7
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s;obejm 600 pL
Separacia Ventil 1 Vystup €. 8
Ventil 3 Prepni do pozicie Load
Pumpa Rychlost’ 10 pL/s; zvy$ny objem
Detektor Zastav skenovanie
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7.2.1.3 Vyvinuta metéda
V priebehu préace doslo aj k vyvoju 2D-SIC metody, ktorej zakladna charakteristika
je zhrnuta v tabul’ke 28.

Tabulka 28 Zdkladne parametre pre 2D-SIC metodu

Mobilna fiza ACN a PhosA 2,0 v pomere 30:70
Koléna v pozicii €.1 Kinetex® 5 um EVO C18; 30 x 3,0 mm
Koldna v pozicii ¢.2 Ascentis® Express F5; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Objem vzorky 10 puL

Rychlost’ prietoku 10 pL/s

Nastavenie detektoru Detektor zaznamenaval vinové diiky 215, 240, 260, 280,
300 nm; 8Hz; integra¢ny ¢as 50 msec
DIzka analyzy 35,3 minit

7.2.2 Validacia vyvinutej metody

7.2.2.1 Stanovenie linearity odozvy

Linearita odozvy vyvinutej metody bola pre jednotlivé piky stanovena metdédou
linearnej regresie. Na zostavenie kalibra¢nej krivky bolo pouzitych pit’ kalibraénych
roztokov (KR1-4 a KR7) v koncentratnom rozmedzi od 5 pg/mL do 150 pg/mL. Pre
kazdu koncentra¢ni hladinu bolo meranie za findlnych podmienok zopakované trikrat
a z tychto troch merani bola pre vypocet pouzitd priemerna hodnota zaznamenanej
absorbancie jednotlivych pikov. Na vyhodnotenie a vypocet bola pouzita Sablona

pripravena v programe Microsoft Excel.

Problém nastal pri vyhodnocovani vysledkov a spocival v tom, Ze pri néstreku KR
1 bola odozva detektoru pre niektoré piky taka nizka, Ze z chromatogramu nebolo mozné
zaznamenat vySku danych pikov. KedZe na zostrojenie kalibracnej krivky je
pozadovanych asponl pit’ bodov, tak linearita bola urcend iba pre piky s RT 16,7; 23,7;
32,0; a 32,5 minut. Nie prili§ $tastnym bolo aj to, ze rozdiel koncentracie medzi KR 4

a KR 7 bol prili§ velky.

Namerané hodnoty a parametre kalibracnej krivky pre piky, u ktorych bola

linearita stanovovana st zhrnuté v nasledujtcich tabul’kéch.

Hodnota korela¢ného koeficientu ani ujedného piku nedosiahla liekopisom

pozadovanu hodnotu 0,99.
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Tabulka 29 Namerané hodnoty pre pik s RT 16,7 minut

Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(ng/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
5,25 39,1 39,9 39,4 39,47 0,84%
10,5 62,5 69,1 57,5 63,03 7,54%
26,0 80,2 104 103,4 95,87 11,56%
52,5 253,8 232,8 2354 240,67 3,88%
150,5 361,9 360,9 326,8 349,87 4,66%
Tabul’ka 30 Statistické parametre pre kalibracnii krivku piku s RT 16,7 minuit
Statistické parametre pre regresiu :
y=a+ bx
Pocet bodov n=>5 Odhad chyby
Smernica b=0,433391 + 0,093
Absolutny ¢len a=-19,8804 + 18,337
Korela¢ny koeficient r=0,937546
Rezidudlna odchylka s = 24,664
Tabulka 31 Namerané hodnoty pre pik s RT 23,8 minut
Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(ng/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
5,25 35,5 22,3 19,6 25,80 26,93%
10,5 20,7 16,6 9,5 15,60 29,66%
26,0 14,5 18,3 17,3 16,70 9,63%
52,5 37,6 33,9 34,4 35,30 4,64%
150,5 104,3 82,1 56,9 81,10 23,88%
Tabul'ka 32 Statistické parametre kalibracnej krivky pre pik s RT 23,8 miniit
Statistické parametre pre regresiu :
y=a+bx
Pocet bodov n=>5 Odhad chyby
Smernica b =2,208042 + 0,309
Absolutny ¢len a=-28,5607 + 13,137
Korelaény koeficient r=0,971781
Rezidudlna odchylka s=16,725
Tabulka 33 Namerané hodnoty pre pik s RT 32,0 minut
Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(ng/mL) (mA) (mA) (mA) (mA)
5,25 49,3 47,1 45,5 47,30 3,29%
10,5 65,2 59,1 48,2 57,50 12,23%
26,0 60,2 84,9 86,1 77,07 15,49%
52,5 156,0 138,3 122,6 138,97 9,82%
150,5 274,2 212,5 192,5 226,40 15,36%
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Tabul'ka 34 Statistické parametre kalibracnej krivky pre pik s RT 32,0 minit

Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n=>5 Odhad chyby

Smernica b =0,804823 + 0,105

Absolttny ¢len a=-39,5852 + 13,405

Korela¢ny koeficient r=0,975566

Rezidualna odchylka s=15,578

Tabulka 35 Namerané hodnoty pre pik s RT 32,5 minut
Koncentracia | Nastrek ¢.1 | Nastrek ¢.2 | Nastrek ¢.3 Priemer RSD
(ng/mL)_ (mA) (mA) (mA) (mA)

5,25 16,5 14,6 15,0 15,37 5,32%
10,5 20,6 22,0 21,9 21,50 2,97%
26,0 16,3 25,0 25,0 22,10 18,56%
52,5 59,5 55,2 52,7 55,80 5,03%
150,5 83,6 68,7 69,6 73,97 9,22%

Tabulka 36 Statistické parametre kalibracnej krivky pre pik s RT 32,5 minut
Statistické parametre pre regresiu :

y=a+bx

Pocet bodov n=>5 Odhad chyby
Smernica b=2,192596 + 0,544
Absolutny ¢len a=-34,2632 + 24,064
Korela¢ny koeficient r=0,918665

Rezidudlna odchylka s = 28,009

7.2.2.2 Limit detekcie a limit kvantifikacie

Rovnakym spésobom ako pri stanovovani LOD a LOQ u 1D-SIC metody sa
postupovalo aj pri vyhodnocovani danych parametrov u vyvinutej 2D-SIC metddy.
Pomer vysky piku a vysky Sumu bol sledovany na chromatografickych zaznamoch
kalibraénych roztokov ziskanych v priebehu stanovovania linearity odozvy 2D-SIC

metody.

Na zéklade spdsobu vyhodnocovania su ako pre 1D-SIC metodu, tak aj pre 2D-
SIC metddu hodnoty LOD a LOQ jednotlivych pikov len orientacné. Vysledky st zhrnuté

v nasledujucej tabul’ke.

Tabulka 37 LOD a LOQ pre 2D-SIC

Retenény
Sas 2.7(1) | 972 1(63’)7 237(4) | 254(5) | 32.0(6) | 32.5(7)
(min)
LOD

10 10 5 5 10 5 5
(ng/mL)
LOQ

30 30 15 15 30 15 15
(ng/mL)
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7.2.2.3 Opakovatel’nost’

Na hodnotenie opakovatel'nosti vyvinutej metdody bol pouzity KR 7, u ktorého
bolo pat krat, za finalnych podmienok, realizované meranie. Pri vyhodnocovani bol
kladeny doraz na parametre charakterizujuce jednotlivé piky, a to retencny Cas, plocha
pod pikom a absorbancia. Z nameranych hodndt sa vypocital priemer, smerodajna
odchylka a nésledne relativna smerodajnd odchylka. Na vyhodnocovanie jednotlivych

zaznamov bola pouzita Sablona pripravena v programe Microsoft Excel.

Vysledné hodnoty opakovatel'nosti u KR 7 st zhrnuté v tabul'ke 38. Hodnoty
smerodajnych odchylok neprekrocili 1% iba u retenénych ¢asov. Pri porovnani vysledkov
vyvinutych metdd bolo dosiahnuté lepSich vysledkov u 1D-SIC metddy, kde pri pouZiti
KR 7 ani jedna hodnota smerodajnej odchylky neprekrocila 5 %.

Na obrazku 30 je chromatograficky zaznam tretieho nastreku KR 7. St na ilom
oznacené piky, pre ktoré bola opakovatelnost’ vypocitand. Zdznam je rozdeleny na pat

usekov podla nastreku frakcii z 1D kolony na 2D kolonu.

Tabulka 38 Opakovatelnost pre KR 7

Retencny | 2.7 9.7 167 | 238 | 254 | 320 | 325

¢as (min) (1) (2) (3) 4 (5) (6) (7
SD 04 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
RSD (%) 024  0,04| 004 004 005 004 0,07
Absz’lfllf)“c‘a 1005 | 1749| 3965| 682| 167.5| 2066| 72.8
SD 128 463|668 219| 196] 3656 5.5

RSD (%) 12,71 | 2647| 1686 | 32,19| 11,73| 17,70 17,56
Pl‘;cl,ﬁin'i"d 6282.6 | 7794.9 | 261434 | 5608,5 | 16963.5 | 22239.0 | 9110,1
SD 739.4 | 2275.8| 39757 | 1673.9 | 2182.9| 44744 | 6967
RSD (%) 11,77 | 292| 1521 | 29,85| 12,87 20,12| 7,65
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Obrazok 30 Chromatogram 2D-SIC pre KR 7, nastrek 3
Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri nastreku KR7. Chromatogram je rozdeleny na
useky podla frakcii nastrekovanych z 1D do 2D. Pre prvu dimenziu bola pouzita kolona Kinetex®
SumEVO CI18 (30 x 3,0 mm) a pre druhi Ascentis® Express F5 (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um) , MF’
tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 30:70, objem nastreku vzorky bol 10 uL a analyza trvala 35,3
minut. Vyhodnotenie prebehlo privinovej dlzke 215 nm. V bublindch je RT v minutach a poradové
cislo piku.
7.2.2.4 Vytainost
Na ur€enie vytaznosti vyvinutej 2D-SIC metody bol zvoleny rovnaky postup ako
pre 1D-SIC metodu. Boli zrealizované merania vzorky z ¢aju, vzorky z tabliet a vzorky
na urenie vytaznosti. Postup pripravy tychto vzoriek je podrobnejSie popisany
v podkapitole 6.3. Pre kazdu vzorku sa analyza zopakovala dva-krat. Analyza prebiehala
za finalnych podmienok, vid’ tabul’ka 28, a program bol nastaveny podl'a tabulky 27.
Pri vyhodnocovani kvantifikdcie 2D-SIC metdédy boli dosiahnuté limity

sti€asného spracovania dat a vysledky vytaznosti sa nepodarilo vyhodnotit’.
7.2.2.5 Ostatné valida¢né parametre

Rovnako, ako pri 1D-SIC metdde, boli parametre jednotlivych pikov, ako symetria,
rozliSenie a u¢innost’ chromatografickej kolony, vyhodnotené aj pre vyvinuta 2D-SIC
metodu.

Jednotlivé parametre boli hodnotené pri finalnych podmienkach, ktoré su zhrnuté

v tabul’ke 28 a program analyzy bol nastaveny podl'a tabul’ky 27. Na vypocet jednotlivych

parametrov bola pouzita Sablona pripravena v programe Microsoft Excel.

58



V nasledujucej tabulke su vypocitané hodnoty symetrie pikov, rozlisenie a pocet
teoretickych etdzi pre jednotlivé piky vyvinutej 2D-SIC metody. Vysledné hodnoty boli
ziskané z chromatografického zaznamu, ktory je na obrazku 31.

Pozitivhym zistenim bolo, Ze rovnako ako u 1D-SIC metody, tak aj u 2D-SIC
vyvinutej hodnoty jednotlivych parametrov spliuji poziadavky FDA. Jedind hodnota
ktora nespliia limit je rozli$enie piku s RT 32,0 minit.

Tabulka 39 Parametre 2D-SIC

Retenény
das (miny | 27D | 97 () | 167() | 238(4) | 254 (5) | 320(6) | 32.5(7)
Symetria 0,95 1.4 1,97 1,87 0,80 1,13 1,06
piku
Pocet
teoretickych | 3798 | 11693 | 6080 | 1925| 5299 | 3548 | 2942
etazi
HETP 7.90 2.57 493 | 1558 5.66 845 10.20
RozliSenie 68.8 61,0 36.6 6.7 27.0 1.6
400
300
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Obrdzok 31 Chromatogram 2D-SIC pre KR 2
Na obrazku je chromatogram, ktory vznikol pri nastreku KR2. Chromatogram je rozdeleny na
useky podla frakcii nastrekovanych z 1D do 2D. Pre prvi dimenziu bola pouzita kolona Kinetex®
Sum EVO CI18 (30 x 3,0 mm) a pre druhu Ascentis® Express F5 (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um) , MF
tvoril ACN a PhosA 2,0 v pomere 30:70, objem ndstreku vzorky bol 10 uL a analyza trvala 35,3

miniit. Vyhodnotenie prebehlo privinovej dizke 215 nm. V bublindch je RT v miniitach a poradové
c¢islo piku.
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8 Zaver

Aby bolo mozné splnit prvy ciel prace bola vyvinuta, optimalizovana
avalidovand 1D-SIC a2D-SIC metdéda uréena na separaciu latok obsiahnutych
v silymarine. Silymarin predstavuje zmes flavonoliganov, ktort tvori SBa, SBg, ISBa,
ISBg,SCa, SCg a SD. V priebehu vyvoja bola zvolend vhodnd mobilna a stacionarna faza

a taktiez bolo optimalizované nastavenie programu analyzy.

K analyze 1D-SIC metddou bola pouzita dlha koloéna Ascentis® Express F5 (10
cm X 4,6 mm, 5 um) a predkolona opti-guard® C18 (1mm). Rezim analyzy bol zvoleny
izokraticky o dizke analyzy 16,3 minit s prietokovou rychlostou 5 pL/s. Ako mobilna
faza bola pouzita zmes ACN s PhosA 2,0 pripravena v pomere 27:73.

Pri analyze 2D-SIC metodou bola v prvej dimenzii pouzitd koléna Kinetex® 5
um EVO C18 (30 x 3,0 mm) a pre druhu dimenziu bola zvolend koléna Ascentis®
Express F5 (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um). V 2D-SIC systéme bola este pred prva kolonu
zaradena predkolona opti-guard® C18 (1mm). Rezim analyzy bol zvoleny izokraticky
o dizke 35,3 minut s prietokovou rychlostou 10 pL/s. Ako mobilna faza bola pouzita

zmes ACN s PhosA 2,0 pripravena v pomere 30:70.

V priebehu 1D-SIC analyzy boli latky obsiahnuté v Standarde silymarinu
separovan¢ do piatich pikov. U vyvinutej 2D-SIC metédy boli separované latky
premietnuté do siedmych pikov, ktoré boli rozlozené v piatich tsekoch podla frakeii
nastrekovanych z 1D koldny na 2D koldénu. Vzhl'adom k tomu, Ze v priebehu prace neboli
pouzité Standardy latok obsiahnutych v silymarine nedoslo k identifikécii jednotlivych

pikov.

Pre jednotlivé piky boli, z dat ziskanych pocas analyzy, stanovené validacné
parametre ako symetria, rozliSenie, pocet teoretickych etazi, linearita, LOD a LOQ,
opakovatel'nost’ a vytaznost. Po vyhodnoteni jednotlivych parametrov sa d4 konstatovat’,
ze vyvinutd 2D-SIC metoda dosahuje porovnatelné vysledky s ID-SIC metddou
v parametroch ako je symetria piku, rozliSenie, pocet teoretickych etaZi a opakovatelnost’
retenénych casov. V ostatnych parametroch vsak 2D-SIC metdda vyrazne zaostava.
Vytaznost sa u 2D-SIC metddy nepodarilo ani vyhodnotit, kde sa ukazali limity

sucasného spracovavanie dat.
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Z dovodu chybajuceho softvéru na vyhodnocovanie nameranych dat pre SIC boli
vSetky vysledky spracované za pomoci programu Microsoft Excel. V tomto programe
bola pripravend Sablona, v ktorej doslo ku korekcii Sumu detektoru a nasledne
k vypocitaniu jednotlivych validacnych parametrov. Vd’aka takto pripravenej Sablone

bolo vyhodnocovanie jednotlivych chromatografickych zaznamov vyrazne zrychlené.
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