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Abstrakt
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Analytické chemie

Kandidat: Kristyna Pavelkova
Skolitel: doc. PharmDr. Petr Chocholous, PhD.

Nazev diplomové prace: Sekvencni injekéni chromatografie — pokrocilé separace

bioflavonoid( v potravnich doplricich

V praci byla vyvinuta metoda sekvencni injekéni chromatografie s UV detekci pro
separaci bioflavonoid( rutinu, diosminu a hesperidinu. Byl vytvoren postup pro Upravu

dat z detektoru, ktery umoznuje zvyseni citlivosti metody.

Pro separaci byla pouzita chromatograficka kolona YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x
4,6 mm; 5 1, 8 nm. Mobilni fazi tvofila smés acetonitrilu s kyselinou fosfore¢nou pH 2,0
v poméru 25:75. Byla zvolena izokraticka eluce; pratokova rychlost 10 pl/s a celkova

délka analyzy byla 7,9 minut.

Pro analyzu byl pouZit systém pro sekvencni injekéni chromatografii a software SlAsoft.

Pro zpracovani a Upravu dat byly pouzity programy Microsoft Excel a Origin Pro 9.

Vyvinutou metodou se nepodafilo kvantifikovat obsah flavonoidi Hemostopu Probio

MAX. Metoda Upravy dat pfinesla vyznamné snizeni LOD a LOQ.

Klicova slova: flavonoidy, rutin, diosmin, hesperidin, sekvenéni injekéni chromatografie,
Savitzky-Golay filtr, potravni doplriky.



Abstract
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical chemistry

Candidate: Kristyna Pavelkova
Supervisor: doc. PharmDr. Petr Chocholous, PhD.

Title of diploma thesis: Sequential injection chromatography — advanced separations of

bioflavonoids in food supplements

Two methods were developed in the thesis. A primary method of sequential injection
chromatography with UV detection was developed for separation of bioflavonoids rutin,
hesperidin and diosmin. A second method was developed for adjustment data, which

enables to increase sensitivity of first developed method.

Chromatographic column YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4.6 mm; 5 p, 8 nm was used
for separation. The mobile phase consisted of a mixture of acetonitrile with phosphoric
acid solution pH 2.0 prepared in a ratio of 25:75. Isocratic elution was chosen; flowrate

was 10 ul/s and total length of analysis was 7.9 minutes.

Sequential injection chromatography system and computer software SIAsoft was used
for analysis. Programs Microsoft Excel and Origin Pro 9 were used for processing and

adjustment of data.

Developed method was not succesfull in quantification of amount of flavonoids in
Hemostop Probio MAX. Method for data adjustment enabled significant reduction of
LOD and LOQ.

Keywords: flavonoids, rutin, diosmin, hesperidin, sequential injection chromatography,

Savitzky-Golay filter, food supplements.



Seznam zkratek

2D-SIC dvojdimenzionalni sekvenéni injekéni chromatografie
AcetA kyselina octova

DMSO dimethylsulfoxid

ESI-MS elektrosprejova ionizace — hmotnostni spektrometrie
FDA Food and Drug Administration; Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

KR1 kalibra¢ni roztok o koncentraci 5 pg/ml

KR2 kalibra¢ni roztok o koncentraci 10 pg/ml

KR3 kalibra¢ni roztok o koncentraci 15 pg/ml

KR4 kalibra¢ni roztok o koncentraci 25 pg/ml

KRs kalibra¢ni roztok o koncentraci 40 pg/ml

KRe kalibra¢ni roztok o koncentraci 60 pg/ml

KRz kalibracni roztok o koncentraci 100 pg/ml

KRs kalibracni roztok o koncentraci 150 pg/ml

LOD limit detekce

LogP rozdélovaci koeficient

LoQ limit kvantifikace

PhosA kyselina fosforecna

pKa disociacni konstanta

RSD relativni smérodatna odchylka

SD smérodatna odchylka

SIA sekvencni injekéni analyza

SIC sekvencni injekéni chromatografie

SPE-HPLC extrakce na tuhou fazi, ve spojeni s HPLC
SST systém suitability test; test vhodnosti systému
uv ultrafialové zareni

UV-VIS ultrafialové — viditelné zareni
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1 Uvod

Vtéto praci jsem se zaméfila na analyzu bioflavonoidl obsaZenych v pfipravku
Hemostop Probio MAX. Mezi ucinky bioflavonoidd se fadi Gcinky protizanétlivé,
gastroprotektivni, antioxidaéni a venoprotektivni. Pro venoprotektivni vlastnosti se

vyuziva rutin, hesperidin a diosmin.

Pro analyzu byla vyuZita sekvencni injekéni chromatografie (SIC). Jednd se o pomérné
novou separacni analytickou metodu, rozvijenou zejména na katedfe analytické chemie
FaF UK. Metoda vznikla zapojenim monolitické kolony do pfistroje pro sekvencni injekéni

analyzu (SIA). Dal$imi upravami vznikl pfistroj SIChrom ™ |l, s kterym jsem pracovala.

SIC dosahuje s vyuzZitim stejnych kolon podobné separacni ucinnosti a citlivosti jako
vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC). SIC vynikd rychlosti separace, nizsi
cenovou narocnosti a nizsi spotiebou Cinidel. Hlavni nevyhodou SIC je malo sofistikované
zpracovani dat. Software neumoznuje pfimé vyhodnoceni chromatogramu jako je tomu
u HPLC. Data je tfeba zpracovat a vyhodnotit v jiném programu, napfiklad v MS Excel.
V rdmci diplomové prace byly vytvoreny postupy pro snazsi vyhodnoceni dat a pro
dosazeni nizsiho LOD a LOQ. Pro Upravu dat byl pouzit program Origin Pro 9, ktery ke

korekci Sumu pouziva Savitzky-Golay filtr.

10



2 Cil prace
Cilem prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu SIC separaci bioflavonoid
rutinu, hesperidinu a diosminu; nasledné tuto metodu aplikovat pro analyzu téchto

bioflavonoidd obsazenych v potravnim dopliku Hemostop Probio MAX.

Druhym cilem bylo vytvofit postup pro jednodussi Upravu a vyhodnoceni dat ziskanych
prostrednictvim SIC. Diky pokrocilejSimu zpracovani dat by méla byt zvySena i citlivost a
preciznost metody, zdroven by uUprava dat méla snizit LOD a LOQ a tim umoznit

hodnoceni i pfi velmi malych koncentracich analytu.

Tretim cilem bylo ovérit vhodnost pouziti SIC sytému i pti velmi malych koncentracich a

pfi nizkych objemech nastfiku vzorku.
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3 Teoreticka cast

3.1 Bioflavonoidy

Bioflavonoidy neboli flavonoidy jsou rostlinné sekunddarni metabolity s Sirokym spektrem
strukturnich typd a ucink(. Zakladni strukturou je 2-fenylchroman, ktery je oxidovan za
vzniku dalSich struktur, konkrétné se jednd o flavony, flavonoly, flavanoly,
dihydroflavanoly, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly, chalkony a aurony. Mezi flavonoidy
fadime pres 4000 latek a patfi mezi nejrozsitenéjsi sekundarni metabolity. Vyskytuji se

nejcastéji ve formé glykosid [1-3].

Flavonoidy maji fadu pozitivnich uc¢ink( na lidsky organismus. PUsobi anfilogisticky,
diureticky, nékteré mohou snizovat krevni tlak a dilatovat cévy. Dale mohou pUsobit
spasmolyticky, cholereticky a cholagogicky. Mezi velmi vyznamné vlastnosti patfi jejich
antioxidacni a chelatacni pUsobeni. Schopnost eliminovat volné kyslikové radialy a
reaktivni formy kysliku (ROS) ma podil na kardioprotektivnim a neuroprotektivnim
ucinku. ROS maji vliv také napftiklad na bunécné starnuti nebo mutagenezi bunék, Ize
tedy hovorit i 0 ochrané proti nddorovym onemocnénim. Branénim oxidace lipidd chrani
kardiovaskularni systém pred oxidacnim poskozenim. Studie ukazuji, Ze dostatecny

prijem flavonoid snizZuje riziko mortality ICHS a incidence IM u starSich muz( [1, 2, 4, 5].

Terapeuticky lze flavonoidy vyuZit pti infekénich onemocnéni jako podpUlirné prostredky.
Inhibuji hyaluroniddzu, ¢imzZ brani rozsifovani mikrobidlnich toxin( a potencuji Gcinek
vitaminu C. Hlavnim terapeutickym vyuZitim flavonoidU je l1é€ba Zilnich onemocnéni, jako
jsou krecové Zily a hemoroidy. Normalizuji permeabilitu membran, odstranuji lomivost
kapilar a maji hemorhagicky a antiedematézni ucinek [5]. Témito vlastnostmi disponuji i

flavonoidy rutin, diosmin a hesperidin, kterymi se v praci zabyvam.

Bioflavonoidy poddvané perordlné maji obvykle nizkou biodostupnost, kterd je
zpUsobena jejich velmi malou rozpustnosti ve vodé a také nestabilitou v kyselém
prostredi Zaludku, kde dochazi k hydrolyze glykosidickych vazeb. Zvyseni biodostupnosti
Ize dosahnout sniZzenim velikosti ¢astic — mikronizaci, a fizenym uvolhovanim latky
z lékové formy. Vyhodnou formou jsou pelety a granulaty, obalené acidorezistentni

latkou [6]. Mezi registrované lécivé pripravky vyuZivajici mikronizovanou formu

12



flavonoid( patfi napfiklad Detralex, Devenal nebo Flebazol. Ptipravky obsahuji

mikronizovany diosmin a hesperidin [7].

Obrdzek 1 —Vzorec 2-fenylchromanu [8]
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3.1.1 Rutin

Sumarni vzorec: C27H30016

Registracni Cislo CAS: 153-18-4

Molarni hmotnost: 610,5

Vzhled: Zluty nebo zeleno?luty krystalicky prasek.
pKa: 6,37; -3,7

LogP: -0,87

Absorpéni spektrum: absorpéni maximum pfi 256 nm a 356 nm (pH 3), 271 nm a 385 nm

(pH 8,4)

RUT pH 8.4

Absorbance
'_I.

200 300 400 500 600

Obradzek 2 — Absorpéni spektrum rutinu (upraveno) [9]

Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v methanolu, mirné
rozpustny v ethanolu 96 %, prakticky nerozpustny v dichlormethanu. Rozpousti se

v roztocich alkalickych hydroxidd [10-12].

Rutin se vyuZiva kléébé Zilni nedostatec¢nosti, mirné hemoragie spojené s lomivosti

kapilar, jako adjuvans pfi |é€bé infekénich onemocnéni a alergii. Poprvé byl izolovdn
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z routy vonné (Ruta graveolens, Rutaceae). Vyznamnym zdrojem rutinu je jerlin japonsky
(Sophora japonica, Fabaceae), pohanka obecnd (Fagopyrum esculetum, Fabaceae) a
blahovi¢nik (Eucalyptus macrorhyncha, Myrtaceae). Déle se vyskytuje napfiklad v oplodi

pomerance, v listech ¢erného rybizu nebo v nati violky [1, 5].

o
HH\\.N‘T‘____-f"# O )
o, 0 ] ]
e -
O HT___.-' Wi O .
0

Obrdzek 3 — Vzorec rutinu [11]
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3.1.2 Diosmin

Sumarni vzorec: CgH3,015

Registracni ¢islo CAS: 520-27-4

Molarni hmotnost: 608,55

Vzhled: Sedo?luty nebo svétle Zluty hygroskopicky prasek.
pak: 7,31, -3,6

LogP: -0,44

Absorpéni spektrum: absorpéni maximum pfi 269 nm a 372 nm

1.0

0.8 -

Whdios

Absorbance

0.2

0.0 T T T T T
250 300 350 400 450 500

A (nm)
Obrdzek 4 — Absorpcni spektrum diosminu a jeho komplexu s oxidem vanadicitym [13]

Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vodé, dobrfe rozpustny v dimethylsulfoxidu a
prakticky nerozpustny v ethanolu 96 %. Rozpousti se ve zfedénych roztocich alkalickych

hydroxida [12, 14, 15].

Standardizovand smés diosminu s hesperidinem se vyuzivd na |écbu Zilni
nedostatecnosti, lymfatickych edém( a hemoroidl. Diosmin se nachazi napfiklad

v kokoSce pastusi tobolce (Capsella bursa pastoris, Brassicaceae) nebo v kvétu horkého
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pomerance (Citrus aurantium, Rutaceae). Zrostlin se diosmin neizoluje, vyrabi se

z hesperidinu dehydrogenaci [1, 16].

0
o~ - o
"“x\l___-* 0
i, 0. 0 o
e .
- D 1.\'""~-~-..\..__.--"'-----' ""aq D
0

Obradzek 5 — Vzorec diosminu [15]
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3.1.3 Hesperidin

Sumarni vzorec: C8H34015

Registracni Cislo CAS: 520-26-3

Molarni hmotnost: 610,6

Vzhled: Sedo?luty nebo svétle Zluty hygroskopicky prasek.
pKa: 8.61, -3,6

LogP:-0,31

Absorpéni spektrum: absorpéni maximum pfi 230 nm a pti 283,8 nm

1.10 }
100
0.90 |
(b, 80 E
0.70 { 2838
0.60 |
0.50
0.40 |
0.30
0.20 |
0,10
.00 :

Al

220,00 240.00 260,00 280.00 300.00 32000 34000 36000 380.00
fifm

Obrdzek 6 — Absorpcni spektrum hesperidinu [17]
Rozpustnost: TéZce rozpustny ve vodé a v methanolu [12, 18, 19].

Hesperidin se v kombinaci svitaminem C vyuZzivd na l|é¢bu lomivosti kapilar, pfi
hemoragiich a mirné hypertenzi [1]. Nachazi se v oplodi citrusovych plod(, konkrétné
v oplodi mandarinky (Citrus reticulata, Rutaceae), hotkého pomerance (Citrus x
aurantium L. ssp. aurantium, Rutaceae) a sladkého pomerance (Citrus sinensis,

Rutaceae) [16].
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Obrazek 7 — Vzorec hesperidinu [19]

3.1.4 ReSerse praci popisujici stanoveni bioflavonoidu
V tabulce 1 jsou uvedeny pfiklady metod stanoveni flavonoid( rutinu, diosminu a
hesperidinu. Kromé HPLC spojené s UV/VIS spektrofotometrii nebo hmotnosti

spektrometrii se vyuzivd naptiklad elektrochemickych metod [20] nebo

chemiluminiscence [21].

Reserse ukazala, Ze se k separaci asto pouzivaji kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi,
jedna se o kolony s reverzni fazi C18 nebo reverzni amidovou fazi. Jako mobilni faze se
pouzivd smés metanolu s vodou nebo acetonitrilu s kyselinou mravenci, octovou nebo
fosfore¢nou. Na zdkladé podminek z reSerSe byla vyvijena metoda SIC, kdy klicovy byl
vybér separacni kolony s potfebnou ucinnosti a sloZeni mobilni faze tak, aby doslo

k Uplnému rozliseni analytl v co nejmensim ¢ase a s co nejmensi spotfebou mobilni faze.
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Tabulka 1 — ResSerse

Pratokova
Stanov. A
Pfistroj Kolona rychlost Mobilni faze Detekce Zdroj
latky [nm]
[ml/min]
LiChrospher A —methanol
Diosmin RP-18
HPLC | (250 mm x 1,0 B —voda UV/VIS 280 | [22]
Hesperidin 4.6 mm
¢ ’ 45:55
5 um)
Symmetry Gradientova
C18;
(250 mm x eluce:
Diosmin SPE- 3 mm; A —methanol
Sum) 0,58 UV/VIS 285 | [23]
Hesperidin HPLC predkolona B — acetonitril
Guard
column C18 C—voda pH 2,5
(5 mm x
4,6 mm)
A —kyselina
LiChrospher
Diosmin RP Select B mravenci pH 4,1
HPLC | (75 mmx 1,2 UV/VIS 280 | [24]
Hesperidin 4mm B — methanol
5 pm) 58:42
Symetry R A — methanol
Diosmin RP-C18 [25]
HPLC | (150 mm 0,6 B-voda UV/VIS 346
Hesperidin 46 mm
’ ’ 45:55
5 um)
LiChrosorb A —methanol
Diosmin RP C18
HPLC | (250 mm x 1,5 B-voda UV/VIS 345 | [26]
Hesperidin 4.6 mm
’ ¢ 60:40
10 pum)
Gradientova
XBridge BEH eluce:
Hesperidin Cc18
HPLC | (150 mm 1,0 A—kyselina UV/VIS 280 | [27]
Rutin 4,6 mm
’ ’ octova 4%
3 um)
B — acetonitril
Ascentis A — acetonitril
Diosmin
EXpre?S RP- B — acetatovy pufr 255
Hesperidin | HPLC Amide 1,0 UV/VIS [28]
(100 mm x pH 3,0 283
Rutin 3,0 mm,
30:70

2,7 um)




Pruitokova

Stanov. A
Pfistroj Kolona rychlost Mobilni faze Detekce Zdroj
latky [nm]
[ml/min]
. A —fosfatovy pufr
Diosmin Kinetex
C18 (250 pH 4,0
Hesperidin HPLC mm x 1,0 uv/VviIS 275 [29]
B — acetonitril
Rutin 4,6 mm,
5 um) 75:25
Gradientova
Diosmin Kinetex eluce:
Cc18
Hesperidin | HPLC (50 mm x 0,25 A — acetonitril ESI-MS - (30]
Rutin 2,1 mm, B —kyselina
2,6 um)
mravenci (0,1 %)
Chromolith Gradientova eluce
Fast A — acetonitril
Hesperidin Gradient 254
UHPLC | Monolithic | 1.2; 1,3 B — kyselina UV/VIS [31]
Rutin 280
RP-18e trifluoroctova
(50 mm x
2,0 mm) (0,05 %)

3.2 Sekvencni injekéni chromatografie
Sekvencni injekéni chromatografie je metoda vyvinutd v roce 2003. Vznikla zapojenim
kratké monolitické kolony do pfistroje pro pritokovou metodu sekvencni injekéni analyzy

SIA. Tato metoda je rozvijena predevsim na katedie analytické chemie FaF UK.

Zakladnimi ¢astmi pfistroje jsou obousmérna pistova pumpa, vicecestny selekéni ventil,

chromatograficka kolona a detektor vybaveny pritokovou celou.

Principidlné se jednda o metodu s nekontinualnim pritokem, coz je hlavni rozdil proti
HPLC. Mobilni faze i vzorek jsou v nékolika naprogramovanych krocich (sekvencich)

pumpou nasaty do misici civky a poté vtlaceny na kolonu a do detekéni cely.

SIC je dobfe vyuzZitelnd pro rychlou chromatografickou analyzu relativné jednoduchych
vzork( obsahujicich mensi pocet (2-5) analyt(. Pfistroj SIC Ize vyuZit i pro Upravu vzorku
pfed samotnou chromatografickou separaci, pokud vzorek obsahuje nekompatibilni
matrici nebo nizké koncentrace analyt(l. Vyuzit mizeme on-line extrakci z kapaliny do
kapaliny nebo extrakci na tuhou fazi. Pro dalsi zvySeni selektivity a citlivosti Ize vyuzit

napf. fluorescencni detektor. Pfestoze byla metoda plivodné zamyslena pro jednoduché
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analyzy, diky vyvoji Ize dnes vytvofit podminky pro gradientovou eluci, nebo ziskat
dvoudimenzionalni 2D-SIC zapojenim druhé kolony. Diky postupnému vyvoji Ize do
pristroje zapojit delSi monolitické, ale i ¢asticové kolony, a tim dale rozsifit separacni

moznosti.

SIC dosahuje separacni Ucinnosti a citlivosti jako HPLC. Vyhodou je rychlost separace,
moznost spojeni s Upravou vzorku, nizka ndrocnost na mnoizstvi vzorku i cinidel,
miniaturizace, automatizace a relativni jednoduchost (oproti HPLC). Diky nizsi spotiebé
¢inidel (a nizsi produkci odpadu) se naklady na analyzu mohou snizit az na polovinu.
Hlavni nevyhodou metody je nedostatecné uzivatelské zazemi pro dalsi vyhodnoceni dat.
Limitaci metody je také sila a objem pumpy, coZz ma vliv na velikost pouzité kolony a délku
analyzy. Také ostatni ¢asti pristroje musi byt zvoleny tak, aby odolavaly pracovnim tlakiim

minimalné 10 MPa [32—-34].

3.2.1 Usporadani pristroje

Zakladni soucasti pristroje je pistova pumpa a vicecestny ventil. Pumpa pracuje obéma
sméry, ma obvykle objem 4-10 ml a je schopna vyvinout tlak az 1500 psi (10,3 MPa) [33].
Pumpa je napojend na misici civku a ma pojistny ventil, ktery chrani pumpu pfi
prekroceni tlaku 1500 psi. Misici civka je dlouha stocena kapilara s primérem 0,75 mm
a objemem okolo 1 ml. Civka je napojena na centrdlni port vicecestného selekéniho
ventilu. Ventil prepind mezi nékolika vedlejSimi porty, ze kterych vedou kapilary do
zdsobniku s mobilni fazi, se vzorky a roztoky standard(, a také do odpadu a do separacni
kolony. Pres ventil probihd nasati mobilni faze a vzorkd na civku a vtlaéeni na kolonu.
Ventil podle sekvence programu pfepina mezi jednotlivymi porty. Na chromatografickou
kolonu navazuje priatokova detekéni cela ve tvaru Z. Detekce se provadi zpravidla pomoci

UV-VIS DAD detektoru [33, 35].
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W SiC S

Obrdzek 8 — Schéma pristroje SIC [35]

Popis obrazku: 1 — pistova pumpa, 2 — vicecestny selekéni ventil, 3 — chromatograficka
kolona, 4 — misici civka, 5 — pojistny ventil pumpy 1500 psi, 6 — detektor, 7 — tlakovy ventil

20 psi, MP — mobilni faze, S — vzorek, W — odpad.

3.2.2 Kolony
Chromatograficka kolona vyuzitelna pro separaci sekvencni injekéni chromatografii musi
generovat nizsi zpétny tlak, nez kolony bézné pouzivané v HPLC. Tuto podminku spliuji

monolitické kolony a kratsi kolony s ¢asticemi s tuhym jadrem.

Monolitické kolony byly vyuzivany pfi vzniku této metody. Jedna se o kolonu tvorenou
pevnym poréznim materidlem, ktery zapliiuje cely vnitini prostor kolony. Anorganicky
monolit obsahuje dva typy por(i: makropdry a mesopory. Velké pory (makropory) maji
velikost okolo 1 um. UmoZiuji rychlou interakci mezi stacionarni a mobilni fazi. Stfedné
velké pory (mesopdry) s velikosti mezi 2-50 nm maji dostatecné velky povrch a zarucuji
tak vysokou separacni kapacitu. Diky vysoké porozité maji tyto kolony relativné maly
odpor a mohou se tak vyuZivat v systémech s nizSim tlakem i pfi vy$sich pritokovych
rychlostech. Monolit muize byt tvoren také organickym polymerem nebo

komprimovanym gelem, ale jejich struktura je tvofena pouze makropdry [36—38].

Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi, (také core-shell, fused-core nebo solid-core
kolony) jsou naplnény ¢asticemi, které jsou tvoreny jadrem a obalem. Jadro je pevné a
nepropustné pro mobilni fazi. Je obalené jednou nebo vice vrstvami pordzniho
materialu, ktery umoziuje interakci s mobilni fazi. Velikost ¢astic komercéné dostupnych
kolon je od 1,3 do 5 um, pomér velikosti jaddra a obalu je rlizny v zavislosti na vyrobci.

Diky mensimu objemu pérovitého materialu je pfevod hmoty mezi stacionarni a mobilni
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fazi rychlejsi a dochazi tak ke zrychleni analyzy s relativné mensim zpétnym tlakem [38,

39].

3.3 Odstranéni Sumu signdlu detektoru

Odstranéni (filtrovani) Sumu, neboli vyhlazovéni, je ve statistice ¢asto uzivand metoda
uréend k Upravé dat. S vyuzitim aproximacnich funkci dochazi k zachyceni dulezZitych
vzorl, zatimco Sum pozadi je snizen/vyhlazen. Funkce vzajemné porovnava hodnoty
sousedicich signal( a upravuje je. Casto vyuzivanym algoritmem je klouzavy primér,
ktery je vhodny na zachyceni dlouhodobych nebo opakujicich se jevi. DalSimi metodami
jsou napfriklad lokdlni polynomidlni regrese, filtr Butterworth, nebo v HPLC casto

vyuzivany filtr Savitzky-Golay [40].

3.3.1 Savitzky-Golay filtr

Filtr Savitzky-Golay pracuje na zakladé polynomialni aproximace metodou nejmensich
Ctvercu. Filtr zachovava sSitku (a relativné i vysku) piku pavodniho signalu, pfi vyhlazeni
Sumu zakladni linie. Vyhodou filtru Savitzsky-Golay mUze byt, Ze nezpUsobuje posun dat

pfi vyvhodnoceni a nevytvari casové mezery [41].

Pro optimalni nastaveni parametrl filtru je stéZejni nadefinovat 2 proménné, které

ovliviiuji miru vyhlazeni grafu. Jedna se o fad polynomu (N) Sife datového okna (M).

Nejvy$si moziny rad polynomu je % M. Cim vy3$i Fad polynomu je pouZit, tim vérnéji se
upravenad ktivka podoba plvodni. Dochazi tak sice k mensimu zkresleni a chybovosti dat,
ale pfilis vysoky stupen muze vést k nedostatecnému zjednoduseni nebo k nedplnému
vyhlazeni Sumu. Naopak velmi nizky rad muize vést k velkému zjednoduseni vysledkt na

Ukor presnosti a zachovani profilu plivodniho grafu [41].

Filtr aproximuje data po Usecich 2 M + 1, proto i Sife datového okna ovlivni vysledny graf.
Ptivybéru je tfeba pamatovat, Ze 2 M > N. Plati, Ze ¢im Sirsi je datové okno (tedy ¢im vice
dat je aproximovano), tim vétsiho vyhlazeni Sumu na zékladni linii dosdhneme. | v tomto
pfripadé muze pouziti filtru zménit profil grafu (napriklad vysku piku), proto neni vhodné

volit prilis Siroky usek [41].

K presnéjsimu zachovani profilu piku Ize pomoci zvySenim frekvence sbéru dat, kdy
ziskdame vice zaznama za sekundu. ProtoZe je vrchol piku tvofen vice body, pfi stejném

M dojde k niz§imu ovlivnéni vysky piku neZz u zaznamu s nizsi frekvenci sbéru dat.
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3.4 Validace analytické metody

Validace je ovérovani platnosti analytického postupu. Demonstruje a dokumentuje
kvalitu analytické metody stanovenim definovanych kritérii a mérenim jejich hodnot
[42]. Proces validace lze oznacit za proces, pti kterém je urcovdna vhodnost pouziti
daného systému pro ziskani relevantnich dat. Pro spravné provedeni validace je kriticky

vybér valida¢nich parametrt [43].

3.4.1 Presnost metody

Presnost metody (accuracy), dfive spravnost, je tésnost shody mezi vysledkem méreni a
pfijatou referenéni hodnotou. Rozdil mezi vysledkem méreni a pfijatou referencni
hodnotu je chyba méreni. Rozdil mezi stfedni hodnotu vysledk(l méreni (priimér) a
prijatou referen¢ni hodnotou je odchylka, neboli bias. Tato odchylka charakterizuje
systematickou chybu. Hodnocenim spravnosti se urcuje pfitomnost nebo nepfitomnost
nahodné soustavné chyby [42]. Uvadi se také vytéznost v procentech, dle nasledujiciho

vzorce:

__ vysledek méreni 100

referentni hodnota

3.4.2 Preciznost metody

Preciznost metody (precision), dfive pfesnost, je definovdna jako hodnota uddvajici miru
tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky. Zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych
chyb a nema vztah k referenéni hodnoté. Pfesnost metody muizZe byt vyjadrena jako

opakovatelnost, mezilehla pfesnost nebo reprodukovatelnost [43].

Opakovatelnost metody (repeatibility) je definovana jako tésnost shody mezi vzajemné
nezavislymi vysledky pti pouziti téZze metody na identickém materialu, v téZe laboratofi,

tymz pracovnikem, za pouZiti tychz pfistroja béhem kratkého ¢asového rozmezi [43].

Opakovatelnost odezvy se vyjadfuje jako odhad relativni smérodatné odchylky RSD
v procentech pro fadu ndaslednych méreni pro nejméné tfi nastfiky nebo pro méreni

porovnavaciho roztoku. Vypocita se podle vzorce:

—7)2
RSD(%) = X¢ [F2-,

VvV némz znadi:
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yi — jednotlivé hodnoty vyjadrené jako plocha piku, vySka piku nebo pomér ploch u

metody vnitifniho standardu;
y — prdmér jednotlivych hodnot;
n — pocet jednotlivych hodnot [12].

Mezilehla presnost metody (intermediate precision) je presnost méreni, které zahrnuje
stejny postup méreni, stejné misto a opakovani méreni na stejnych/podobnych
objektech v SirSim ¢asovém useku. Obvykle dochazi ke zméné obsluhy nebo méficiho

systému. Hodnoti se relativni smérodatna odchylka [43].

Reprodukovatelnost metody (reproducibility) vyjadiuje tésnost shody mezi navzajem
nezavislymi vysledky ziskanymi mérenim stejného materialu za rlznych podminek
(ptistroj, misto, ¢as) se zachovanim stejné metody. Hodnoti se relativni smérodatna

odchylka [43].

3.4.3 Linearita a rozsah metody

Linearita (linearity) je definovana jako schopnost metody poskytnout v daném rozsahu
linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu. Je-li predpokladana
pfimkova zavislost, je vytvoren kalibracni model a metoda vyhodnoceni linearity.

Linearni zavislost dvou proménnych je vyjadfena vztahem:
y =a+ bx,
kde a je posun na ose y a b je smérnice kalibraéni pfimky [43].

Tésnost vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korelacni
koeficient R. Nabyva hodnot #1, pficemz pfima zdvislost mezi proménnymi je
pravdépodobnéjsi, ¢im vice se koeficient blizi 1 (R = <0, 1>). Hodnoty kolem 0 znaci, zZe
proménné linedarné zavislé nejsou. Pro hodnoceni linearity obvykle plati kritérium

R > 0,9900 dle Ceského Iékopisu [43].

Pracovnirozsah je rozmezi hodnot, pro které bylo validaci potvrzeno, Ze je v ném metoda
aplikovatelna (byl prokdzana presnost, preciznost, linearita). Provadi se méreni vzorku

s rliznou hodnotou obsahu analytu, z dat je vytvoren odpovidajici graf, vypocitana
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rovnice prfimky a korelacni koeficient. Rozsah je ohrani¢en dolni a horni mezi

stanovitelnosti [43].

3.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

analyticky signdl statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti (limit of
guantifiction, LOQ) odpovidd koncentraci, pfi které pfesnost a preciznost stanoveni
dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Mez stanovitelnosti musi byt vidy soucasti
linearniho rozsahu metody, obvykle se jednd o prvni bod kalibra¢ni pfimky. LOD a LOQ
Ize vypocitat naptiklad z poméru signdlu a Sumu, ze smérodatné odchylky odezvy nebo

z kalibraéni ptimky [43]. Pro vypocet z poméru signalu k Sumu (S/N) se vyuziva vzorec:

2H
SIN =350
v némz znaci:
H — vysku piku odpovidajicitho dané slozce na chromatogramu predepsaného

porovnavaciho roztoku mérenou od vrcholu piku k extrapolované zakladni linii signalu,
ktery se sleduje ve vzdalenosti rovné nejméné pétinasobku sSirky piku v poloviné jeho

vysky;

h — rozpéti Sumu na chromatogramu ziskaném pfi slepé zkousce, sledovaném ve
vzdalenosti rovné nejméné pétindsobku Sitky piku v poloviné jeho vysky na
chromatogramu predepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud mozno rovhomérné

na obé strany od mista, kde by se mél nachazet sledovany pik [12].

Limit detekce je koncentrace analytu, pro kterou plati S/N = 3. Limit kvantifikace je

koncentrace poskytujici S/N = 10 [44].

3.4.5 Selektivita metody

Selektivita (method selectivity) je schopnost metody presné a precizné analyzovat dany
analyt i v pfitomnosti interferujicich latek, jako jsou pfibuzné Iatky, rozkladné produkty
nebo pomocné latky. Je testovdna porovnanim vysledkl méreni vzork( standard( a

vzorka s matrici [42].
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3.4.6 Robustnost

Robustnost (robustness) je mira vlivu proménnych podminek na vysledek analyzy. Mezi
proménné patfi napriklad sloZzeni mobilni faze, pouzitd kolona nebo stabilita roztoku. Je
obtizné hodnotitelna, Ize bud’ slovy vyjadrit poznatky pfi vyvoji nebo hodnotu stanovit

experimentalné [43, 44].

3.4.7 Test zpUsobilosti systému

Test zpUsobilosti systému (system suitability test, SST) je soubor podminek, pfi jejichz
splnéni plati dfive provedend validace metody. Pokud neni uvedeno jinak, SST by mél byt
proveden vzdy na pocatku méreni, pfi zméné systému nebo pti podezieni na chybné
fungujici systém. Mél by obsahovat nejméné dva z nasledujicich parametr(:
opakovatelnost nastriku, rozliSeni, faktor symetrie piku, retencni faktor, relativni retence,
pocet teoretickych pater, pomér signdlu k Sumu [43, 44].

Rozliseni (Rs) popisuje miru separace dvou pik(l. Vypocita se podle vzorce:

R. = 1,18 (tpz—tRr1)
g = ——=2 A
Wh1tWha

kde trz > tr1,

v némz znaci:

tr1 a trz — retenéni Casy piku;

Whi1 @ Wh2 — Sitky pikd v polovi¢ni vysce [12].

Faktor symetrie (As) ukazuje symetrii piku. Paklize je As rovna 1, pik je symetricky. Pokud
je As mensi nez 1, jednd se o Celni ndbéh piku, pokud je vétsi nez 1, jednd se o

chvostovani. Faktor symetrie se vypocita podle vzorce:

Wo,05
A - 2>
S 2d '’

v némz znaci:
wo,05 — Sifku piku v jedné dvacetiné jeho vysky;

d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetiné jeho vysky [12].
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Polet teoretickych pater (N) je parametr pro hodnoceni G¢innosti kolony. U&innost
kolony ovliviiuje miru rozsifovani elu¢nich zén. Kolona je rozdélena na teoreticka patra,
v kterych dochazi k ustdleni rovnovahy mezi analytem navazanym na stacionarni fazi a

Vv

analytem v mobilni fazi. Vyssi pocet pater tak umoziuje mensi rozmyvani zény piku, a
tim znadi vyssi uc¢innost separace. Pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou
slozkou, s kolonou, s teplotou kolony, mobilni fazi a retenénim ¢asem. Vypocita se podle
nasledujiciho vzorce:
tr\?
N =554 (=),
Wh

v

v némz znaci:
tr— retencni ¢as piku odpovidajici dané slozce;
wh — Sitku piku v poloviné jeho vysky.

Hodnoty tra wh musi byt vyjadreny ve stejnych jednotkach [12].
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité pfristroje a pomucky

Trepacka lka M3 basic

Ultrazvukova vana Bandelin Sonorex Digitec

pH metr Shott P1

Analytické vahy Sartorius

Manudlné automatické pipety Brand a Biohit

Magneticka michacka lka

Strikackové PTFE filtry s primérem 13 mm, velikost p6r(i 0,22 um

Chromatograficky systém pro SIC — SIChrom Il, FIAlab

Kolony:

Supelco Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm; 5 um

Supelco Ascentis® Express RP-Amide; 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um
Merck Chromolith® FastGradient RP-18C, 50 mm x 2 mm
Merck Chromolith® HighResolution RP-18C; 50 mm x 4,6 mm
Phenomenex Kinetex® 5 um EVO C18; 50 x 4,6 mm

YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5, 8 nm

4.2 Pouzité chemikalie

Supercistd voda (systém Milli-Q)
Acetonitril LC-MS grade (Merck)
Metanol LC-MS grade (Merck)

Kyselina fosfore¢na 85 % p.a. (Penta)
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Kyselina octova 99 % (Sigma)
NaOH 98 % (Sigma)

DMSO 99,7 % (Sigma)

Rutin 94 % (Sigma)

Diosmin 95 % (Sigma)
Hesperidin 90 % (Fluka)

4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Roztok kyseliny fosforecné

Do sklenéné lahve s celkovym objemem 500 ml bylo pfidano priblizné 450 ml supercisté
vody. Za stalého michani na magnetické michacce byla prikapdvana kyselina fosforecna,
dokud se pH roztoku neustalilo na hodnoté 2,0; respektive na 2,6. Roztok byl skladovan

pfi laboratorni teploté.

4.3.2 Priprava kyseliny octové

Do sklenéné lahve s celkovym objemem 500 ml bylo pfidano pfiblizné 450 ml supercisté
vody. Za stalého michani na magnetické michacce byla prikapavana kyselina octova,
dokud se pH roztoku neustdlilo na hodnoté 3,0. Roztok byl skladovan pfti laboratorni

teploté.

4.3.3 Roztok mobilni faze

PFi vyvoji metody byly pouzity 3 druhy mobilni faze. Pfiprava mobilni faze spocivala ve
smichdani roztok( uvedenych v kapitole 4.3.1 nebo 4.3.2 a acetonitrilu. Kazda z téchto
mobilnich fazi byla zkouSena v rlznych pomérech (rozdilna elu¢ni sila mobilni faze).
Mobilni faze byla pfipravovana v objemu 200 ml. Pomér slozek mobilni faze a jejich

mnozstvi pouzité na pripravu 200 ml mobilni faze jsou uvedeny v tabulkach 2—-4.
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Tabulka 2 — Priprava mobilni fadze ACN:PhosA pH 2,0

Pomér ACN a PhosA pH

Objem pouzitého roztoku [ml]

2,0 ACN PhosA pH 2,0
05:95 10 190
15:85 30 170
18:82 36 164
20:80 40 160
21:79 42 158
22:78 44 156
23:77 46 154
24:76 48 152
25:75 50 150
35:65 70 130
40:60 80 120
50:50 100 100

Tabulka 3 — Priprava mobilni faze ACN:PhosA pH 2,6

Pomér ACN a PhosA pH
2,6

Objem pouzitého roztoku [ml]

ACN

PhosA pH 2,6

22:78

44

156

Tabulka 4 — Priprava mobilni faze ACN:AcetA pH 3,0

Pomér ACN a AcetA pH 3,0

Objem pouzitého roztoku [ml]

ACN

AcetA pH 3,0

18:82

36

164
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4.3.4 Roztok hydroxidu sodného
Roztok hydroxidu sodného byl pfipraven o molarni koncentraci 0,1 mol/l rozpusténim
0,2 g NaOH v 50 ml supercisté vody. Roztok byl skladovan v plastové zkumavce za

laboratorni teploty.

4.3.5 Roztok 20 % acetonitrilu
Acetonitril byl smisen se supercistou vodou v poméru 20:80. Roztok byl uchovavan

v plastové zkumavce za laboratorni teploty.

4.3.6 Zasobni roztok rutinu
Zasobni roztok rutinu byl zhotoven v koncentraci 1 mg/ml. 1 mg rutinu byl rozpustén

v 1 ml 100 % metanolu. Zasobni roztok byl uchovavan ve sklenéné vialce v lednici.

4.3.7 Zasobniroztok diosminu
Zasobni roztok diosminu byl zhotoven v koncentraci 2 mg/ml. 2 mg diosminu byly

rozpustény v 1 ml 0,1 molarnim nebo 1,0 molarnim hydroxidu sodném.

Zasobni roztok (D2 — Ds) byl zhotoven v koncentraci 1, 2, 5, 10 mg/ml rozpusténim

pfislusné navazky diosminu v 1 ml dimethylsulfoxidu.
Zasobni roztoky byly uchovavany ve sklenéné vialce v lednicce.

4.3.8 Zasobniroztok hesperidinu
Zasobni roztok hesperidinu byl zhotoven v koncentraci 1 mg/ml. 1 mg hesperidinu byl
rozpustén v1 ml 100 % metanolu. Zasobni roztok byl uchovavan ve sklenéné vialce

v lednicce.

4.3.9 Pracovni roztoky
Pracovni roztoky byly pfipravovany v koncentracnim rozmezi 1-150 pg/ml. Roztoky byly
pfipraveny nafedénim zasobnich roztok( 20 % acetonitrilem. Roztoky byly pfipraveny

vzdy v den méreni, z dlvodu nizké stability flavonoid(.

4.3.10 Kalibraéni roztoky
Roztoky byly pfipraveny za Ucelem uréeni linearity, meze detekce a meze stanovitelnosti
metody. Kalibracni kfivka byla tvofena osmi roztoky s ndsledujici koncentraci flavonoid(:

5 (KR1), 10 (KR2), 15 (KRs), 25 (KR4), 40 (KRs), 60 (KRg), 100 (KR7) a 150 (KRs) pg/ml. Pro
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ovéreni vlivu korekce Sumu byl vytvoren roztok o koncentraci 1 pg/ml. Na pripravu

roztok( byly pouzity zdsobni roztoky jednotlivych flavonoidd, fedéné 20 % acetonitrilem.

Ptiprava jednotlivych roztokl probihala do mikrozkumavek s celkovym objemem 1 ml,
timto postupem: pfi pfipravé KRs (150 pg/ml) napipetovano 150 pl zasobniho roztoku
rutinu, 150 pl zdsobniho roztoku hesperidinu, 75 ul zdsobniho roztoku diosminu a 625 pl
20 % acetonitrilu. V tabulce 5 je zaznamenana priprava kalibracnich roztokd KR1 az KR7.

Kalibracni roztoky byly pfipraveny v den méreni a byly uchovany v lednicce.

Tabulka 5 — Redéni kalibracnich roztokd KR: — KR

Objem
Pfipravované KR a jeho Objem 20 % acetonitrilu
koncentrovanéjsiho

koncentrace [pg/ml] [ml]
KR [ml]

KR7; 100 667 KRs 333

KRs; 60 600 KRy 400

KRs; 40 667 KRe 333

KRs4; 25 625 KRs 375

KRs; 15 600 KR4 400

KR2; 10 667 KRs 333

KR1; 5 500 KR; 500

4.4  PouZité vzorky

4.4.1 Vzorek z tobolek

Pro pfipravu vzorku byly pouZity tobolky Hemostop Probio MAX, vyrdbéné spolecnosti
Simply You Pharmaceuticals a.s. Baleni obsahuje 90 tobolek, jedna tobolka obsahuje
450 mg diosminu/hesperidinu (90:10), 20 mg rutinu. Dale obsahuje 60 mg inulinu, 60 mg
vitaminu C, 15 mg susené nati/listu dobromysli (Origanum vulgare) a 4,5 mg vitaminu E.

Hmotnost obsahu jedné tobolky je primérné 0,71 g.

Obsah tfi tobolek byl dikladné smichan, ze smési bylo navaZzeno 6 navazek po 50 mg.
Kazda navazka byla rozmichdna v 2,5 ml 0,1 M hydroxidu sodného, vloZena do
ultrazvukové vany po dobu péti minut. Poté bylo pridano 2,5 ml 100 % metanolu a opét
vloZzeno na pét minut do ultrazvukové vany. Roztok byl prefiltrovan pomoci injekéni
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stfikacky, na jejiz konec byl umistény PFTE filtr s velikosti p6ra 0,22 um. Filtraty byly

pfipraveny v den méreni a byly uchovany v lednicce.

4.4.2 Vzorky pro urceni vytéznosti
Pro uréeni vytéznosti bylo potfeba pripravit roztok standard(, roztok vzorku z tobolek a

roztok obsahujici standardy i vzorek z tobolek.

Roztok standard( byl pfipraven v koncentraci 15 pg/ml ze zasobnich roztokd jednotlivych

flavonoid( (kapitoly 4.3.6—4.3.8) nafedénim 20 % acetonitrilem.

Roztok vzorku z tobolek (filtrat) byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 4.4.1. 20 ul

filtratu bylo zfredéno do objemu 1 ml 20 % acetonitrilem.

Smés roztoku standardl a roztoku vzorku z tobolek byla pfipravena smichanim vyse

uvedenych roztok( v poméru 1:1.
VsSechny vzorky byly pripraveny v den méreni a byly skladovany v lednicce.

4.5 Parametry méreni

4.5.1 Popis pristroje SIC

Metoda byla vyvinuta na chromatografickém pfistroji pro SIC, SIChrom Il (FIAlab). PFistroj
je tvoren injekéni pumpu NeMESYS 1000N s celkovym objemem 5,0 ml, misici civkou
tvorenou PEEK kapildrou s vnitfnim priimérem 0,75 mm, vicecestnymi ventily VICI
Cheminert a detektorem. VyuZivany vicecestny ventil ma 8 portU, na které byly napojeny
PEEK kapilary. Port ¢islo 1 vedl do odpadu, port 2 a 3 vedl do zasobniku s mobilnimi
fazemi (pro potreby této prace byl vyuZit pouze port 2), port 4 a 5 byl uréen pro vzorek
(pro potreby této prace byl vyuzit pouze port 5), port 7 vedl mobilni fazi do kolony a
port 8 byl zaslepen. Vystup z kolony je PEEK kapildrou (100 mm x 0,25 mm) napojen na
pratokovou detekéni Z-celu s délkou 10 mm a vnitfnim objemem 6 pl. Do ptistrojového
usporadani byl zapojen spektrofotometricky FLAME-T-UV-VIS detektor (Ocean Optics) a
jako zdroj zarteni UV-VIS slouzil DH-200 (Ocean Optics). Zareni bylo prenasené optickym
kabelem s jadrem o priiméru 600 um. Systém byl fizen pocitaCovym softwarem SlAsoft

(FIAlab).
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4.5.2 Nastaveni pfistroje a programu
Vysledné podminky pouzité pro soucasnou separaci flavonoidd rutinu, diosminu a

hesperidinu jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 — Viysledné podminky validované metody

Kolona YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm

Mobilni faze Acetonitril a kyselina fosfore¢na pH 2,0; 25:75

Nastaveni detektoru Vinové délky 215, 226, 250, 280, 350; frekvence sbéru dat

20 Hz
Pratokova rychlost 10 pl/s
Objem nastriku 5ul
Délka analyzy 7,88 min

Program SlAsoft umoZiuje naprogramovani sekvenci analyzy. Je moZné upravovat
parametry jako jsou rychlost nastfiku a objem mobilni faze, rychlost nasttiku a objem
vzorku, rychlost pratoku, vinova délka detektoru a prodleva mezi Ulohami. Vysledné

nastaveni programu je uvedeno v tabulce 7.
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Tabulka 7 — Viysledné nastaveni programu SlAsoft

Uloha Jednotka Parametry ulohy
Nasavani mobilni faze Ventil 1 Port €. 2 — zdsobnik MF
Pumpa Rychlost 70 pl/s

Objem 4000 pl

Prodleva 4 sekundy

Nasavani vzorku Ventil 1 Port €. 5 — zasobnik MF
Pumpa Rychlost 10 pl/s
Objem 5 pl
Separace Ventil 1 Port €. 7 - kolona
Pumpa Rychlost 10 pl/s
Detektor Objem 4005 pl

Vinové délky 215, 226,

250, 280, 350 nm

Nastaveni programu Origin Pro 9 bylo nasledujici: polynom fadu N = 2; Sife datového

okna M = 25.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Vyvoj analytické metody

5.1.1 Vybér stacionarni faze

Mezi testovanymi kolonami byly kolony monolitické i kolony s povrchové poréznimi
¢asticemi. Jako nejvhodnéjsi se ukdzala kolona YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;
5 um, 8 nm, kterd byla dostatecné ucinnd a vykazovala Uplnou separaci analytl s

minimalnim prodlouzenim doby analyzy oproti ostatnim kratSim kolonam.

Monolitické kolony Merck Chromolith® FastGradient RP-18C; 50 mm x 2 mm a Merck
Chromolith® HighResolution RP-18C; 50 mm x 4,6 mm neposkytovaly dostatecnou

separacni ucinnost pro separaci rutinu a diosminu.

Kolona Phenomenex Kinetex® 5 um EVO C18; 50 x 4,6 mm nevykazovala zadné rozliseni
piku diosminu a hesperidinu. Kolona Supelco Ascentis® Express RP-Amide; 30 mm x
4.6 mm, 2,7 um byla zkousena kvali selektivité k fenolickym latkdm. Uplna separace piku
rutinu a hesperidinu nebyla dosazena. Kolona byla zkousena pfi analyze s
dimethylsulfoxidem, ktery ovlivnil prabéh analyzy. Aby se sniZil vliv piku
dimethylsulfoxidu (ktery se eluoval jako prvni), byly zkouseny delsi kolony. Pti zkouseni
kolony Supelco Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm; 5 um se vyrazné prodlouZil ¢as
analyzy (15 minut), analyty se eluovaly prvni poloviné analyzy a hesperidin s diosminem

nebyly dostatecné separovany.

5.1.2 Vybér mobilni faze

Pti optimalizaci byly zkouseny mobilni faze sloZzené z kyseliny fosfore¢né nebo octové a
acetonitrilu v pomérech uvedenych v kapitole 4.3.3. Kyselina fosforecna byla pfipravena
s hodnotou pH 2,0 a 2,6. Pfi zvySeni pH kyseliny fosforecné doslo k minimdlnimu
opozdéni eluce (10 sekund pfi celkové délce analyzy 9,5 minut), rozliSeni pik( se
neménilo. PFi pouziti kyseliny octové pH 3,0 dosSlo k mirnému zvysSeni retence pik(

(25 sekund, pti délce analyzy 9,5 minuty) oproti kyseliné fosfore¢né pH 2,0.

Elucni sila mobilni faze byla za vyslednych podminek testovana v rozsahu od 20:80 do
50:50. PFi vyssim obsahu acetonitrilu se analyty eluovaly blizko mrtvému casu, nebyly
dostatecné separované. Pri pouziti slabsi mobilni faze (napt 21:79) byly analyty eluovany

ve vysokém retencnim casu (ke konci analyzy) a piky byly Sirsi. Ndasledujici
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chromatogramy ukazuji vliv elucni sily mobilni faze na retenc¢ni ¢asy analytd. Jako

nejvhodnéjsi byla zvolena mobilni faze acetonitrilu s kyselinou fosforecnou pH 2,0

v poméru 25:75.
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Obrdzek 9 — Roztok o koncentraci 10 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;

5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 50:50; ndstrik 5 ul; A =215 nm
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Obrdzek 10 — Roztok o koncentraci 10 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;

5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 35:65; ndstrik 5 ul; A =215 nm
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Obrdzek 11 — Roztok o koncentraci 100 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;

5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75; ndstrik 5 ul; A =215 nm
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Obrdzek 12 — Roztok o koncentraci 100 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;

5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 21:79; ndstrik 5 ul; A =215 nm

5.1.3 Ptiprava vzorku
Rutin lze rozpustit v metanolu, acetonitrilu nebo v alkalickém roztoku hydroxidu.

Metanol byl zvolen jako rozpoustédlo nejblizsi separacnim podminkam.

Diosmin muZe byt snadno rozpustén v dimethylsulfoxidu. Ale DMSO vyznamné ovliviiuje
prabéh analyzy tim, Ze tvori pik v mrtvém case separace. Ulpiva v kapilarach i na koloné
a velmi Spatné se vymyva. Vyznamné absorbuje az do 268 nm, a tim také vytvari zvysené
pozadi zakladni linie. Zvyseni koncentrace zasobniho roztoku (1, 2, 5, 10 mg/ml), a tim i
snizeni objemu DMSO ve vysledném vzorku, nesniZilo miru vlivu. V methanolu ani
acetonitrilu se diosmin nerozpousti. Jako nejvhodnéjsi byl vybran roztok hydroxidu
sodného. Pro rozpusténi byla dostacujici koncentrace 0,1 M, kterd oproti 1 M roztoku

méné zatézuje kolonu a pfistroj.
Hesperidin je mozné rozpustit v metanolu i acetonitrilu.

5.1.4 Nastaveni detektoru

VInova délka pro detekci byla volena dle absorpcnich maxim a minim tak, aby byla mozna
soucasna detekce a identifikace vSech analytl. Byly zvoleny tyto vinové délky: 215 nm,
226 nm, 250 nm, 280 nm, 350 nm. Frekvence zaznamendvani byla 8 Hz nebo 20 Hz.

Zvysenim frekvence bylo dosazeno presnéjsiho zaznamu.

Rutin vykazoval absorpéni maxima pfi 226 nm, 250 nm a 350 nm; sniZzenou absorbanci

pfi 280 nm.
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Diosmin vykazoval absorpéni maxima pfi 250 nm a 350 nm; sniZzenou absorbanci pfi
225 nma 280 nm.

Hesperidin vykazoval absorpéni maxima pfi 226 nm a 280 nm; minimum pfi 250 nm a
350 nm.

Pro optimalizaci, validaci a kvantifikaci byla zvolena vinova délka 215 nm, pfi které

vykazovaly absorbanci vSsechny analyty. Ostatni vinové délky byly zvoleny pro snazsi

identifikaci pikd.
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Obrdzek 13 — Absorbance analytu pri vybranych vinovych délkdch; roztok o koncentraci
100 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina
fosforeénd pH 2, 25:75; ndstrik 5 ul; chromatogram byl upraven pro lepsi zndzornéni,

celkova délka analyzy byla 7,9 minut.

5.1.5 Prutokova rychlost
Nastaveni prutokové rychlosti se odviji od typu a délky pouzité kolony. Pro monolitické
kolony muZe byt pouzita vyssi pritokova rychlost. Diky tomu je celkova délka analyzy

kratSi. Nastaveni pritokové rychlosti pro jednotlivé kolony je v tabulce 8.
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Tabulka 8 — Nastaveni priitokové rychlosti kolon

Kolona Pritokova rychlost [pl/sec]

Merck Chromolith® FastGradient RP-18C; 15

50 mm x 2 mm

Merck Chromolith® HighResolution RP-18C; 15

50 mm x 4,6 mm

Supelco Ascentis® Express F5; 10 cm x 4,6 mm; 5 um 8;5

Supelco Ascentis® Express RP-Amide; 8

30mm x 4,6 mm, 2,7 um

Phenomenex Kinetex® 5 um EVO C18; 50 x 4,6 mm 8

YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm 10

5.1.6 Objem nastfiku

Pfi vyvoji metody byly zkouseny objemy nasttiku 10 pl, 5 pl, 3 pl, 2 pula 1 pl. Pro objem
nastriku 2 pl byla zmérena opakovatelnost nastfiku pfi koncentraci 100 pl/ml. Byla
prokdzana velmi dobra opakovatelnost i pfi malém objemu nastfiku. Relativni
smérodatna odchylka rutinu odpovidala jeho rozkladu v ¢ase. Opakovatelnost pro

vysledny zvoleny objem ndstfiku (5 pl) je uvedena v kapitole 5.2.3.
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Obrdzek 14 — Opakovatelnost objemu ndstfiku 2 ul; prekryv chromatogrami KRz,
YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosfore¢nad

pH 2, 25:75; nastrik 5 ul; A =215 nm
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Tabulka 9 — Opakovatelnost pro objem ndstfiku 2 ul, koncentrace 100 ul/ml

KR7 (100 pg/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as 3,37 4,36 4,86

SD 0,0013 0,0044 0,0024
RSD (%); n=7 0,04 0,10 0,05
Plocha pod pikem 9,1648 6,2508 10,295
SD 0,7414 0,2693 0,3372
RSD (%); n=7 8,09 4,22 3,28
Vyska piku 0,1543 0,0709 0,1043
SD 0,0119 0,0013 0,0029
RSD (%); n=7 7,69 1,89 2,77

5.1.7 Nastaveni programu Origin Pro 9
Program Origin Pro 9 vyuZiva filtru Savitzsky-Golay ke korekci Sumu. Pro Upravu dat byl
zvolen tad polynomu N = 2; pro Sifi datového okna byly zkouseny hodnoty My = 25 a

M, = 50.

V tabulkdch 10 a 11 jsou porovnany hodnoty vypocitané z plvodnich dat a z dat, kterd
prosly korekci Sumu. Pro porovndani byla pouZita data z méreni roztoku standardd o

koncentraci 1 ug/ml, objem nastfiku 10 pl.

Z hodnot vyplyva, Ze korekce Sumu vyznamné sniZila mez kvantifikace. Bylo moziné
kvantifikovat vysledky, u kterych by to bez korekce Sumu nebylo mozné. Relativni
smérodatna odchylka byla pro M1 i M3 velmi dobra. Pro vysledné nastaveni bylo pouZzito

M3 = 25, které zpfesni vysledky bez pfipadného snizeni vysky piku.
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Tabulka 10 — Porovndni hodnot plochy pod pikem pracovnich roztokt o koncentraci

1 ug/ml vypocitanych z plvodnich dat a z dat, kterd prosla korekci Sumu

Rutin Diosmin Hesperidin
Plocha pod pikem

(3,44 min) (4,61 min) (5,14 min)
Pramér (pavodni data) 0,2699 1,1026 1,5012
SD (plvodni data) 0,1951 0,2562 0,3010
RSD; n = 3 (pavodni data) 72,30 % 23,23 % 20,05 %
Primér (M = 25) 0,2135 0,8806 1,2118
SD (M1 = 25) 0,0118 0,0713 0,1039
RSD; n =3 (M = 25) 5,51 % 8,09 % 8,57 %
Pramér (M = 50) 0,3817 1,1456 1,5096
SD (M2 = 50) 0,0268 0,0115 0,0218
RSD; n =3 (M2 =50) 7,02 % 1,01 % 1,44 %

Tabulka 11 — Porovndni hodnot vysky pikt pracovnich roztok( o koncentraci 1 ug/ml

vypocitanych z plvodnich dat a z dat, kterd prosla korekci Sumu

Rutin Diosmin Hesperidin
Vyska piku

(3,44 min) (4,61 min) (5,14 min)
Prameér (pavodni data) 0,070 0,0102 0,0115
SD (pavodni data) 0,0011 0,0023 0,0011
RSD; n = 3 (ptivodni data) 15,26 % 22,79 % 20,05 %
Primér (M = 25) 0,0037 0,0062 0,0069
SD (M1 = 25) 0,0002 0,0003 0,0003
RSD; n =3 (M1 = 25) 6,44 % 5,50 % 4,80 %
Primér (M; = 50) 0,0042 0,0054 0,0061
SD (M2 =50) 0,0003 0,0003 0,0003
RSD; n =3 (M2 =50) 6,15 % 6,43 % 5,02 %
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Obrdzek 15 — Porovndni puvodniho chromatogramu (prvni shora) a chromatogramdi
ziskanych korekci Sumu M = 25 (druhy shora) a M = 50 (spodni); roztok o koncentraci
1 ug/ml; YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina
fosforeénd pH 2, 25:75; ndstrik 10 ul; A = 215; chromatogramy byly upraveny (vyrez)

pro lepsi zndzornéni, celkovad délka analyzy byla 7,9 minut.

5.2 Parametry hodnoceni metody

5.2.1 Kalibrace a linearita
Kalibracni krivka musi byt tvofena alespon péti body. Kalibra¢ni kfivka byla vytvorena
vysledky méreni KR az KRs, tedy 5 ug/ml az 150 ug/ml. Kazda koncentrace byla mérena

trikrat. Odezvy ziskané v programu SlAsoft byly upraveny v programu Origin Pro 9, ktery
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vyuziva k apraveé dat filtr Savitzsky-Golay. Upravenad data byla zpracovana a vyhodnocena

v programu Microsoft Excel.

Kalibracni roztoky byly ptipraveny ze zasobnich roztok( s presnou koncentraci: rutin

0,99 mg/ml, diosmin 1,98 mg/ml a hesperidin 1,05 mg/ml.

Tabulka 12 — Presné koncentrace kalibracnich roztoku

KR Koncentrace rutinu Koncentrace diosminu Koncentrace
[ug/ml] [ug/ml] hesperidinu [ug/ml]

KR1 4,95 4,95 5,25

KR2 9,90 9,90 10,50

KRs3 14,85 14,85 15,75

KR4 24,75 24,75 26,25

KRs 39,60 39,60 42,00

KRs 59,40 59,40 63,00

KR7 99,00 99,00 105,00

KRs 148,50 148,50 157,50

Rutin se eluoval jako prvni z analytd, v ¢ase 3,40 minuty. Korelaéni koeficient r spliiuje
podminku r > 0,99, konkrétné r = 0,9952 pro plochu pod pikem a r = 0,9951 pro vysku
piku.

Kalibracni kfivka rutinu byla tvorena kalibra¢nimi body KRi1 az KR s. Bylo tak zvoleno
z dlvodu zvysSeni linearity v nizkych koncentracich, v kterych se rutin v hodnoceném

vzorku pohyboval.
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Tabulka 13 — Vypocitané hodnoty plochy pod pikem rutinu (retencni ¢as 3,40 min)

Koncentrace | Nasttik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD
[ug/ml] (plocha) (plocha) (plocha) pramér (%)
(plocha) n=3

4,95 1,2020 1,2264 1,0306 1,1530 7,56
9,90 2,5221 2,4270 2,4759 2,4750 1,57
14,85 3,7299 3,7391 3,8204 3,7631 1,08
24,75 5,7194 5,9782 5,3772 5,6916 4,32
39,60 8,2630 8,1663 8,2366 8,2220 0,50

Tabulka 14 — Vypocitané hodnoty vysky piku rutinu (retencni ¢as 3,40 min)

Koncentrace | Nastrik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD
[ug/ml] (vyska) (vyska) (vyska) pramér (%)
(vyska) n=3

4,95 0,0199 0,0196 0,0178 0,0191 4,93
9,90 0,0415 0,0414 0,0419 0,0416 0,53
14,85 0,0623 0,0635 0,0636 0,0631 0,98
24,75 0,0974 0,0993 0,0937 0,0968 2,38
39,60 0,1419 0,1385 0,1370 0,1391 1,45

Tabulka 15 — Parametry pro regresivni pfimku — pik rutinu (retencni ¢as 3,40 min)

Plocha pod pikem Vyska piku
sza,rametry pro regresni y=a+bx
pFimku
Pocet bod( kfivky n=> n=>5
Smérnice b=0,20119 b =0,00342
Odhad chyby +0,01142 +0,0,00020
Absolutni ¢len a=0,47675 a=0,0,00758
Odhad chyby + 002566 +0,0,00442
Korelaéni koeficient r=0,9952 r=0,0,9951

47




10,00
y =0,2012x + 0,4767

8,00 R2=0,9952 . °
E .........
(0] oo’
X e
e 600 (et
gl ,
o | e
o e
© asnn | e
£ 400 ..
o | e
— oo
e .0

2,00 | e

@
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

Koncentrace [pl/ml]

Obrazek 16 — Kalibracni krivka vypoctend z hodnot plochy pod pikem pro pik rutinu

Diosmin se eluoval v ¢ase 4,42 minut. Korelaéni koeficient spliuje podminku Ceského
Iékopisu, konkrétni hodnoty byly r = 0,99980 pro plochu pod pikem a r = 0,99991 pro
vysku piku.

Tabulka 16 — Vypocitané hodnoty plochy pod pikem diosminu (retencni ¢as 4,42 min)

Koncentrace | Nastrik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD

[ug/ml] (plocha) (plocha) (plocha) prameér (%)
(plocha) n=3
4,95 1,2251 1,2179 0,9072 1,1167 13,27
9,90 2,4389 2,0237 1,8400 2,1009 11,92
14,85 3,7557 3,6721 3,6851 3,7043 0,99
24,75 6,0933 6,3700 5,7525 6,0719 4,16
39,60 9,9045 9,7125 9,9434 9,8535 1,02
59,40 14,2586 14,1355 13,8384 14,0775 1,25
99,00 23,8004 23,5615 23,3242 23,5620 0,83
148,50 35,3491 34,8956 34,3952 34,8800 1,12
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Tabulka 17 — Vypocitané hodnoty vysky pro pik disominu (retencni ¢as 4,42 min)

Koncentrace | Nastrik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD

[ug/ml] (vyska) (vyska) (vyska) primér (%)
(vyska) n=3

4,95 0,01140 0,01152 0,01123 0,0114 1,05
9,90 0,02486 0,01984 0,01770 0,0208 14,43
14,85 0,03900 0,035673 0,03871 0,0378 3,98
24,75 0,06964 0,0663 0,06574 0,0672 2,57
39,60 0,11151 0,10964 0,11023 0,1105 0,71
59,40 0,1664 0,16435 0,16758 0,1661 0,81
99,00 0,28112 0,28141 0,27862 0,2804 0,45
148,50 0,42144 0,41432 0,41565 0,4171 0,74

Tabulka 18 — Parametry pro regresivni pfimku piku diosminu (retenc¢ni ¢as 4,42 min)

Plocha pod pikem Vyska
sz\,rametry pro regresni y = a+bx
primku
Pocet bod{ kfivky n=38 n=8
Smérnice b =0,23530 b =0,00285
Odhad chyby +0,00194 +0,000016
Absolutni ¢len a=0,12737 a=-0,00386
Odhad chyby +0,13267 +0,00109
Korelaéni koeficient r=0,99980 r=0,99991
40,00
35,00 y =0,2353x+0,1274 .®
R?2=0,9996 ..o
c 30,00 | e
% 25,00 e
82000 e
ot I — -
= 10,00 e
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Obrdzek 17 — Kalibracni kfivka vypocitand z plochy pod pikem pro pik diosminu
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Hesperidin byl eluovan v ¢ase 4,93 minuty. Korelacni koeficient spliuje podminku
Ceského |ékopisu, konkrétni hodnoty byly r = 0,99859 pro plochu pod pikem a
r =0,99944 pro vysku piku.

Tabulka 19 — Vypocitané hodnoty plochy pod pikem hesperidinu (retencni ¢as 4,93 min)

Koncentrace | Nasttik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD
[ug/ml] (plocha) (plocha) (plocha) pramér (%)
(plocha) n=3

5,25 1,5333 1,4229 1,2429 1,3997 8,55
10,50 2,8170 2,7564 2,7762 2,7832 0,91
15,75 4,2298 4,1137 4,4245 4,2560 3,01
26,25 6,5693 6,9482 6,2019 6,5731 4,63
42,00 10,7935 10,3817 10,7414 10,6389 1,72
63,00 15,0189 14,6708 14,5033 14,7310 1,46
105,00 23,2025 23,6812 23,0175 23,3004 1,20
157,50 33,9937 33,0613 32,3414 33,1321 2,04

Tabulka 20 — Vypocitané hodnoty vysky pro pik hesperidinu (retencni ¢as 4,93 min)

Koncentrace | Nastrik 1 Nastrik 2 Nastrik 3 Nastrik RSD
[ug/ml] (vyska) (vyska) (vyska) prameér (%)
(vyska) n=3

5,25 0,0122 0,0135 0,0131 0,0129 4,33
10,50 0,0258 0,0264 0,0246 0,0256 2,93
15,75 0,0398 0,0401 0,0393 0,0397 0,81
26,25 0,0639 0,0639 0,0642 0,0640 0,24
42,00 0,1003 0,0992 0,1008 0,1001 0,67
63,00 0,1494 0,1452 0,1457 0,1468 1,27
105,00 0,2331 0,2339 0,2360 0,2343 0,52
157,50 0,3466 0,3365 0,3364 0,3398 1,41
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Tabulka 21 — Parametry pro regresivni pfimku piku hesperidinu (retencni ¢as 4,93 min)

Ploch pod pikem Vyska
P?lrametry pro regresni y = a+bx
primku
Pocet bodu krivky n=8 n=8
Smérnice b =0,20812 b =0,00215
Odhad chyby +0,00452 + 0,00003
Absolutni ¢len a=1,03890 a=0,00628
Odhad chyby +0,32965 +0,00213
Korelacni koeficient r=0,99859 r=0,99944
40,00
35,00 y=0,2081x +1,0388
R?=0,9972,...""®
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Obrdzek 18 — Kalibracni kfivka vypocltend z hodnot plochy pod pikem pro pik hesperidinu

5.2.2 Limit detekce a limit kvantifikace

Pro urceni LOD a LOQ byly porovnavany vysky piku s vyskou Sumu jednotlivych
chromatogram( kalibracnich roztok(. Pfi koncentraci 5 pl/ml byla u upravenych
chromatogrami vyska vSech pikd alespon desetkrat vyssi nez vyska Sumu, tim byla
uréena hodnota LOQ. Hodnota LOD byla uréena ze vztahu LOQ = 3,3 x LOD. Pro puvodni
data bylo zjisténo, Ze pfi koncentraci 5 pl/ml je vyska pik( alespon trikrat vétsi nez vyska
Sumu; pro koncentraci 15 pl/ml plati, Ze je vyska pikl alespon desetkrat vétsi nez vyska

sumu.
Vyuzitim filtru na odstranéni Sumu bylo dosaZeno vyrazného zlepseni LOQ.
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Urcovani LOD a LOQ touto metodou Ize obtizné validovat, protozZe je silné ovlivnéna

zkuSenosti pracovnika. Jedna se o orientacni hodnoty.

Tabulka 22 — Hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé piky

Rutin Diosmin Hesperidin
3,40 min 4,42 min 4,93 min
LOD [pg/ml]; ptvodni data 5 5 5
LOQ [pg/ml]; plvodni data 15 15 15
LOD [pg/ml]; korekce Sumu 1,51 1,51 1,51
LOQ [pg/ml]; korekce Sumu 5 5 5

5.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly ur¢eny KR1 (5 pl/ml), KRz (10 pl/ml) a KR7 (100 pl/ml).
KaZzdy kalibraéni roztok byl méren 7x (Cesky lékopis uvadi alespor tii opakovani, obvykle
se provadi Sest opakovani). Déle byla zmérena opakovatelnost pro nizsi koncentrace, nez
které tvori koncentracni kiivku. Jako reprezentativni zastupce byla vybrana koncentrace

1 pl/ml. Tato koncentrace byla mérena 3x.

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti se vyuZiva relativni smérodatnd odchylka,

hodnocenymi parametry byly retencni ¢as, plocha pod pikem a vyska piku.

Relativni smérodatna odchylka pro retencni ¢as byla vidy velmi nizka, pod 1 %. Pro
koncentraci 100 pl/ml byly jiné retencni Casy nez pro ostatni koncentrace, coz bylo
s nejvétsi pravdépodobnosti dano faktem, Ze byla tato koncentrace mérena v jiny den

nez ostatni.

Nejhorsi opakovatelnost (nejvétsi relativni smérodatnou odchylku) vykazoval pik rutinu,
a to pfi vyhodnocovani plochy pod pikem i vysky piku vSech koncentraci. Bylo to zfejmé
zpusobeno rozkladem rutinu v ¢ase (dochazelo ke Stépeni glykosidické vazby) a tim se pfi
kazdém dalSim nastfiku sniZovala jeho detekovana koncentrace. SniZzovani vysky piku je
dobre znatelné na obrazku 21. V dalSich zavérech této kapitoly proto nebyly vysledky

piku rutinu brany v potaz.
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Pfi porovnavani vysledkd bylo patrné, Ze pro méreni nizSich koncentraci je vhodnéjsi
vyuzit hodnoty vysky pikd. Pro wvyssi koncentrace lze pouZzit obé moznosti,
opakovatelnost prokazala velmi dobrou shodu. Vyssi koncentrace vykazovaly lepsi

opakovatelnost.

Tabulka 23 — Opakovatelnost pro KR1

KR1 (5 pg/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as (min) 3,42 4,57 5,09
SD 0,0056 0,0094 0,0115
RSD (%),n=7 0,16 0,21 0,23
Plocha pod pikem 1,1890 2,6013 3,2452
SD 0,1850 0,2307 0,3125
RSD (%),n=7 15,56 8,87 9,63
Vyska piku 0,0117 0,0143 0,0150
SD 0,0008 0,0001 0,0003
RSD (%),n=7 6,96 5,60 2,05
0,03
0,025
0,02
% 0,015
2 0,01
2
£0,005
0
0,005 ¢ 50 500
-0,01 .
Cas [s]
Nast¥ik 1 Nast¥ik 2 Nast¥ik 3 Nast¥ik 4
Nast¥ik 5 Néstiik 6 ——— Nastfik 7

Obrdzek 19 — Opakovatelnost, prekryv chromatogramt KR1; YMC Triart C18 ExRS;
100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75; nastrik

Sul; A=215nm
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Tabulka 24 — Opakovatelnost pro KR>

KRz (10 pg/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as (min) 3,43 4,57 5,09
SD 0,0058 0,0046 0,0099
RSD (%), n=7 0,17 0,10 0,19
Plocha pod pikem 3,1954 5,1934 5,9374
SD 0,2337 0,2704 0,1577
RSD (%), n=7 7,31 5,21 2,66
Vyska piku 0,0308 0,0317 0,0298
SD 0,0020 0,0020 0,0012
RSD (%),n=7 6,42 6,25 5,21
0,045
0,04 Q
0,035 P
0,03
§ 0,025
8 0,02
§ 0,015
2 o001
0,005
0
-0,005 0 50 500
-0,01 »
Cas [s]
Nastfik 1 Nastfik 2 Nastfik 3 Nastfik 4
Nastfik 5 Nastik 6 —— Nastfik 7

Obradzek 20 — Opakovatelnost, prekryv chromatogrami KRz, YMC-Triart C18 ExRS;
100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75; ndstrik

Sul; A=215nm
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Tabulka 25 — Opakovatelnost pro KRy

KR7 (100 pg/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as (min) 3,36 4,36 4,86
SD 0,0039 0,00230 0,0049
RSD (%), n =7 0,12 0,05 0,10
Plocha pod pikem 28,2230 33,0456 38,9965
SD 3,5366 0,8433 0,7037
RSD (%), n =7 12,53 2,55 1,80
Vyska piku 0,2794 0,2409 0,2424
SD 0,03196 0,0025 0,0020
RSD (%), n=7 11,44 1,05 0,83
0,4
0,35 P
P

g 0,25 | @
G 02 ‘
_e |
S 0,15 ‘
Q0
< 01

0,05

0 M J \ :
0,05 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Cas [s]
NastFik 1 NéstFik 2 NéstFik 3 NéstFik 4
NéstFik 5 NéstFik 6 = Nastiik 7

Obrdzek 21 — Opakovatelnost, prekryv chromatogrami KR7,; YMC-Triart C18 ExRS;
100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75; ndstrik

Sul; A=215nm
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Tabulka 26 — Opakovatelnost pro koncentraci 1 ul/ml

Koncentrace 1 pl/ml Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as (min) 3,44 4,61 5,14
SD 0,0150 0,0220 0,0153
RSD (%), n = 3 0,44 0,48 0,30
Plocha pod pikem 0,1847 0,8329 0,9855
SD 0,0738 0,1295 0,1289
RSD (%), n = 3 39,97 15,55 13,08
Vyska piku 0,0028 0,0041 0,0037
SD 0,0004 0,0002 0,0001
RSD (%), n = 3 14,46 5,77 4,02

0,011

0,009 |

0,007 ' @
S 0,005 . | [
2 0,003 -r'l‘r d. l ™
EOJOOj_ { “.Il"' vy 'll-Jlll,'rn | III. |‘| ! L " ”||' \:l * Jl'lq.ll."-ll‘..!l"ﬂl
<Y i s F b i PR

0,001 g 50 100 180 120071 250 300 350 400 450 500

-0,003

-0,005

Cas [s]
Néstiik 1 Néstiik 2 Néstiik 3

Obrdzek 22 — Opakovatelnost, prekryv chromatogramd koncentrace 1ug/ml; YMC-Triart
C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75;
ndstrik 5 ul; A =215 nm

5.2.4 Vytéinost

Pro uréeni vytéZnosti byl 3x zméren standard vzorkd o koncentraci 15 pg/ml. Roztok
vzorku Hemostopu Probio MAX byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 4.4.1. Bylo
pfipraveno 6 navazek, kazda byla mérena 2x. Roztok standardu a vzorku byl pfipraven

smichanim predchozich roztok( v poméru 1:1, kazdy roztok byl méren 2x.
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Hodnoty vytéZnosti by se mély co nejvice blizit 100 %. VytéZnost rutinu byla podstatné
nizsi nez u ostatnich analytl (opét mohlo souviset s nestabilitou). VytéZznost diosminu i

hesperidinu byla velmi dobrd pfi vypoctu z plochy pod pikem i z vysky piku.

Tabulka 27 — Hodnoceni vytéZnosti

Analyt Rutin Diosmin Hesperidin

Retencni ¢as 3,45 4,63 5,17

Plocha pod pikem

Standard (priimeér) 3,605 2,4359 4,3961
Vzorek (pramér) 1,1664 7,1373 2,7276
Standard + vzorek 1,2430 4,1189 2,8271

1:1 (prdmeér)

VytéZnost (%) 47,76 101,54 88,01

Vyska piku

Standard (priimeér) 0,0602 0,0255 0,0475
Vzorek (pramér) 0,0167 0,0632 0,0213
Prdmeér standardu 0,0231 0,0493 0,0298

+vzorku (1:1)

VytéZnost (%) 44,53 97,41 82,59

0,08
0,06 ; :

3

S 0,04

© ] \

-g 0,02 \ /

é 0 L W .1 \ ot \\V‘WMWW S -
0.02 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
-0,04 .

Cas [s]
e ST \"4 VZ+ST

Obrdzek 23 — Pfekryv chromatogramu vzorku a roztoku standardu a vzorku (1:1);
YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosfore¢na

pH 2, 25:75; nastrik 5 ul; A =215 nm
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5.2.5 Ostatni valida¢ni parametry

Valida¢ni parametry byly vypocteny v programu Microsoft Excel pfi separaci KRi.

Hodnocenymi parametry byly symetrie piku, pocet teoretickych pater (vyjadtujici

ucinnost kolony) a rozliseni pik{l. Hodnoty symetrie piku diosminu a hesperidinu byly

velmi dobré, protoze byly blizké hodnoté 1,0. Symetrie piku rutinu byla také v normé

(As < 2). Pocet teoretickych pater by mél byt nejméné 2000. Rozliseni pikd by mélo byt

alespon 2, podle doporuceni FDA.

Parametry vSech pik vyhovuiji limitim potfebnym pro validaci.

Tabulka 28 — Ostatni validacni parametry, hodnocené na chromatogramu KR

KR1 (5 pl/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as Rt (min) 3,38 4,42 4,93
Symetrie piku As 1,26 1,04 1,06
Pocet teoretickych 3631,46 3267,60 4147,42
pater N
Rozliseni R 5,36 2,12
0,08 ﬁ)
0,06
o]
c 0,04
& :l; ;
2 0,02
<
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
-0,02 Cas [s]

Obrdzek 24 — Chromatogram KR, ze kterého byly vypocitany validacni parametry;

YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosfore¢na

pH 2, 25:75; ndstrik 5 ul; A =215 nm
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Tabulka 29 — Ostatni validacni parametry, hodnocené na chramtogramu KRe

KR (60 pl/ml) Rutin Diosmin Hesperidin
Retencni ¢as Rt (min) 3,39 4,42 4,93
Symetrie piku As 1,17 1,22 1,29
Pocet teoretickych 3672,23 3710,72 3525,78
pater N
Rozliseni Rs 5,53 2,14
8
c 01
g
2 0,05
) //\

0
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Obrazek 25 — Chromatogram KRe, ze kterého byly vypocitany validacni parametry;

YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosfore¢nad

pH 2, 25:75; nastrik 5 ul; A=215nm

5.2.6 Stanovenivzorku

Pro stanoveni vzork( byl pouZit filtrat ze vzorku Hemostop Probio MAX, jehoZ ptiprava

byla popsana v kapitole 4.4.1. 20 pl tohoto filtrdtu bylo zfedéno do 1 ml 20 %
acetonitrilem. Méreni bylo provedeno na 6 navazkach, kazda byla zmérena 2x, v tabulce
jsou uvedeny primérné hodnoty. Navazka Cislo 6 byla vyjmuta z vypoctu priiméru, SD a

RSD, protoZe se vyznamné liSila od ostatnich namérenych hodnot. Obsah analyt( byl

vypocitan z kalibracni krivky.

Hodnoty koncentrace byly vypocitany pomoci pfislusnych rovnic regresnich pfimek

(kapitola 5.2.1) z dat uvedenych v tabulkach 30 a 31. Pro vypocet vysledného obsahu

flavonoidl v jedné tobolce byl pouzit vypocet

€*250

X = Myop * my
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Kde je:

x — obsah v jedné tobolce [mg];
c — koncentrace [mg/ml];

my — navazka vzorku [mg];

miob — hmotnost tobolky [mg];
250 — fedéni vzorku.

Vypocitané hodnoty obsahu nesouhlasily s deklarovanym obsahem. Nejvice se liSil obsah
diosminu, kdy vypocitand hodnota odpovidala pouze 40,43, respektive 39,19 %
deklarovaného obsahu. Obsah rutinu odpovidal 71,30, respektive 75,30 % a obsah
hesperidinu 66,53, respektive 84,75 %. Takto velka odchylka od deklarovanych hodnot
mohla byt zpUsobena nedostatecnou extrakci analytu ze vzorku. Nizka Gcinnost extrakce
se pravdépodobné tykala predevsim diosminu, u kterého se vyskytoval problém
s rozpustnosti. Z vySe uvedenych divod( byla snaha najit Setrnéjsi rozpoustédlo, nez je
DMSO. Presnost metody se muzZe zvysit pridanim vhodného vnitfniho standardu, jehoz

koncentrace by odrazela ztraty vzniklé pfi pripravé vzorku.

Tabulka 30 — Hodnoty plochy pod pikem pouZité pro vypocet obsahu

Rutin Diosmin Hesperidin
N1 1,3032 10,2269 2,6321
N2 1,3665 11,7487 2,8366
Ns 1,2323 10,8735 2,6693
N4 1,3392 11,4376 3,0652
Ns 1,1871 10,6743 2,7749
Ne 1,7835 11,8996 4,0330

60



Tabulka 31 — Hodnoty vysky piku pouZité pro vypocet obsahu

Rutin Diosmin Hesperidin

N1 0,0229 0,1158 0,0285
N, 0,0235 0,1339 0,0316
Ns 0,0218 0,1240 0,0285
Na 0,0218 0,1254 0,0291
Ns 0,0207 0,1202 0,0292
Ne 0,0304 0,1327 0,0407

0,16

0,14
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Obradzek 26 — Pfekryv chromatogram( vzorkd,; YMC Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm;

5 um, 8 nm; acetonitril a kyselina fosforecnd pH 2, 25:75; ndstrik 5 ul; A =215 nm
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Tabulka 32 — Hodnoceni obsahu flavonoidi v jedné tobolce Hemostopu Probio MAX

vypocitaného z plochy pod pikem

Navazka [mg] Rutin [mg] Diosmin [mg] Hesperidin [mg]
N1 49,92 14,61 152,61 27,22
N2 50,03 15,69 175,22 30,65
Ns 50,19 13,28 161,51 27,71
N4 49,92 15,24 170,90 34,63
Ns 50,21 12,48 158,45 29,49
Ne 49579 23;35 7835 5329
Prameér 14,26 163,74 29,94
SD 1,2034 8,2455 2,6465
RSD (%)
8,44 5,04 8,84

n=5

Tabulka 33 — Hodnoceni obsahu flavonoidi v jedné tobolce Hemostopu Probio MAX

vypocitaného z vysky piku

Navdazka [mg] Rutin [mg] Diosmin [mg] Hesperidin [mg]
N1 49,92 15,84 148,19 36,55
N2 50,03 16,53 171,56 41,86
N3 50,19 14,66 158,67 36,66
Na 49,92 14,74 161,31 37,84
Ns 50,21 13,53 153,90 37,79
Ne 4979 23;8% 176;88 522
Pramér 15,06 158,72 38,14
SD 1,0371 7,8182 1,9384
RSD (%)
6,89 4,93 5,08

n=>5
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Tabulka 34 — Porovndni vypocitaného a deklarovaného obsahu v jedné tobolce

Hemostopu Probio MAX

Rutin Diosmin Hesperidin
Deklarovany obsah [mg] 20 405 45
Stanoveny obsah [mg] -

14,26 163,74 29,94
plocha pod pikem
Obsah viici deklarovanému

71,30 40,43 66,53
(%)
Stanoveny obsah [mg] -

15,06 158,72 38,14
vyska piku
Obsah viici deklarovanému

75,30 39,19 84,75
(%)
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6 Zavér

Prvnim cilem prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat SIC metodu pro separaci
flavonoid( rutinu, diosminu a hesperidnu. Tento cil byl spInén vyvinutim metody SIC
schopné Uplné separace analytl. Optimalizaci byly jako nejvhodné;jsi podminky separace
zvoleny: kolona YMC-Triart C18 ExRS; 100 mm x 4,6 mm; 5 um, 8 nm; mobilni faze
acetonitril:kyselina fosforecna pH 2,0 25:75; pritokova rychlost 10 ul; objem nastfiku
vzorku 5pul; nastaveni UV-VIS detektoru 215 nm, 226 nm, 250 nm, 280 nm, 350 nm. Pro
korekci Sumu byly v programu Origin Pro 9 zvoleny parametry N =2 a M = 25. Metodou

se nepodafilo pIné kvantifikovat obsah pripravku Hemostop Probio MAX.

Druhym cilem bylo zjednodusit proces Upravy a vyhodnoceni dat, které jsou ziskany
v programu SlAsoft. Pro Upravu dat byly pouzity Sablony v programu Microsoft Excel a
pro korekci Sumu byl zvolen program Origin Pro 9, diky kterému bylo mozné zvysit
citlivost a preciznost vyvijené metody. Pouziti programu Origin Pro 9 snizilo LOD a LOQ a

také zlepsilo hodnoty opakovatelnosti.

Tretim cilem bylo ovéfit vhodnost pouziti SIC sytému i pfi velmi malych koncentracich a
pfi nizkych objemech nastfiku vzorku. Tento cil byl splnén opakovatelnosti pro
koncentraci 1 pg/ml a opakovatelnosti pro objem nastfiku 2 pl. Pro splnéni tohoto cile

byl klicovy program na korekci Sumu a jeho optimalni nastaveni.
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