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Hemometrijsko unapredenje razvoja metoda te¢ne hromatografije kroz

matemati¢ko modelovanje i nove funkcije hromatografskog odgovora

Rezime

Primena hemometrijskih tehnika u razvoju metoda te¢ne hromatografije omogucéava da
se iz minimalanog broja inicijalnih eksperimenata modeluje ponaSanje sistema u
funkciji razlicitih faktora i da se zatim, kreiraju¢i odgovarajuce algoritme, generiSe
veliki broj simuliranih hromatograma koji ¢e omoguciti automatizovano pretrazivanje
eksperimentalnog prostora s ciljem pronalazenja optimalnih reSenja. Ovaj proces je u
potpunosti zavistan od adekvatnosti definisanog matemati¢kog modela kao 1 od odabira
funkcije cilja. U ovoj disertaciji predlaze se nova funkcija hromatografskog odgovora
kao funkcija cilja u optimizacionim procedurama. Funkcija je dizajnirana tako da
procenjuje, istovremeno, kvalitet razdvajanja i ukupnu duzinu trajanja hromatografske
analize. Individualni ¢lanovi funkcije definisani su tako da omoguée maksimalnu
pouzdanost merenja kvaliteta hromatograma, a tezinski koeficijenti koji su dodati u
dizajn funkcije omogucavaju postavljanje Zeljene ravnoteze izmedu individualnih
ciljeva. Funkcija je testirana poredenjem sa Sest prethodno razvijenih funkcija
hromatografskog odgovora na seriji simuliranih hromatograma i eksperimentalno
dobijenih  u sistemu reverzno-fazne tecne hromatografije (RP-LC) i tecne

hromatografije hidrofilnih interakcija (HILIC).

Nakon verifikacije adekvatnosti funkcije cilja da karakteriSe hromatogram u celini,
novorazvijena funkcija inkorporirana je u metodologiju eksperimentalnog dizajna za
optimizaciju metoda za analizu smeSe raloksifen hidrohlorida i njegovih necisto¢a u
RP-LC sistemu, kao i smeSe agonista i antagonista beta receptora u HILIC sistemu. Za
optimizaciju u oba slucaja primenjen je centralni kompozicioni dizajn. Novorazvijena
funkcija hromatografskog odgovora modelovana je i pracena kao jedini odgovor sistema,

a optimum je definisan primenom metodologije povrSine odgovora.

U nastavku istrazivanja funkcija je unapredena tako, da osim kvaliteta razdvajanja i
duZzine trajanja analize, ima sposobnost da proceni oblik dobijenih pikova $to moze biti



od velikog znacaja u farmaceutskoj analizi jer je otezana kvantifikacija pikova
neadekvatnog oblika. Unapredena funkcija verifikovana je na seriji eksperimentalno
dobijenih hromatograma iz analize smeSe antidepresiva u HILIC sistemu, a zatim je
primenjena u optimizaciji date metode. Kao eksperimentalni dizajn upotrebljen je 3°
pun faktorski dizajn, a optimum je identifikovan primenom metodologije povrsine

odgovora.

Separacioni mehanizam u HILIC sistemu veoma je slozen 1 nedovoljno proucen §to u
mnogome otezava modelovanje hromatografskih odgovora konvencionalnim pristupom
koji podrazumeva aproksimaciju funkcije polinom drugog stepena primenom visestruke
linearne regresije i metode najmanjih kvadrata. Za modelovanje hromatografskog
ponaSanja smeSe antidepresiva u HILIC sistemu predloZzena je nova tehnika
matematickog modelovanja koja se zasniva na interpolacionom polinomu sa podeljenim
razlikama. Tehnika interpolacije omogucava da greska funkcije u interpolacionim
¢vorovima bude jednaka nuli, a da u svim ostalim bliskim tackama bude veoma mala. U
ovom istraZivanju po prvi put primenjena je interpolacija za funkciju od tri promenljive.
Predlozeno novo matematicko modelovanje primenjeno je za direktno modelovanje
retencionih faktora supstanci, dok je funkcija cilja modelovana indirektno. Funkcija
cilja kreirana je prilagodavanjem prethodno razvijene funkcije hromatografskog
odgovora indirektnom modelovanju. Kao optimizaciona tehnika upotrebljena je metoda
pretrazivanja ¢vorova mreze. Identicna metodologija koja ukljucuje modelovanje
standardnom kvadratnom formom primenjena je paralelno kako bi se omogucilo

poredenje sa novopredlozenim matematickim modelovanjem.

Savremeni trendovi u farmaceutskoj analizi namecu robusnost identifikovanog
optimuma kao neminovan cilj kome se mora teziti od samog pocetka razvoja metode i
koji se kasnije u fazi validacije mora potvrditi. Hemometrijske strategije omoguéavaju
efikasan skrining robusnosti u fazi optimizacije primenom razliitith kriterijuma
robusnosti, kao i detaljno testiranje robusnosti u fazi validacije primenom metodologije
eksperimentalnog dizajna. U ovoj disertaciji prikazana je primena slozenih kriterijuma
robusnosti za skrining robusnosti u fazi optimizacije metode za analizu raloksifena i

njegovih necisto¢a, metode za ispitivanje smeSe agonista 1 antagonista beta receptora 1



metode za analizu smese antidepresiva. Kriterijumi robusnosti zasnovani su na pracenju
uticaja faktora na odgovor izraCunavanjem vrednosti parcijalnog izvoda funkcije

odgovora uzevsi u obzir ocekivano eksperimentalno variranje faktora.

U zavrsnoj fazi disertacije, predlozen je novi pristup kreiranju matematickih modela iz
visoko frakcionisanih dizajna, poput Plaket-Burman dizajna, koji se najéesc¢e koriste za
testiranje robusnosti u fazi validacije slede¢i hemometrijsku strategiju. Ovi tipovi
dizajna imaju kompleksnu strukturu preklapanja glavnih faktora i faktorskih interakcija,
a novopredlozena metodologija za kreiranje matematicCkog modela odgovora
omogucava da se iz modela proceni i1 uticaj faktorskih interakcija. Metodologija je
nazvana Pristup demaskiranja velikih dummy efekata i zasniva se na otkrivanju efekata
interakcija koje su sakrivene iza velikih vrednosti dummy efekata. Novi pristup
verifikovan je na primeru testiranja robusnosti tri prethodno razvijene metode za analizu
raloksifena i njegovih necistoca, smeSe agonista i antagonista beta receptora i smese

antidepresiva.

Kljuéne re€i: hemometrija, funkcije hromatografskog odgovora, matematicki modeli,
eksperimentalni dizajn, teCna hromatografija, optimizacija, robusnost
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New mathematical modeling techniques and chromatographic response functions
in chemometrical advancement of liquid chromatographic method development

Abstract

The application of chemometrical techniques in liquid chromatographic method
development enables modeling of system behavior dependence on several factors after
performing minimal number of experiments. Further on, by creating the appropriate
algorithms, the large number of simulated chromatograms is constructed providing
automatized experimental space search and identification of optimal solutions. This
process is completely dependent on the accuracy of defined mathematical model and
chosen objective function. This dissertation proposes a new chromatographic response
function for optimization strategies. The function is designed to simultaneously estimate
the quality of separation and the total analysis duration. Individual function terms are
defined to provide maximal reliability in chromatograms quality evaluation and
weighting factors are added to enable the proper adjustment of balance between
individual goals. The function is compared with six previously developed
chromatographic response functions on set of simulated chromatograms and
experimentally obtained chromatograms in reversed-phased liquid chromatography

(RP-LC) and hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC).

After the function ability to estimate the chromatograms adequately had been confirmed,
it was incorporated in Design of experiments methodology for the optimization of
method for the analysis of raloxifene hydrochloride and its impurities in RP-LC system,
as well as mixture of agonists and antagonists of beta receptors in HILIC system. The
optimization in both cases is performed applying central composite design. The newly
developed function was the only output of the system and the optimum is located by

response surface methodology.

Further on, the function is improved to estimate the peak shape along with separation
quality and analysis duration. This is very important in pharmaceutical analysis since
the quantification of peaks of inadequate shape is very difficult. Improved function is

verified on a set of experimentally obtained chromatograms acquired in the analysis of



antidepressants in HILIC system and subsequently applied for method optimization.
The experiments are performed according to 3° full factorial design and the optimum is

located by response surface methodology.

Separation mechanism in HILIC is very complex which makes the conventional
modeling of chromatographic responses by second order polynomial models obtained
by multi linear regression and least squares method rather difficult. This dissertation
proposes modeling of chromatographic behavior of antidepressants mixture in HILIC by
interpolation polynomial with divided differences. By interpolation, the function is
approximated so that it strives to pass through the experimental points, but also to
minimize the deviation of the remaining experimental region from the function. This
dissertation for the first time presents the application of interpolation polynomial with
divided differences for a function of three variables. Retention factors of investigated
substances are modeled directly by newly proposed mathematical modeling, while the
objective function is modeled indirectly. The objective function is created adjusting the
previously developed chromatographic response function for indirect modeling. The
optimization is performed by grid point search. The performances of the proposed
mathematical modeling are simultaneously compared to traditionally applied quadratic

function.

Recent trends in pharmaceutical analysis emphasize the importance of identified
optimum robustness as an aim which should be incorporated in method development
from the very beginning and subsequently confirmed in the validation phase.
Chemometrical strategies enable efficient robustness screening in the method
optimization phase by application of different robustness criteria, as well as through
robustness testing in validation phase applying experimental design methodology. This
dissertation presents the application of complex robustness criteria in robustness
screening during the optimization of methods for the analysis of raloxifene and its
impurities, mixture of agonists and antagonist of beta receptors and mixture of
antidepressants. The applied robustness criteria are based on tracking the influence of
factors on the response calculating the partial derivatives of the response function taking

into consideration the expected experimental variation of the factors.



The final part of dissertation proposes a new approach for creation of mathematical
models from highly fractionated designs such as Plackett-Burman design. Plackett-
Burman design is the most widely used design in robustness testing by applying
chemometrical strategy. This type of designs has a complex structure of main factors
and factors interactions. The newly proposed strategy enables creation of mathematical
models which can estimate both main factors and factors interactions. The methodology
is designated as Demasking large dummy factor effects and based on revealing the
important factor interactions confounded with large dummy factor effects. The new
approach is verified on robustness testing of three previously developed methods for the
analysis of raloxifene and its impurities, mixture of agonists and antagonists of beta

receptors and mixture of antidepressants.

Key words: chemometrics, chromatographic response functions, mathematical models,
experimental design, liquid chromatography, optimization, robustness

Research area: Pharmacutical chemistry

Specific research area: Drug analysis

UDK number:
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1. HEMOMETRIJSKI PRISTUP RAZVOJU METODE TECNE
HROMATOGRAFIJE

Savremene hemometrijske tehnike u razvoju metoda teéne hromatografije omogucavaju
detaljnu analizu sistema i reSavanje veoma kompleksnih analiti¢kih problema koji se

jednostavnim eksperimentalnim pristupom tipa pokusaj—pogreska ne mogu resiti.

Prilikom razvoja hromatografske metode, kao cilj moZe se postaviti pronalazenje
eksperimentalnih uslova koji omoguéavaju maksimalan kvalitet separacije svih
analiziranih supstanci, minimalnu duzinu trajanja analize, adekvatan oblik dobijenih
pikova, maksimalnu robusnost postavljenih uslova, ili u idealnom slucaju, postizanje
svih ovih ciljeva istovremeno. U slucaju analize kompleksnih analiti¢kih smeSa koje
sadrze viSe supstanci sa razli¢itim fizicko—hemijskim karakteristikama, za postizanje
ovakvog cilja pristupom pokusSaj—pogreska potrebno je izvesti veoma veliki broj
eksperimenata. Medutim, jo§ bitnija je Cinjenica da postoji velika opasnost da ovakav

pristup identifikuje samo lokalni optimum, ili da uopste ne identifikuje optimum.

Hemometrijski pristup koristi matematicke i statisticke tehnike koje omogucavaju da se
na osnovu malog broja dobro isplaniranih eksperimenata detaljno opiSe hromatografsko
ponasanje sistema. Na taj nacin, dalji proces optimizacije vrs$i se teorijskim
pretrazivanjem eksperimentalnog prostora bez izvodenja novih eksperimenata. Ovakva
strategija obuhvata dva klju¢na koraka: modelovanje sistema i predvidanje ponasanja

sistema kompjuterskom simulacijom.

U okviru prvog koraka, inicijalni eksperimenti definisani primenom eksperimentalnog
dizajna treba da omoguée konstruisanje jednaina ili treniranje algoritama koji
uspostavljaju matemati¢ku vezu izmedu ispitivanih faktora i odabranih odgovora koji se
prate. Kreiranim matematickim modelima mogu se predvideti hromatografski odgovori

za bilo koju kombinaciju eksperimentalnih faktora.

U drugom koraku, eksperimentalni prostor detaljno se pretrazuje ispitivanjem vrednosti

svih odabranih odgovora za veliki broj eksperimentalnih uslova. Na taj nac¢in, dobija se



niz simuliranih hromatograma koji odgovaraju odredenom setu eksperimentalnih uslova
koji se pazljivo menja kroz proces optimizacije, a zatim se procenjuje kvalitet dobijenih
hromatograma kako bi se identifikovao globalni optimum. Kako bi se pronasli najbolji
eksperimentalni uslovi, informacija sadrZzana u simuliranim hromatogramima mozZe se
prevesti u numericku vrednost koja ¢e se pratiti u toku optimizacije. Matematicki izraz
koji omogucava pracenje kvaliteta hromatograma naziva se funkcija cilja ili funkcija
hromatografskog odgovora. Osim separacije, funkcije cilja mogu procenjivati i ukupnu
duzinu trajanja analize, Zeljeni oblik pikova, robusnost postignutog optimuma, itd. Na
taj nacin, problem optimizacije svodi se na problem pronalaZzenja najadekvatnije
vrednosti funkcije hromatografskog odgovora koja ¢e omoguditi podeSavanje
eksperimentalnih uslova tako da vode Zeljenom ponaSanju sistema [1, 2]. Validnost
rezultata optimizacije hemometrijskim pristupom zavisi od tacnosti kojom definisani
matematicki modeli simuliraju hromatograme 1 sposobnosti funkcije hromatografskog

odgovora da procenjuje hromatograme na onaj nacin na koji bi to uradio i analiticar.

Konacno, jednom identifikovani optimalni uslovi prihvatljivi su samo ako su
eksperimentalno odrzivi, odnosno ako je potvrdena robusnost optimuma. Robusnost
optimuma pozeljno je procenjivati hemometrijskim tehnikama ve¢ u ranoj fazi razvoja i
optimizacije metode kako bi se izbeglo kreiranje ocigledno nerobusnih metoda. Po
zavrSetku procesa optimizacije, potrebno je sprovesti eksperimentalno testiranje
robusnosti koje se takode moze izvesti primenom hemometrijskog pristupa. U ovom
sluc¢aju, kao i u fazi optimizacije, potrebno je kreirati matematicke modele koji ¢e
opisati variranje sistema u zavisnosti od odabranih eksperimentalnih faktora. Testiranje
robusnosti podrazumeva ispitivanje mnogo veceg broja faktora u odnosu na one
ukljucene u fazu optimizacije zbog Cega zahteva primenu visokofrakcionisanih tipova

eksperimentalnog dizajna.



U uvodnom delu ove disertacije bice izlozena hemometrijska strategija za razvoj i
optimizaciju metode teCne hromatografije sa posebnim akcentom stavljenim na
kreiranje matematickih modela hromatografskih odgovora 1 dizajniranje funkcija
hromatografskog odgovora. U narednom poglavlju, bi¢e izlozena primena sloZenih
Kriterijuma robusnosti u ispitivanju robusnosti optimuma, kao i kreiranje unapredenih
matematickih modela hromatografskih odgovora nakon analize visokofrakcionisanim

dizajnima u okviru eksperimentalnog testiranja robusnosti.



2. HEMOMETRIJSKI PRISTUP OPTIMIZACIJI METODE TECNE
HROMATOGRAFIJE

Hemometrijski pristup optimizaciji metode ukljucuje sledece korake [2, 3]:
1) Definisanje cilja optimizacije
2) Odabir faktora koji ¢e biti optimizirani
3) Odabir faktorskih nivoa
4) Odabir eksperimentalnog dizajna
5) Odabir odgovora koji ¢e biti pracen
6) Kreiranje matematickog modela

7) Identifikacija optimalnih uslova

2.1. DEFINISANJE CILJA OPTIMIZACIJE

Metode tecne hromatografije imaju Siroku primenu u analizi farmaceutski aktivnih
supstanci 1 njihovih necistoca. U zavisnosti od namene metode koja se razvija, ciljevi
optimizacije mogu biti razli¢iti. U kvantitativnoj analizi pozeljno je postizanje potpunog
razdvajanja svih analiziranih supstanci, dok je u kvalitativnoj analizi dovoljno i
postizanje delimi¢nog razdvajanja supstanci. Posle separacije, minimizacija duZine
trajanja analize jedan je od najznacajnih ciljeva koji se mogu definisati. U slucaju
razvoja metode za kvantifikaciju supstanci, adekvatan oblik pikova i robusnost

postavljenih uslova mogu biti znacajni ciljevi.

2.2. ODABIR FAKTORA KOJI CE BITI OPTIMIZIRANI

Nakon definisanja cilja optimizacije, potrebno je odabrati faktore koji ¢e biti
optimizirani. Identifikacija klju¢nih faktora moze se izvrsiti primenom skrining dizajna
u okviru koga se ispituje veliki broj razli¢itih faktora, kako bi se izolovali oni koji
znaCajno uticu na sistem. U hromatografskim problemima cesto je 1 samo iskustvo
analitiara i odredeni broj preliminarnih eksperimenata dovoljno da se odaberu faktori
koji ¢e u¢i u fazu optimizacije. Veoma je vazno da se broj ispitivanih faktora svede na

minimum kako bi se smanjio broj potrebnih eksperimenata i olakSao postupak kreiranja



matematickih modela 1 pretrage eksperimentalnog prostora. Ovakav pristup
minimizacije broja faktora potpuno je opravdan, jer se za vecéinu hromatografskih
sistema mogu identifikovati svega tri do Cetiri klju¢na faktora ¢iji uticaj na sistem nije

opste poznat, ve¢ ga treba detaljno ispitati.

2.3. ODABIR FAKTORSKIH NIVOA

Odabir faktorskih nivoa veoma je bitan korak u metodologiji eksperimentalnog dizajna
(eng. Design of Experiments — DoE metodologija). Ako se definiSu previse uski
intervali variranja faktora, region eksperimentalnog prostora koji se pretrazuje bice
suzen. U tom slucaju, nije realno ocekivati da ¢e DoE metodologija uspeti da pronade
mnogo bolji optimum od onoga do koga se doslo u toku preliminarnih ispitivanja, jer ¢e
sva definisana pomeranja voditi samo malim promenama posmatranih odgovora. Na taj
nacin, primena hemometrijskog pristupa vodi¢e matematickoj i statistickoj analizi koje
¢e zahtevati vreme za izvodenje eksperimenata 1 racunske procedure, a nec¢e dovesti do
znacajnog poboljSanja metode. S druge strane, odabir Sirokih faktorskih intervala
omogucava detaljnu pretragu veéeg dela eksperimentalnog prostora Sto pruza
moguénost pronalazenja optimuma koji su znacajno drugaciji i bolji od pronadenih u
fazi preliminarnih ispitivanja. Medutim, Sto je interval variranja faktora $iri, to je
kompleksnost funkcionalne zavisnosti odgovora od tog faktora veca. Kako se u
standardnim procedurama hemometrijske optimizacije, kao matemati¢ki modeli koriste
uglavnom jednostavnije funkcije (linearne i kvadratne), postoji veliki rizik da one neée
uspeti da opiSu adekvatno posmatrani sistem. U tom slucaju, neophodno je podesiti
faktorske intervale tako da je moguca aproksimacija jednostavnim funkcijama u tom
regionu. U slucaju da je ipak neophodno odabrati Siroki interval variranja faktora,
potrebno je kreirati slozenije matematicke modele koji ¢e moc¢i adekvatno da

aproksimiraju zavisnost odgovora od ispitivanih faktora.



2.4. ODABIR EKSPERIMENTALNOG DIZAJNA

Vrste eksperimentalnog dizajna koje se koriste u fazi optimizacije metode uklju¢uju pun
faktorski dizajn, centralni kompozicioni dizajn, Boks—Benken (eng. Box—Behenken)
dizajn, Delert (eng. Doehlert) dizajn, D—optimalni dizajn, itd. Odabir dizajna koji ¢e se
koristiti za odgovarajuéi problem zavisi od vrste ispitivanih faktora, njihovih intervala
variranja, prihvatljivog broja eksperimenata, ocekivanja analiticara. VaZna
karakteristika svakog dizajna je broj nivoa na kojima se ispituju faktori. Dizajni za
optimizaciju metode najceSce analiziraju tri nivoa za svaki faktor §to omogucéava
aproksimaciju funkcije cilja polinomom drugog stepena, Cije promenljive odgovaraju
posmatranim faktorima. Ukoliko se oc¢ekuje da ¢e i linecarna funkcija moci da opiSe
zavisnost na odgovarajuc¢i nacin, moguca je i primena punog faktorskog dizajna koji

ispituje dva nivoa faktora [4, 5].
2.5. ODABIR ODGOVORA KOJI CE BITI PRACEN
Nakon svake hromatografske analize direktnim ocitavanjem sa hromatograma mogu se
odrediti jednostavni hromatografski odgovori koji karakteriSu individualne pikove kao
Sto su:

- retenciono vreme: t;

- Sirina pika na baznoj liniji ili na odredenoj visini u odnosu na baznu liniju: w

- redukovano retenciono vreme koje se izracunava prema formuli:

tr’ =t — 1 (1)

gde je to retenciono vreme pika mobilne faze

- retencioni faktor koji se izracunava prema formuli:

k=t —to)/to (2)



Svi ovi odgovori mogu se modelovati i na taj na¢in moze Se odrediti njihovo variranje u
zavisnosti od variranja odabranih faktora. Medutim, ovakvi odgovori govore samo 0
karakteristikama hromatografskog ponasanja pojedina¢nih supstanci, pa je osim njih
potrebno definisati i hromatografske odgovore koji su pokazatelj ukupnog kvaliteta
hromatograma. U takve odgovore spadaju kriterijumi koji procenjuju elementarno i
globalno razdvajanje, kao i funkcije hromatografskog odgovora.

2.5.1. ELEMENTARNI KRITERIJUMI RAZDVAJANJA

Elementarni kriterijumi razdvajanja procenjuju kvalitet razdvajanja za jedan par pikova
[1]. Pogodni su u slu¢aju analize jednostavnih smesa, poput onih koje sadrze samo dve

supstance. Najjednostavniji elementarni kriterijum razdvajanja je faktor selektivnosti:

a=kiy/ki 3)
gde je k; retencioni faktor analizirane supstance.

Nesto slozeniji kriterijum koji uzima u obzir i Sirinu pikova je faktor rezolucije:

Rs = 2(tjy1 — t)/(Wip1 + wy) (4)

gde je t;j retenciono vreme, a w; Sirina pika analizirane supstance na baznoj liniji.

Takode, predlozeno je i vise kriterijuma koji se zasnivaju na peak to valley odnosu
(odnos visine pika i doline koja spaja dva susedna pika) [6]. Kajzerova (eng. Kaiser)

definicija ovog odnosa je:

0=f/g Q)

gde f predstavlja rastojanje izmedu doline koja razdvaja dva pika i linije koja povezuje
vrhove pikova, dok g predstavlja rastojanje od bazne linije do linije koja povezuje

vrhove oba pika.



Medutim, procena 6 kriterijuma razdvajanja na ovaj nacin postaje problemati¢na kada
su susedni pikovi veoma razli¢ite povrSine, odnosno kada su oni disproporcionalni, jer
linija koja povezuje vrhove pikova i linija koja sece dolinu postaju gotovo paralelne Sto

otezava tacno lociranje presecne tacke i time onemogucava precizno merenje fi g.

Kako bi se prevaziSao ovaj nedostatak, Karl (eng. Carle) [7, 8] je predloZio
izraGunavanje f i g iz parametara koji se mogu preciznije ocitati sa hromatograma.

Prema Karlu f i g se mogu definisati na slede¢i nacin (slika 1):

0, =(BC+H, —H,)/(BC+H,)=1—(H, /(BC + H,)) (6)
gde je Hg visina prvog pika, a Hy visina doline.



G
rf’ﬁ \“ \
/
C / \
A [ \'\
\
‘f \\
A ‘s" E \
/ \ / \
.f'/ \\ B f‘l \
\ /
f rJ ‘\
/ “-\ .“ H,
f \ [
g (" \ "' \
/ \ / \
.‘i \’ I‘\\‘ HS
N/ I‘\\
B
He
tRs
tR,v
tR,I
Slika 1. Parametri koji ulaze u izra¢unavanje 6 separacionog kriterijuma:
Hs i Hy — visine susednih pikova, H, — visina doline, trs I tr; — retenciona

vremena pikova i tg, — polozaj doline

Kako su trouglovi ABC i AEG sli¢ni, odgovarajuce stranice su proporcionalne i moze

(7)

se postaviti sledeca ekvivalentnost:
BC/AB=EG/AE =(H, —H,)/(ty, —ts,)

gde su Hs i H; visine susednih pikova, a tgs i tr retenciona vremena pikova.

Kako bi se reSila ova jednacina, AB se mora zameniti razlikom (tgry — trs) Sto odgovara

rastojanju izmedu doline 1 retencionog vremena prvog pika. Na taj nacin dobija se
(8)

sledeca jednacina:
E = ((tR,v _tR,s) X (HI - Hs)) /(tR,I _tR,s)



gde je try polozaj doline.

Zamenom BC u prvu jednacinu moZe se izvesti:
Hs,l =1- (Hv x (tR,I _tR,s)) /((th _tR,s) x (HI - Hs) + Hs X (tR,I _tR,s)) (9)

Ova jednacina na adekvatan nacin opisuje par pikova na datoj slici 1 gde je prvi izlazeci
pik manje povrsine od drugog. Da bi jednaina vazila i za obrnut slu¢aj, potrebno je
preci na apsolutne vrednosti razlika retencionih vremena ¢ime se dobija konacan oblik
za izraCunavanje 0 Kriterijuma:

)) (10)

es,l :1_((Hv X ‘tR,I _tR,s )/qth _tR,s

><(HI - Hs)+ Hs ><‘tR,I _tR,s

2.5.2. GLOBALNI KRITERIJUMI RAZDVAJANJA

U slucaju analize smeSa koje sadrze viSe od dve supstance, elementarni kriterijumi
razdvajanja nisu dovoljni jer se oni odnose samo na kvalitet razdvajanja jednog para
pikova [1, 9]. U tom slucaju, potrebno je izvrSiti merenje globalne separacije koja ¢e
oslikavati ceo hromatogram. Princip ocene globalne separacije zasniva se na prevodenju
elementarnih rezolucija (ri) na jednu numeric¢ku vrednost (R) koja opisuje sveobuhvatnu
distribuciju pikova. Najjednostavniji nacin za reSavanje ovog problema je upotreba
faktora rezolucije za najloSije razdvojeni par pikova, tj. minimalnog ili kriticnog faktora

rezolucije:

R = min{r; 7} (1)
Ovakav kriterijum je primenljiv uvek kada se moze identifikovati kriti¢an par pikova.
Medutim, on je neosetljiv na razdvajanje ostalih parova pikova. Stoga se moze desiti da

se kvalitet dva hromatograma sa istim kritiénim faktorom rezolucije i bitno razli¢itim

rezolucijama izmedu ostalih parova pikova jednako oceni.
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Globalni kriterijumi razdvajanja koji uzimaju u obzir rezoluciju za svaki prisutan par

pikova ukljucuju proizvod faktora rezolucije:
R=[[m (12)

I normalizovan proizvod faktora rezolucije:

R =G 13)

gde n predstavlja broj pikova ili parova pikova. Medutim, na vrednosti proizvoda
faktora rezolucije dominantno uti¢u loSe razdvojeni pikovi. Stoga optimizacija
zasnovana na ovim Kriterijumima teZi da brzo odbacuje uslove gde su dva ili vise
pikova nerazdvojeni. Mana ovih kriterijuma ogleda se i u ¢injenici da se bolje vrednosti
kriterijjuma dobijaju za hromatograme sa potpuno preklopljnim nego za one sa

delimi¢no preklopljenim pikovima [9].
2.5.3. FUNKCIJE HROMATOGRAFSKOG ODGOVORA

Funkcije hromatografskog odgovora (eng. Chromatographic Response Function — CRF)
predstavljaju matematicko reSenje za objektivno vrednovanje hromatograma u pogledu
vise definisanih kriterijuma kvaliteta [10, 11]. Kao primarni cilj hromatografske analize,
CRF procenjuju kvalitet postignutog razdvajanja analiziranih supstanci ali ujedno
poseduju sposobnost da ocene i brojne druge sekundarne ciljeve poput minimalne
duzine trajanja analize, robusnosti optimuma, odgovaraju¢e simetrije pikova, itd.
Matematicki su dizajnirane tako da se sastoje iz viSe Clanova od kojih svaki procenjuje
po jednu karakteristiku kvaliteta hromatograma. Zatim se individualni ¢lanovi
medusobno kombinuju i kao kona¢na vrednost funkcije dobija se jedinstvena numericka
vrednost. Na taj nacin, svaki dobijeni hromatogram bi¢e objektivno ocenjen S$to
omogucava istovremeno poredenje 1 rangiranje velikog broja hromatograma. CRF
omogucavaju analitiCaru da unapred definiSe svoja o¢ekivanja od zeljnog optimuma, a
da u proceduri optimizacije metode celokupan proces vrednovanja hromatograma bude

automatizovan. Naime, umesto da analiti¢ar vr$i vizuelnu procenu svakog pojedina¢nog
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hromatograma kako bi ocenio njegovu prihvatljivost, funkcije hromatografskog
odgovora inkorporirane u jednostavne kompjuterske programe reSavaju ovaj problem za

veoma kratko vreme.

Medutim, da bi se jedna funkcija hromatografskog odgovora koristila kao jedinstvena
funkcija cilja optimizacije, ona mora biti dovoljno pouzdana i sposobna da sa
dovoljnom ta¢no$¢u procenjuje hromatograme. lako je u literaturi do sada razvijen
veliki broj CRF, nijedna od njih nije univerzalno primenljiva upravo zbog ¢injenice da
je nemoguée formulisati funkciju koja ¢e biti ,,idealna“. Sela (eng. Cela) [10, 12] je
definisao slede¢e fundamentalne zahteve koje bi idealna funkcija trebalo da ispuni:

1) funkcija treba da bude efikasna u poredenju i razlikovanju kvaliteta hromatograma i

2) funkcija treba da bude efikasna u kvantitativnom rangiranju kvaliteta hromatograma.

Pored ovih sustinskih, postoji niz drugih pozeljnih svojstava koje bi ona trebalo da
sadrzi:

3) da odgovara oc¢ekivanjima analitiCara,

4) da zavisi od parametara koje analiticar moze kontrolisati, a ne ukljucuje parametre
koje nije moguce kontrolisati,

5) da pokazuje razumnu korelaciju sa separacionim parametrima kako bi ukazala
analitiaru na koji nac¢in moze poboljSati slede¢i eksperimentalni pokusaj i

6) da bude matematicki korektna.

Kada je re¢ o fundamentalnim zahtevima koji se stavljaju pred svaku funkciju, oni se
odnose na ¢injenicu da svaka CRF mora imati adekvatno dizajnirane individualne
¢lanove koji opisuju pojedine kvalitete hromatograma. Ti ¢lanovi moraju, pre svega, biti
sposobni da detektuju, a onda i da na dovoljno precizan nacin kvantifikuju odredeno
svojstvo. Vecina funkcija hromatografskog odgovora sastoji se iz ¢lana koji procenjuje
razdvajanje 1 Clana koji procenjuje ukupnu duzinu trajanja analze. U cClanove koji
procenjuju razdvajanje mogu udi razliciti individualni Kriterijumi separacije (faktor
selektivnosti, faktor rezolucije, & kriterijum) i globalni kriterijumi separacije (proizvod
ili zbir faktora rezolucije). Sve prednosti i mane koje nose individualni ili globalni

Kriterijumi koji ulaze u sastav funkcije odrazice se i na ta¢nost vrednovanja separacije
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cele CRF. Clan koji procenjuje duzinu trajanja analize najéesée je dizajniran tako da
bude funkcija polozaja poslednje eluirane supstance. Funkcije koje ukljucuju i
mogucnost procene robusnosti odgovora, taj clan najcesce predstavljaju kao prvi izvod
odgovora po odredenom ispitivanom faktoru. Pojedine CRF koje su dizajnirane za
analizu viSekomponenetnih nepoznatih smesa poseduju i ¢lan koji meri broj supstanci
koje su eluirane u jednoj analizi. Ovaj parametar najcesc¢e se definise kao broj pikova

koji su se pojavili na hromatogramu.

Kada se jednom defini$e nac¢in merenja individualnih ¢lanova u okviru funkcije, treba ih
uravnoteziti tako da njihov medusobni odnos reflektuje cilj optimizacije. U tom smislu,
bitno je da funkcija odgovara ocekivanjima analiticara 1 da bude kontrolisana
parametrima koje podeSava analiticar. Medutim, ove zahteve je u praksi jako teSko
ispuniti. Upravo zbog toga je razvijen veliki broj CRF jer ocekivanja razli¢itih
analiticara za razli¢ite separacione probleme mogu biti potpuno drugacija.
Hromatografski problem moZe se definisati tako da je cilj optimizacije postizanje
razdvajanja sa jako visokim vredostima faktora rezolucije ili nekog drugog
separacionog kriterijuma. S druge strane, moze se desiti da je pozeljnije delimi¢no
razdvajanje komponeneti u Sto manjem vremenu trajanja analize od potpunog
razdvajanja. Ista funkcija hromatografskog odgovora ne¢e moci jednako dobro da resi
oba problema. Najpogodniji nacin za kreiranje funkcije koja je prilagodljiva razli¢itim
problemima je dodavanje tezinskih faktora koji prate individualne ¢lanove. lako tezinski
faktori unose u dizajn funkcije subjektivnu ocenu analiticara u pogledu njihove
vrednosti, to je najbolji pristup da analitiar definiSe Sta su zaista njegova ocekivanja od
metode. U literaturi je razvijen jako mali broj CRF koje ne sadrzZe teZinske faktore i za
njih je realno ocekivati da su primenljive samo u pojedinim separacionim problemima.
Medutim, dodavanje tezinskih faktora ne resava u svim funkcijama podeSavanje uticaja
individualnih ¢lanova jer funkcije mogu biti tako dizajnirane da je ¢lanove nemoguce

uravnoteziti.
Jedna od pozeljnih karakteristika koja se ocekuje od CRF je da pokazuje razumnu

korelaciju sa separacionim parametrima kako bi analitiCar mogao da planira sledeci

eksperimentalni pokuSaj. U opstem slucaju, funkcije koje sadrze manji broj
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individualnih ¢lanova lakse su za interpretaciju i jednostavnije je uspostaviti korelaciju

njihove numericke vrednosti sa stvarnim izgledom hromatograma.

Ukoliko se kao odgovor optimizacije prate funkcije hromatografskog odgovora, kao cilj
postavlja se maksimizacija ili minimizacija funkcije, u zavisnosti od toga da li funkcija
tezi minimumu ili maksimumu kako se priblizava optimumu. Uticaj individualnih
Clanova funkcije na ukupnu vrednost funkcije podeSava se vrednostima tezinskih

koeficijenata tako da bude u skladu sa definisanim ciljem optimizacije.

U nastavku poglavlja bi¢e predstavljene neke od najcesc¢e koriscenih funkcija

hromatografskog odgovora.
1. Beridzova (eng. Berridge) funkcija hromatografskog odgovora [13]:
L W
Bere = D2 R+ L™ —Wy[T, =T, [-wy(T, - T,) (14)
i=1

gde je R; faktor rezolucije izmedu i—tog para pikova;, L broj parova pikova;, Ta
maksimalno prihvatljivo retenciono vreme poslednjeg pika, T, retenciono vreme
poslednjeg pika, T; retenciono vreme prvog pika i To minimalno prihvatljivo retenciono
vreme prvog pik, wi, Wy | W3 su tezinski faktori koje bira analiticar.

Beridzova funkcija je prva funkcija hromatografskog odgovora koja je razvijena u

literaturi. Sastoji se iz Cetiri ¢lana: prvi procenjuje kvalitet razdvajanja sabirajuci faktore

L
rezolucije (Z Rij, drugi procenjuje broj pikova koji su se pojavili na hromatogramu
i=1

(L), tre¢i procenjuje ukupnu duzinu trajanja analize (T,—T, ) i Cetvrti procenjuje

retenciono vreme prvog pika koji se pojavio na hromatogramu (T, —T,).

2. Glajcova (eng. Glajch) funkcija hromatografskog cilja [14]:

COF =3 A IR, /R,) + B(t, ~t,) (15)

i=1
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gde je R; eksperimentalno dobijeni faktor rezolucije, Rig Zeljeni faktor rezolucije za
susedne pikove, t,, maksimalno prihvatljivo dobijeno retenciono vreme poslednjeg pika
I tn eksperimentalno dobijeno retenciono vreme poslednjeg pika, Ai i B su tezinski
faktori.

Ova funkcija sastoji se iz ¢lana koji procenjuje razdvajanje (Z A In(R, /R, )j i ¢lana

i=1

koji procenjuje ukupnu duznu trajanja analize (B(t,, -t,) ).

3. Dozova (eng. Dose) funkcija hromatografskog odgovora [15]:

t R /R
DOCRF — t R,n + z e Rs,u /Rs,cm (16)

R,cri i#]

gde je trn retenciono vreme poslednjeg pika, trcri Zeljeno optimalno vreme trajanja
analize, Rsj eksperimentalo dobijen faktor rezolucije za susedne pikove, Rscri Zeljeni

faktor rezolucije koji postavlja analitiCar.

t
R ] i ¢lana koji

Dozova funkcija se takode sastoji iz ¢lana koji procenjuje vreme (
R,cri

procenjuje razdvajanje komponenti, a koji je predstavljen eksponencijalnom funkcijom

Z e_Rs‘ij /Rs,crit .
i#]

4. Slabahova (eng. Schlabach) statisti¢ka funkcija hromatografske rezolucije [16]:
n-1 (R -R )2 n-1 (R)Z t
CRS = Lot + ' s’
{'Zﬂ:|: Ri (RI - Rmin )2 :| IZ=1: (n _l) Rav2 n (17)

gde je R; eksperimentalno dobijeni faktor rezolucije, Roy optimalni faktor rezolucije,

Rmin minimalan prihvatljiv faktor rezolucije, R, prosecna vrednost eksperimentalno
dobijenih faktora rezolucije, t; retenciono vreme poslednjeg pika, n ukupan broj pikova

koji se pojavljuju na hromatogramu.

. . . o (wl (R-Ry)’ .
Slabahova funkcija procenjuje kvalitet razdvajanja Z W , uniformnu
i=1 i\"Ni ™ Rmin

distribuciju pikova — odstupanja pojedina¢nih faktora rezolucije od prosecne vrednosti
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n-1 2
faktora rezolucije (Z%J ukupnu duzinu trajanja analize (t,) i broj pikova
i= (N— av

koji su se pojavili na hromatogramu (n).

5. Morisova (eng. Morris) hromatografska eksponencijalna funkcija [17]:

CEF = Ki(l—ea(R“”‘_Ri))zJ+1}(1+tt_f] (18)

i=1 max

gde je Rope optimalan faktor rezolucije, Ri eksperimentalno dobijen faktor rezolucije,
tmax mMaksimalno prihvatljivo vreme trajanja analize, t; retenciono vreme poslednjeg

pika, a faktor za podeSavanje nagiba krive i n broj o¢ekivanih pikova.

Ova funkcija procenjuje dva parametra kvaliteta — razdvajanje Z 1—e™™ +1

i=1

. .. . _ t
i ukupnu duZinu trajanja analize [1+ —f]

6. Duarteova (eng. Duarte) funkcija hromatografskog odgovora [8]:
N-1
Decrr = ZHSJ +N —((tR’L _to)/tR,L) (19)
i=1

gde je tg, retenciono vreme poslednjeg pika, to retenciono vreme pika mobilne faze, N
ukupan broj pikova koji su se pojavili na hromatogramu, a € Kriterijum separacije.
Duarteova funkcija procenjuje kvalitet razdvajanja € separacionim kriterijumom
N-1
(Z@s,,j, ukupan broj pojavljenih pikova na hromatogramu (N) i ukupnu duzinu
i=1

trajanja analize ((tR,L -1, )/tR’L).

16



2.6. KREIRANJE MATEMATICKOG MODELA

Kreiranje matemati¢ke zavisnosti izmedu ispitivanih faktora 1 odabranog
hromatografskog odgovora moze se izvrSiti primenom mehanisti¢kog pristupa koristeci
unapred poznate teorijske jednacine, ili empirijskim modelovanjem odgovora u funkciji
odabranih faktora nekom od tehnika aproksimacije funkcije [18]. Teorijske jednacine
koje opisuju hromatografske odgovore nisu univerzalno primenljive i nisu pogodne
kada se ispituje zavisnost odgovora od viSe posmatranih faktora. U tom slucaju, najbolji
pristup predstavlja empirijsko modelovanje hromatografskog ponaSanja sistema.
Metodologija eksperimentalnog dizajna, kao tehniku aproksimacije, najcesce koristi
linearnu regresiju i metodu najmanjih kvadrata [5]. Medutim, kada je funkcionalna
zavisnost odgovora sloZena i interval variranja faktora Sirok, ovakva tehnika moze dati
neadekvatne rezultate. U tom sluCaju, mogu se primeniti neki drugi vidovi
aproksimacije funkcije kao Sto su metode interpolacije. U ovoj disertaciji, po prvi put,
predstavice se modelovanje hromatografskih odgovora Njutnovim interpolacionim

polinomom sa podeljenim razlikama [19].

2.6.1. MATEMATICKO MODELOVANJE HROMATOGRAFSKIH ODGOVORA TEHNIKOM

VISESTRUKE LINEARNE REGRESIJE | METODE NAJMANJIH KVADRATA

Najcesce primenjivani modeli za opis hromatografskih odgovora u funkciji odabranih
eksperimentalnih faktora su linearni model i model polinoma drugog stepena.
Eksperimentalno dobijeni podaci aproksimiraju se ovim modelima primenom proste i
viSestruke linearne regresije. Prosta regresija koristi se u slu¢aju uspostavljanja veze
izmedu jednog faktora i odgovora, a viSestruka regresija kada se uspostavlja veza
izmedu viSe faktora i odgovora. Upotrebom eksperimentalnih dizajna koji ispituju
faktore na dva nivoa poput faktorskog dizajna, frakcionog faktorskog dizajna ili
Plakett—-Burman dizajna dobijaju se uvek linearni modeli koji opisuju hromatografske
odgovore. Pun faktorski dizajn opisuje odgovor linearnim c¢lanovima 1 njihovim
interakcijama. Frakcioni dizajni procenjuju glavne faktore i, u zavisnosti od rezolucije
dizajna, mogu proceniti neke faktorske interakcije [5]. Eksperimentalni dizajni koji

ispituju faktore na tri i vise nivoa poput 3° punog faktorskog dizajna, centralnog

17



kompozicionog dizajna, Delert dizajna i drugih, omoguéavaju uspostavljanje linearne ili
kvadratne veze izmedu ispitivanih faktora i odgovora [5].
Linearni model koji opisuje hromatografski odgovor moze se predstaviti na sledeci

naéin [5]:
Vi = Bo + B1Xix + B2Xiz + -+ BpXip (20)
pri ¢emu je i = 1 do n, gde je n broj eksperimenata, p je broj ispitivanih faktora. Matrica

dizajna X moze se predstaviti kao vrednosti faktora x, u n eksperimentata na sledeci

nadin:

xT 1 %11 o Xqp
X = ]z 1 .. . . (21)
x! 1 Xp1 o Xnp

Vektor dobijenih odgovora Y u n eksperimenata moze se predstaviti na sledeé¢i nacin:

Y1
Y=1. (22)
Yn
Sli¢no, vektor B koeficijenata S do S, moze se prestaviti kao:
B
B=]|.. (23)
By
Linearni model moZe se zapisati u matricnom obliku:
XB=Y (24)
Odakle se dobijaju vrednosti koeficijenata 3 na sledeé¢i nacin:
B=X1 (25)
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Jasno je da se vrednosti p+1 koeficijenata koji odgovaraju p faktora i odsecku mogu
izraunati samo ako postoji p+1 polaznih jednacina, odnosno n = p+1 eksperimenata u
kojima ¢e se dobiti parovi (Xj, Yi). Stoga, u slucaju kada postoji tatno p+1

eksperimenata postoji samo jedno resenje jednacine B = X~1Y.

Medutim, eksperimenti su naj¢es¢e dizajnirani tako da ih ima znatno vise nego Sto ima
nepoznatih koeficijenata modela. Ovakav pristup poZeljan je prilikom izvodenja
eksperimenata kako bi se ostavili odredeni stepeni slobode koji ¢e omoguditi procenu
eksperimentalne greSke. U slucaju kada sistem ima vise jedna¢ina nego nepoznatih on je
preodreden i postavlja se pitanje koje jednacCine, koja reSenja, treba upotrebiti za
izraCunavanje nepoznatih koeficijenata. U tom slucaju, potrebno je posti¢i najbolje
uklapanje (aproksimaciju) podataka u definisani model. Metoda najmanjih kvadrata je
standardni pristup za aproksimaciju reSenja preodredenih sistema, tj. sistema jednac¢ina
u kojima ima viSe jednacina nego nepoznatih. ,,Najmanji kvadrati znace da globalno
reSenje minimizira sumu kvadrata odstupanja reSenja u odnosu na rezultate svih

pojedinac¢nih jednacina.
Dakle, ako se sa R oznac¢i matrica rezidua, model koji opisuje Y, korigovace se tako da
se dobija jednacina [5]:

XB+R=Y (26)
Odnosno, matrica rezidua moze se predstaviti kao:

R=Y—-XB (27)
Dalje, suma kvadrata rezidua moZze se izraziti kao:

SSr=RTR (28)

pa sledi da je:
SSr=RTR = (Y — XB)"(Y — XB) (29)
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Minimizacija sume kvadrata moze se izraziti kao minimiziranje promene sume kvadrata

(0(R'R)) po promeni koeficijenata (dB), odnosno kao resavanje jednacine:

o(RTR) _
Zamenom u prethodne jednacine vaZi da je:
T _xB)T(v—
A&'R) _ AUXEY WoXB)] _ yr(y — XB) = XTY — XTXB (31)

0B 0B

Ako se postavi uslov da je matrica parcijalnih izvoda jednaka nuli, vazi sledeca

jednacina:

0=XTY - X"XB (32)
gde je B matrica koeficijenata koji daju najmanju sumu kvadrata.
Dalje, vazi da je:

XTY = XTXB (33)
MnozZenjem jednacine s leve i s desne strane sa (X7 X) ™! dobija se:

XTX)'(XTY) = (X"TX)"Y(X"X)B (34)

Odnosno:
B=X"X)"1(xTY) (35)

Jednacina predstavlja reSenje u obliku matrice za set koeficijenata koji daju minimalnu

sumu kvadrata rezidua u slucaju kada su svi parametri modela linearni.
Prilikom upotrebe vrsta eksperimentalnog dizajna koji analiziraju faktore na tri nivoa,

eksperimentalno dobijeni podaci mogu se aproksimirati i kvadratnim modelom.

Kvadratni model moze se predstaviti na slede¢i nacin:
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Vi = Bo + BiXix + BriXh + BaXiz + Box Xy + Pr2XinXip + - + BpXip + .Bprizp (36)
Istovetno prethodnom objasnjenju i ovde se moze pokazati da je:
B=X"X)"1(xTY) (37)
na osnovu ¢ega se mogu izracunati svi koeficijenti polinoma drugog reda.

[ako najcesce primenljivana, u pojedinim slucajevima, metoda aproksimacije linearnom
i kvadratnom funkcijom primenom linearne regresije i metode najmanjih kvadrata ne
moZe ta¢no opisati hromatografske odgovore. Ovo se pre svega deSava kada je
zavisnost odgovora od pojedinih faktora suviSe sloZzena da bi bila aproksimirana
jednostavnim funkcijama sa dovoljnom ta¢nos$cu, ali i kada je interval variranja faktora

Sirok.

Slika 2 prikazuje Cetiri seta eksperimentalnih podataka koja su aproksimirana istom
linearnom funkcijom, dok se prave funkcije, koje opisuju ove odgovore znacajno
razlikuju, iz ¢ega sledi da je u takvim slucajevima potrebna aproksimacija slozenijim

tehnikama koje ¢e na precizniji nacin opisati posmatrani sistem.
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Slika 2. Primeri regresionih modela sa sli¢nim jedna¢inama i sliénim R? vrednostima
koji opisuju razlicite setove podataka
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2.6.2. MATEMATICKO MODELOVANJE HROMATOGRAFSKIH ODGOVORA METODOM

INTERPOLACIJE

Metoda interpolacije do sada nije koris¢ena za modelovanje hromatografskih odgovora.
Medutim, interpolacija je veoma pogodan nacin za uspostavljanje veze izmedu zavisne i
nezavisnih promenljivih na ogranicenom setu podataka pa ¢e u ovoj disertaciji biti

primenjena za kreiranje modela hromatografskih odgovora [20, 21].

Za dati skup tacaka (x;,y;), gde je y; = f(x;), metodom interpolacije konstruiSe se
jednostavnija funkcija F(x; aq,aq, ..., ay) gde su a;(i = 0,n) neki parametri pomocu
kojih se jednostavnije mogu na¢i vrednosti funkcije f(x). Te vrednosti se nalaze
priblizno ali sa potrebnom ta¢noséu. Funkcija F(x;ay, a4, ..., a,) mora se poklapati sa

funkcijom f(x) u tackama x;, koje se nazivaju ¢vorovi interpolacije [19].

Metoda interpolacije moZe posluziti kao znacajna alternativa aproksimaciji linearnom
regresijom i metodom najmanjih kvadrata i omoguciti sa mnogo vecom ta¢noscu
uspostavljanje zavisnosti hromatografskog odgovora od ispitivanih eksperimentalnih
faktora, ¢ak i u slucajevima Sirokih faktorskih intervala i veoma kompleksnih
zavisnosti. Razlika izmedu metode interpolacije i metode aproksimacije linearnom

regresijom moze se ilustrativno predstaviti slikom 3:
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Slika 3. Razlika izmedu interpolacije (crvena linija, funkcija prolazi kroz sve
eksperimentalne tacke) i aproksimacije linearnom regresijom (crna linija,
rastojanje svih tacaka od funkcije je najmanje moguce)

Ukoliko funkcija F pokazuje linearnu zavisnost od neodredenih parametara ao, as, ...,an
rec je o linearnoj interpolacionoj funkciji. Linearne interpolacione funkcije po pravilu se

traze u obliku uopstenog polinoma:
F(X; ao,a1,...,an) = Yr=o @ gr(x) (38)

gde su funkcije g, (x) zadate i linearno nezavisne, pri tom su funkcije g, (x) = x*, k =

0,1,2,...,n,aao,ai,..., as neodredeni koeficijenti.

Za n+1 tagaka (x;, f(x;)),i = 0,...,n postoji jedinstven interpolacioni polinom P, (x)
stepena n koji zadovoljava uslove: B, (x;) = f(x;),i = 0,1, 2, ...,n. Taj polinom moZze
da se zapise na razlicite nacine koji ukljuc¢uju Lagranzov (eng. Lagrange) interpolacioni
polinom, Njutnov interpolacioni polinom sa podeljenim razlikama, Njutnov
interpolacioni polinom sa kona¢nim razlikama za interpolaciju unapred i unazad,
Gausovi polinomi za interpolaciju unapred i unazad, Stirlingov (eng. Stirling)
interpolacioni polinom, Baselov (eng. Basel) interpolacioni polinom... [19].
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Postoji viSe formi zapisivanja interpolacionog polinoma. Jedna od njih, koja ¢e biti

upotrebljena u ovoj disertaciji, jeste Njutnov interpolacioni polinom sa podeljenim

razlikama. OpSti oblik ovog polinoma za funkciju jedne promenljive moZe se napisati

na slede¢i nacin:

P,(x) = f(xo) + flxo, x1]1(x — x0) + Flxo, x1, 221 (x — x0) (x — x1)
+ flx0, %1, X2, X3 ] (x — x0) (x — 1) (x — x3) + -+

+ flx0, %1, oo X ] (x — x0) (X — x1) oo (X — Xp—1)

Podeljene razlike za funkciju jedne promenljive mogu se dobiti na sledeci nacin:

Podeljene razlike nultog reda:

flxo0] = f(x0)

Podeljene razlike prvog reda:

f[xOJxl] — Fe)—f(xo)

X1—Xo

Podeljene razlike drugog reda:

flx1.x2]=f[x1,%0]

flx0,x1,x2] = o

Podeljene razlike n—tog reda:

[x1,%2,Xn]=f[X0,%1,-»Xn—-1]
Xn—Xo

f
f[XOJxli "'an—lixn] =

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)
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2.6.3. INDIREKTNO MODELOVANJE KOMPLEKSNIH HROMATOGRAFSKIH ODGOVORA

Kao $to je ve¢ naglaSeno u poglavlju 2.5, jednostavni hromatografski odgovori i
Kriterijumi razdvajanja nisu dovoljno merilo kvaliteta hromatograma zbog Cega je
potrebno koristiti neke od kompleksnijih parametara kvaliteta. Medutim, u pojedinim
slu¢ajevima matematicko modelovanje kompleksnih hromatografskih odgovora moze
biti veoma sloZeno, tako da aproksimacija jednostavnim funkcijama nec¢e omoguciti
kreiranje modela dovoljne taénosti. Cak i kada je re¢ o elementarnim kriterijumima
separacije poput faktora rezolucije, modelovanje u slucaju previse Sirokih pikova ili
pojave inverznih pikova neée biti adekvatno. Jedan od pristupa reSavanju ovog
problema jeste indirektno modelovanje kompleksnih odgovora. Ovakav pristup
podrazumeva da se modeli kreiraju samo za najjednostavnije hromatografske odgovore,

a da se zatim svi slozeniji odgovori naknadno (indirektno) rac¢unaju [22, 23].

Dev (eng. Dewe) [22] je predloZio direktno modelovanje retencionih vremena jer ona
najbolje opisuju poloZaj pikova. Retenciona vremena koja treba modelovati za svaki pik
su: retenciono vreme vrha pika ta, i dva retenciona vremena na X % od visine pika, ty i
t, pri cemu je t; manje od t,.. Modelovanje tri umesto jednog retencionog vremena ima
za cilj da pruzi informaciju i o obliku pika, a ne samo o polozaju. 1z data tri retenciona

vremena mogu se izvesti tri odgovarajuca retenciona faktora:

k = (t,—ty)/to (44)
ki = (tr1—to)/to (45)
ky = (trr —to)/to (46)

gde je t, retenciono vreme pika mobilne faze.

Prema preporukama Evropske farmakopeje visina pika za izraGunavanje t,, I t,; moze
biti 50 % [24] ili Americke farmakopeje 13,4 % [25], a neki autori predlazu i retenciona
vremena koja odgovaraju pocetku i kraju pika, odnosno koja uzimaju u obzir Sirinu pika

na baznoj liniji [23].
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Tri retenciona faktora definisana na ovaj nacin modeluju se direktno primenom
visestruke linearne regresije ili neke druge tehnike modelovanja. U slu¢aju primene

multilinearne regresije koristic¢e se jednacine:

k =BX+¢€ 47)
k, =B X +¢g (48)
k., =B.X+¢, (49)

Zatim, mogu se izracunati tri odgovarajuca retenciona vremena:

tr=t,(BX+&'+1) (50)
tl == to(le + 81 + 1) (51)
tr =to(B X+ +1) (52)

Svi ostali hromatografski odgovori mogu se indirektno modelovati izvodenjem iz

prethodno definisanih retencionih vremena.

Za $irinu pika model ¢e biti oblika:

w = tT'T' - tTl = tO(BT'X + &Er + 1) - to(le + &1 + 1) (53)

Iz definisanih retencionih vremena i Sirina pikova mogu se izraCunati odgovarajuci

faktori rezolucije izmedu pikova A 1 B:

Rsup = 2(tr 4 — trp)/(Wa + Wg) (54)

ako se t, i t; odnose na visinu pika na 13, 4 % od bazne linije ili

Rsyp = 1,18(t 4 — trg)/(Wa + wp) (55)

ako se t, i t; odnose na visinu pika na 50 % od bazne linije, gde je t, 4 > t, 5.
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Sli¢no, mogu se definisati i minimalna rezolucija, ukupna duzina trajanja analize, faktor

simetrije i ostali hromatografski odgovori:
Minimalna rezolucija:
RSmin = min(Rs; )

gde su j i k oznake susednih pikova.

Ukupna duzina trajanja analize:

trmin = max(tr,j)

Faktor simetrije:

Lyym = (trr + tr1 — 28) /W

Maksimalni faktor simetrije

Isym,max = max(lsym,j)

(56)

(57)

(58)

(59)

Ovakav set jednacina omogucava Kreiranje povrsine odgovora za svaki od odabranih

hromatografskih odgovora, a pritom je modelovanje izvrSeno samo za odgovarajuca

retenciona vremena, tacnije za retencione faktore pridruzene odgovarajué¢im

retencionim vremenima.
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2.7. IDENTIFIKACIJA OPTIMALNIH USLOVA

Finalni korak u optimizaciji je identifikacija eksperimentalnih uslova koji daju najbolji
mogu¢i hromatogram, odnosno najbolju mogucu vrednost funkcije cilja (funkcije
hromatografskog odgovora ili nekog drugog odabranog odgovora) u datom
eksperimentalnom prostoru. Nalazenje optimuma moze se izvrsiti graficki primenom
metodologije povrSine odgovora (eng. Response Surface Methodology — RSM), ili

numericki optimizacionim algoritmom [9].

Osnovni i najcesce koris¢en nacin optimizacije je RSM. Funkcija odgovora prikazuje se
u funkciji eksperimentalnih faktora i dobijena povrSina odgovora analizira se s ciljem
identifikacije optimalnih regiona [4, 26 — 28]. Ova tehnika daje dobre rezultate, ali je
primenjiva samo u slucajevima kada je broj faktora jedan ili dva, jer ¢e tada posmatrani
prostor biti prikazan u dve ili tri dimenzije. Cetvoro i visedimenzioni prostori ne mogu
se proceniti jednostavno i RSM se ne preporucuje u analizi vise od dva faktora, osim
ako se ne pokaze da su ostali faktori relativno neznacajni i da se mogu zanemariti.
Problem ove tehnike je i €injenica da zahteva oc€itavanje grafika od strane analitiCara i

ne moze se automatizovati usled ¢ega je podlozna ljudskoj gresci.

S druge strane, najjednostavnija numericka tehnika optimizacije je prosto pretraZivanje
¢vorova mreze (enumerativna tehnika). Nakon dizajniranja matemati¢kog modela koji
opisuje funkciju hromatografskog odgovora, program izra¢unava vrednosti funkcije u
svim ¢vorovima, uporeduje ih i pronalazi optimalno reSenje. Sustinski parametar koji se
mora definisati za mrezu je rastojanje izmedu c¢vorova, odnosno gustina mreze.
Prevelika gustina vodi¢e predugom raCunanju, dok ¢e premala gustina dovesti do

gubitka informacija i greSke u identifikaciji optimuma.
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Numericka optimizacija moze se vrSiti i simpleks algoritmom. Ova tehnika Kkoristi
polihedron (simpleks), geometrijsku figuru koja ima d+1 stranica u d dimenzionalnom
prostoru. Algoritam izracunava vrednosti funkcije u temenima figure, rangira dobijene
vrednosti od najlosije ka najboljoj, a zatim se krec¢e kroz eksperimentalni prostor tako da
tezi Sto boljim vrednostima. Nedostatak ove tehnike je mogucnost padanja u lokalne
optimume. Ovaj problem moze se prevazici tako Sto algoritam pocinje pretragu vise
puta iz razliCitih tacaka, pa ako se svaki put identifikuje isto reSenje, moze se smatrati

da je to globalni optimum [9].
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3. HEMOMETRIJSKI PRISTUP ISPITIVANJU ROBUSNOSTI METODE
TECNE HROMATOGRAFIJE

Jednom identifikovani optimalni uslovi bi¢e potuno beskorisni ako se ne mogu
reporodukovati pri rutinskom izvodenju eksperimenata. Stoga je robusnost optimuma
jedan od veoma vaznih parametara koje postavljena metoda mora zadovoljiti.
Ispitivanje robusnosti identifikovanog optimuma primenom hemometrijskih strategija
moZe se sagledati kroz dve faze: prva faza podrazumeva skrining robusnosti u okviru
optimizacije metode, a druga faza, i to na pocetku faze validacije, testiranje robusnosti

metodologijom eksperimentalnog dizajna.

Hemometrijske tehnike omogucavaju da se u fazi optimizacije metode kompjuterski
simulira variranje eksperimentalnih uslova. Procena stabilnosti optimuma na takav
nain moze se izvrSiti primenom razli¢itih Kriterijuma robusnosti i funkcija
hromatografskog odgovora. Neadekvatni rezultati u okviru skrininga robusnosti ukazuju
na neophodnost reoptimizacije hromatografske metode. Medutim, zadovoljavajuci
rezultati nisu dovoljna potvrda robusnosti metode, ve¢ se svaka metoda mora
podvrgnuti eksperimentalnom testiranju robusnosti na pocetku faze validacije. U tecnoj
hromatografiji metodologija eksperimentalnog dizajna omogucava efikasno izvodenje
testiranja robusnosti i u farmaceutskoj analizi naj¢es¢e podrazumeva primenu Plaket—
Burman (eng. Plackett—-Burman) i drugih visokofrakcionisanih vrsta dizajna [29, 30].
Ove vrste dizajna omogucéavaju kreiranje matematic¢kih modela hromatografskog
odgovora na osnovu kojih se moze proceniti znacaj ispitivanih faktora. S toga je tacnost

tih modela osnovni preduslov za adekvatnu interpretaciju rezultata.

3.1. SKRINING ROBUSNOSTI U TOKU OPTIMIZACIJE

Razlic¢iti kriterijumi robusnosti metode omogucavaju razmatranje pitanja robusnosti ve¢
u ranoj fazi razvoja i optimizacije hromatografske metode. Ovaj proces omogucava uvid

u potencijalnu nestabilnost optimuma jos pre procesa validacije i moze spreciti razvoj,

ocigledno, nerobusnih metoda [31].
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Merenje robusnosti optimuma najéesce se zasniva na izracunavanju parcijalnog izvoda
posmatranog odgovora koji u hromatografiji mogu biti faktor selektivnosti, faktor
rezolucije, funkcija hromatografskog odgovora. Kada se jednom uspostavi matematicka
veza izmedu faktora i odgovora, robusnost optimuma moze se pratiti kao parcijalni
izvod odabranog odgovora (y) po parametru optimizacije (x). Dobijena dy/dx vrednost

ukazuje na stepen promene odgovora kada se menja vrednost jednog faktora (slika 4).

f(x)

X,

Slika 4. Parcijalni izvod funkcije odgovora

Medutim, jednostavna interpretacija vrednosti parcijalnog izvoda nije dovoljna jer u
toku eksperimentalne procedure razli¢iti faktori mogu varirati u okviru razli¢itih
intervala. Tako, na primer, o¢ekivano variranje za sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi
moze biti 1 %, dok ocekivano variranje pH vrednosti mobilne faze moze biti 0,1 ili 0,2
pH jedinice. Stoga ¢e interpretacija numericke vrednosti parcijalnog izvoda biti
pogredna ako se ne uzme u obzir skala merenja za dati faktor. MoZe se dogoditi da se na
osnovu velike numeric¢ke vrednosti pogresno zakljuci da jedan faktor uti¢e na odgovor u
velikoj meri, dok u standardnoj analiti¢koj proceduri zapravo, uti¢e vrlo malo, jer su mu

variranja mala.
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Vanbel (eng. Vanbel) i saradnici [32] razvili su parcijalni i totalni robusni Kkriterijum
koji u fazi optimizacije pomazu u tumacenju robusnosti. Matematicki izraz parcijalnog

robusnog kriterijuma je:

dR
R(T)=Af-— (60)

gde Ry (f) predstavlja robusni kriterijum, R odabrani odgovor, f ispitivani hromatografski
faktor i Af dozvoljeno variranje faktora. R, (f) moZe se primeniti za definisanje granice
robusnosti (eng. robustness band), tj. intervala u kome faktori smeju varirati a da se
oCuva robusnost metode. Eksperimentator naj¢es¢e definiSe Af na osnovu

eksperimentalne greske.

Kako bi se izmerila sveobuhvatna robusnost koja uzima u obzir variranja svih
ispitivanih faktora, Vanbel predlaze kriterijum ukupne ili totalne robusnosti koji se
dobija sabiranjem Kkriterijuma parcijalne robusnosti. lzraz za izratunavanje totalne

robusnosti dat je formulom:

dR dR dR
R =af - BRyar R, A AR
o =B TR gy s (61)

gde je Ry kriterijum totalne robusnosti, f, ispitivani hromatografski faktori, n broj
ispitivanih faktora, Af, dozvoljeno variranje faktora i R odabrani hromatografski

odgovor.

Kada se jednom definiSu optimalni uslovi za hromatografsku analizu odredene smese,
robusnost optimuma moze se proceniti Vanbelovim parcijalnim i totalnim robusnim

kriterijumom prateci sledece korake:

1) Odabir faktora ukljuc¢enih u optimizaciju ¢iji ¢e uticaj na robusnost optimuma biti
ispitivan

2) Definisanje optimalnih vrednosti odabranih faktora

3) Odabir odgovora ¢ija ¢e robusnost biti ispitivana

4) Kreiranje kvadratnih matemati¢kih modela koji opisuju odgovore u zavisnosti od

ispitivanih faktora
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5) Izra¢unavanje robusnog kriterijuma i tumacenje rezultata

Dozvoljene vrednosti za R, definiSe analitiCar i one =zavise od vrednosti
hromatografskih odgovora pri definisanim optimalnim uslovima. Kada je vrednost
dobijenog odgovora na granici prihvatljivosti, R, mora biti veoma male vrednosti kako
bi se izbeglo dobijanje neadekvatnih rezultata u toku rutinske primene. S druge strane,
ako je pri optimalnim uslovima vrednost hromatografskog odgovora vise nego
zadovoljavaju¢a, moguce je i prihvatiti ve¢e vrednosti Ry. Ukoliko jedan odgovor ima
zadovoljavajuce R, (f) vrednosti za neke faktore, a nezadovoljavajuée za druge, onda se
govori o delimi¢noj robusnosti odgovora. U tom slucaju, ve¢ u fazi skrininga, moze se
zaklju¢iti koji su to faktori na koje se mora obratiti posebna paznja u toku

eksperimentalnog rada.

Pored Vanbelovog pristupa koji ¢e biti primenjen u ovoj disertaciji, u literaturi se mogu
naci 1 drugi pristupi za procenu robusnosti optimuma.

Goga—-Remont (eng. Goga—-Remont) [33] predlozili su za procenu robusnosti
hromatografske metode u fazi optimizacije kriterijum Rob koji je definisan na slede¢i
nadin: metoda mora zadrzati svoje Karakteristike u pogledu kvaliteta razdvajanja i
retencionih faktora za svako variranje koje je vece ili jednako grani¢noj vrednosti Py
tatno definisanoj za svaki faktor Pj. Ove granice definiSe analitiCar prema svojim
ocekivanjima od metode. Tako se za svaku tacku eksperimentalnog prostora moze
definisati prozor sa dimenzijama grani¢ne vrednosti Py j. Svaka tacka unutar prozora
mora zadovoljiti kriterijume za faktore separacije i za vrednosti retencionih faktora.
Pored tako definisanog osnovnog prozora, definiSe se i veéi prozor, prozor robusnosti,
koji moze postojati sa svim osnovnim jedinicama povecanim za isti faktor Rob. U tom
slu¢aju, Rob x Py,; predstavlja meru u kojoj P; moze da varira bez smanjenja kvaliteta

analize. Minimalna zahtevana vrednost za Rob je 1. (slika 5)
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Rob x Py, ;

P2
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-

Slika 5. Parametri koji ulaze u izracunavanje Rob kriterijuma robusnosti

Pored individualnih kriterijuma za procenu robusnosti optimuma, u literaturi je

definisano i nekoliko slozZenih funkcija hromatografskog odgovora koje inkorporiraju u

svoju formulaciju i aspekt robusnosti. Masart (eng. Massart) i saradnici [34] predlozili

su 4 funkcije:

().

CR1= n{ -
Zi:l

62
|<A<fj>s>mx|} 2

CR2_—(f ). + [ 2. 1|(A(f )s )/AX|]

(63)
CR3 - - Ls (64)
—11+|(A(f ) )/ Ax|
CR4 = - s (65)
1_[i=1(1+ |(A( f, )s) / AX|)

Ovako definisane funkcije hromatografskog odgovora variraju tako da skalirani

odgovor za odredenu tacku J, (f;)s i variranje odgovora kada se menja faktor, A(f;)s/Ax
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uticu na njega. U CR1 odgovor se deli sa sumom variranja odgovora pri promeni
faktora, u CR3 odgovor se deli sa variranjem odgovora pri promeni faktora, dok se u
CR4 odgovor deli sa proizvodom variranja promena faktora [35]. U CR2 vrednosti

odgovora i variranja odgovora sabiraju se pri promeni faktora.

Slozene funkcije hromatografskog odgovora veoma je teSko interpretirati jer je
individualne ciljeve (kvalitet separacije i robusnost) teSko uravnotezZiti. Zbog toga je

sigurniji pristup razmatranje robusnosti kroz individualne funkcije Ry ili Rob.

3. 2. TESTIRANJE ROBUSNOSTI METODOLOGIJOM EKSPERIMENTALNOG DIZAINA

Hemometrijski pristup u testiranju robusnosti metode tecne hromatografije ukljucuje
sledec¢e korake [29, 30]:

1) Odabir faktora koji ¢e biti ispitivani

2) Odabir faktorskih nivoa

3) Odabir eksperimentalnog dizajna

4) Odabir odgovora koji ¢e biti praceni

5) Kreiranje matematickog modela

6) Procena zanacajnosti faktora
3.2.1. ODABIR FAKTORA KOJI CE BITI ISPITIVANI
Prilikom testiranja robusnosti hromatografske metode potrebno je razmotriti veliki broj
kvalitativnih i kvantitativnih faktora koji potencijalno mogu uticati na metodu. Ti
faktori ukljucuju proizvodaca kolone, serijski broj kolone, sastav mobilne faze,
temperaturu kolone, protok mobilne faze, talasnu duzinu detekcije, itd [36].

3.2.2. ODABIR FAKTORSKIH NIVOA

Faktorski nivoi u ispitivanju robusnosti biraju se tako da odgovaraju stvarnom

oc¢ekivanom eksperimentalnom variranju faktora u toku rutinske primene metode.
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3.2.3. ODABIR EKSPERIMENTALNOG DIZAINA

U ispitivanju robusnosti hromatografske metode potrebno je proceniti uticaj velikog
broja hromatografskih faktora na odabrane odgovore hromatografskog sistema. Stoga se
za testiranje robusnosti koriste visokofrakcionisani tipovi eksperimentalnog dizajna koji
ispituju faktore na dva nivoa, kako ukupan broj eksperimenata ne bi bio preterano
veliki. Plaket-Burman dizajn je najéeS$¢e primenjivani dizajn u ispitivanju robusnosti
hromatografskih metoda. On ispituje N-1 faktora u N eksperimenata, gde je N deljivo
sa 4 [36]. Kada je broj faktora koji se mogu ispitati Plaket-Burman dizajnom vec¢i od
broja faktora koji su od znacaja za procenu robusnosti, matrica dizajna se popunjava

imaginarnim dummy faktorima.

3.2.4. ODABIR ODGOVORA KOJI CE BITI PRACEN

U toku ispitivanja robusnosti poZeljno je odabrati razliite odgovore koji procenjuju
kvalitativna (retencioni faktor, faktor selektivnosti, faktor rezolucije) i kvantitativna
(povrsina pika) svojstva hromatograma [29].

3.2.5. KREIRANJE MATEMATICKOG MODELA 1Z PLAKET-BURMAN DIZAIJNA

Visokofrakcionisani dizajni omoguéavaju kreiranje linearne zavisnosti izmedu
odgovora i ispitivanin faktora. U slu¢aju Plaket-Burman dizajna, linearni model
predstavljen je samo glavnim faktorima, dok se uticaj interakcija ne moze proceniti
zbog kompleksne strukture preklapanja glavnih faktora i interakcija u ovom dizajnu.

Dobijeni linearni model moze se predstaviti na sledec¢i nacin [5]:

Y = BX (66)

gde je Y matrica dobijenih odgovora, X matrica dizajna i B matrica koeficijenata.
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U slucaju da je broj ispitivanih faktora u N eksperimenata manji od N-1 postoji
odredeni broj stepeni slobode za procenu statisticke pouzdanosti modela, odnosno moze

se proceniti:

B=X"X)"'(XTY) (67)

Ako definisani linearni model predstavljen samo glavnim faktorima dobro opisuje

sistem vazice [37]:

B=8B (68)
U tom slucaju, vrednosti statistickih parametara koji procenjuju adekvatnost modela (R2
i Adj. R?) bi¢e zadovoljavajuée i tako definisan model moéi ée da se koristi za procenu

znacajnosti efekata faktora.

Medutim, ukoliko linearni ¢lanovi ne mogu adekvatno opisati posmatrani odgovor,
moze se desiti da neka od faktorskih interakcija koja nije inicijalno procenjena,
znacajno doprinosi vrednosti odgovora. U tom slucaju, potrebno je unaprediti
matematicki model tako da on, pored glavnih faktora, moze proceniti i dvofaktorske

interakcije. Model se mora korigovati na sledec¢i nacin [37, 38]:

Y = lel + BzXz (69)
gde B, odgovara matrici koeficijenata interakcija, a X, matrici interakcija.
Medutim, koeficijente interakcija u visokofrakcionisanim dizajnima nije moguce
proceniti usled kompleksne strukture preklapanja glavnih faktora i faktorskih interakcija
koja dovodi do maskiranja uticaja interakcija glavnim faktorima. To preklapanje moze

se predstaviti matricom preklapanja A koja je definisana na slede¢i nacin:

A= (XTl X1)_1XT1X2 (70)
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Matrica preklapanja A definisana je kao p x p(p—1)/2 matrica, gde je p broj faktora. Na
taj nacin glavnim efektima (1, 2, ..., p) u redovima matrice A pridruzene su interakcije
1, 2), (1, 3),..,(k-1, k) u kolonama matrice A. Uobicajeno je da se prikazuje

transponovana matrica AT i da se naziva tabela preklapanja.
Moze se pokazati da u ovom slucaju vazi:
B =B+ 4B, (71)

Na taj nacin, za Plaket-Burman dizajn sa 12 eksperimenata koji ispituje 11 faktora
oznacenih kao A, B, C, D, E, F, G, H, J, K, L matrica X;, moZe se predstaviti:
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Matrica X1

U tom slucaju matrica X ¢e biti:

KL

JL

AG BC BD BE BF

AC AD AE AF

AB
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Iz prethodne dve matrice moze se definisati matrica preklapanja A:

AB AC AD AE AF  AG AH Al AK JL
A 000 000 000 000 000 o000 000 0,00 0,00 -0,33
B 000 -03 033 033 -033 -033 033 -0,33 -0,33 -0,33
¢ -03 000 -0338 -033 033 -033 033 -033 -0,33 0,33
b 038 -033 000 -033 -033 -033 -0,33 -0,33 0,33 -0,33
E 033 -03 -033 000 033 033 -033 -033 -0,33 0,33
F -033 033 -033 033 0,00 -033 -033 -0,33 0,33 -0,33
G -03 -03 -033 033 -033 000 -033 033 -0,33 -0,33
H 033 03 -033 -033 -033 -033 000 033 -033 .. 033
J -03 -0338 -033 -033 -033 033 033 000 033 .. 0,00
K -033 -033 033 -033 033 -033 -033 033 000 .. -033
L -03 033 033 -033 -033 033 -033 -0,33 -0,33 0,00

Matrica A otkriva kompleksnu strukturu preklapanja glavnih faktora i dvofaktorskih
interakcija u Plaket-Burman dizajnu. Moze se uociti da je procena individualnih faktora
zapravo nemoguca, jer se u vrednost njihovih efekata uvek ukljucuju i efekti interakcija.

Na primeru faktora B iz matrice preklapanja moze se ocitati da je njegov efekat jednak:

B =B - 1/3AC + 1/3AD + 1/3AE — 1/3AF — 1/3AG + 1/3AH — 1/3AJ - 1/3AK ... -
1/3]L + 1/3KL (72)

Na isti na¢in, moze se napisati i za sve ostale faktore. Kako je ukupan broj izvedenih
eksperimenata za 11 faktora 12, a broj interakcija (matrica X) jednak 10*11/2 = 55,
ukupan broj od 11 faktora i 55 interakcija nikako se ne moze istovremeno proceniti.
Stoga je potrebno razviti metodologiju koja ¢e omoguciti kreiranje matematickog

modela koji opisuje odgovor u funkciji znacajnih faktora i pojedinih interakcija.
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Dugo se smatralo da je iz Plaket-Burman dizajna nemoguce proceniti koeficijente
modela koji odgovaraju dvofaktorskim interakcijama. Od pocetka devedesetih godina
razvijeno je viSe pristupa za pokuSaj tumacenja efekata interakcija u Plaket—-Burman
dizajnu koji se uglavnom zasnivaju na analizi matrice preklapanja. Hamada (eng.
Hamada) i Vu (eng. Wu) [39] predlozili su strategiju zasnovanu na principu razudenosti
efekata (eng. effects sparsity) i principu naslednosti efekata (eng. effects heredity).
Princip razudenosti efekata, poznat i kao Pareto princip, zasniva se na pretpostavci da
samo mali broj glavnih faktora znacajno utice na odgovor. Princip naslednosti efekata
pretpostavlja da, ako je jedna dvofaktorska interakcija znacajna, onda je takode velika
verovatnoca da ¢e bar jedan od glavnih faktora koji €ini tu interakciju biti znacajan.
Strategija za kreiranje modela iz Plaket-Burman dizajna zasnovana na ova dva principa

sastoji se iz Cetiri koraka:

Korak 1. Razmotriti sve glavne faktore i interakcije koje su ortogonalne glavnim
efektima 1 sprovesti standardne statisticke testove poput ANOVE ili grafika verovatnoce
normalne i polunormalne raspodele (eng. normal probabilty i half-normal probabilty)

kako bi se identifikovali znacajni efekti.

Korak 2. Slede¢i princip naslednosti efekata zadrzati 1) efekte identifikovane u
prethodnom koraku; 2) dvofaktorske interakcije koje imaju bar jedan faktor koji se
pojavljuje u 1); 3) razmotriti 1 interakcije za koje analitiCar misli da bi mogle biti od
znacaja. Upotrebiti forward selection regresiju kako bi se identifikovali znacajni efekti u
1) do 3).

Korak 3. Upotrebiti forward selection regresiju kako bi se identifikovali znacajni efekti
medu efektima identifikovanim u koraku 2 i svim glavnim efektima. Ponavljati korake 2
1 3 sve dok definisani model ne prestane da se menja. Zahvaljujuéi principu razudenosti

efekata, bice potrebno 2 do 3 iteracije.

Korak 4. Proceniti model ispitivanjem ostataka.
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Ovakav pristup moze reSiti pojedine probleme tumacenja Plaket-Burman dizajna,
medutim, njegova mana je upotreba forward selection regresije. Forward selection
regresija kreira model tako da se novi ¢lanovi sukcesivno ubacuju i poredi se njihova p
vrednost sa nekom unapred zadatom grani¢nom p vredno$c¢u, pa ako je p vrednost
novog ¢lana manja od grani¢ne, on ¢e se ukljuciti u model. Medutim, ¢lanovi koji se
jednom ukljuce u model ne mogu biti naknadno iskljuceni, ¢ak i ako se ispostavi da suu
kona¢nom modelu beznacajni. Optere¢ivanje modela beznacajnim parametrima dovodi

do laznog poboljsanja modela bez stvarnog efekta na njegovo prakti¢no poboljsanje.

Loson (eng. Lawson) [38] je predlozio drugu strategiju za analizu interakcija u Plaket—
Burman dizajnu. Ovaj pristup zasniva se na analizi matrice preklapanja kako bi se
odredio doprinos velikih neprocenjenih interakcija vrednostima glavnih efekata. Naime,
posmatrajuci grafike verovatnoce polunormalne raspodele za razliite rezultate dobijene
iz Plaket-Burman dizajna, vrednosti efekata koje se o€itavaju mogu biti pogresne jer
dolazi do preklapanja glavnih faktora i interakcija. Cinjenica da aktivne, a neprocenjene
interakcije uticu na glavne efekte, dovodi do laznog povecanja njihovih vrednosti. Stoga
se analizom preklapanja faktora sa velikim efektima mogu identifikovati potencijalno
znacajne interakcije. Metodologija je primenjiva u slucajevima kada broj znacajnih
efekata nije jako veliki, do jedne trec¢ine ukupnog broja, $to je najéeSce i slucaj u

prakticnom radu. Losonova strategija ukljucuje 8 koraka:

Korak 1. Definisati matrice X1 i Xo.

Korak 2. Metodom najmanjih kvadrata izracunati koeficijente glavnih faktora.

Korak 3. Definisati matricu preklapanja.

Korak 4. Rangirati faktore po apsolutnim vrednostima efekata i izabrati skup od L

faktora koji se nalaze u prvoj polovini tog niza.

Korak 5. Odrediti da li je neki od glavnih faktora znacajan, i ako jeste, eliminisati ga iz

skupa L.
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Korak 6. Sabrati koeficijente u matrici preklapanja za svaki efekat koji se ne moze

proceniti. Napraviti Pareto dijagram apsolutnih vrednosti ovih efekata.

Korak 7. Sprovesti regresiju svih podskupova (eng. all subsets) ukljucujuéi sve glavne
faktore, interkacije identifikovane kao znacajne Pareto dijagramom i sve interakcije za

koje analiticar misli da bi mogle biti od znacaja.

Korak 8. Razmotriti najbolje dobijene modele, ali uzeti u obzir princip naslednosti
efekata (kriterijum za identifikaciju najboljeg modela moze biti koeficijent

determinacije — R? i prilagodeni koeficijent determinacije — Adj. R?).
3.2.6. PROCENA ZNACAJNOSTI FAKTORA

ZnacCajnost faktora moze se proceniti na osnovu apsolutne vrednosti koeficijenata,
odnosno efekata faktora primenom statistickih testova poput ANOVE, grafika
polunormalne raspodele, Pareto dijagrama itd. [29-31, 40]. Razliciti statisticki testovi
mogu dati razliCite rezultate usled cega je poZeljno sprovesti nekoliko paralelnih
statistiCkih analiza kako bi se do§lo do pouzdanih zakljucaka. Primena grafickih testova
(grafici polunormalne raspodele i Pareto dijagrami) moZe biti korisna za dobijanje
pocetnih informacija o najznacajnim faktorima, ali nije dovoljno objektivna kada je rec
o faktorima sa grani¢nom znacajnos$cu. Statisticki testovi daju jasnije rezultate i stoga se
njima daje prednost. Statisticka analiza zasniva se na poredenju efekata faktora sa
standardnom greskom efekata koja se u razli¢itim pristupima moze proceniti na razlicit
na¢in: iz vrednosti dummy efekata, iz medijane svih efekata, iz vrednosti efekata
visefaktorskih interakcija, itd. [30, 40].
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4. PREGLED LITERATURE

U ovom poglavlju bi¢e istaknuti najznacCajniji rezultati istrazivanja u dosada$njoj
literaturi iz oblasti primene funkcija hromatografskog odgovora u optimizaciji i
ispitivanju robusnosti metoda te¢ne hromatografije, kao i matematickog modelovanja

odgovora nakon primene visokofrakcionisanih dizajna.

4.1. PRIMENA FUNKCIJA HROMATOGRAFSKOG ODGOVORA | KRITERIJUMA
ROBUSNOSTI U OPTIMIZACIJI | ISPITIVANJU ROBUSNOSTI METODA TECNE

HROMATOGRAFIJE

Revijalni rad [10] jedan je od prvih preglednih radova koji razmatraju funkcije
hromatografskog odgovora koje su do tada bile poznate u literaturi. U radu je istaknuta
uloga funkcija cilja u razvoju i optimizaciji hromatografskih metoda. Ispitane su
razli¢ite karakteristike koje bi idealna funkcija trebalo da sadrzi kako bi bila primenljiva
u eksperimentalnoj ili simuliranoj hromatografskoj optimizaciji. Autori su dali poseban
osvrt na Cinjenicu da funkcija hromatografskog odgovora mora zadovoljiti zahteve
analitiCara, $to se efikasno moze posti¢i dodavanjem tezinskih faktora, iako ovakav
pristup unosi izvesnu subjektivnost u dizajn funkcije. Dato je detaljno razmatranje o
ispravnom uravnoteZavanju individualnih ¢lanova ukljucenih u funkciju i istaknuto je da
neadekvatna ravnoteZza vodi predominaciji pojedinih individualnih ¢lanova, ¢ime se
upotreba funkcije kao celine obesmisljava. Naglaseno je da funkcije koje sadrze manji
broj individualnih ¢lanova imaju jednostavniju interpretaciju i pokazuju jasniju
korelaciju sa parametrima razdvajanja, $to analitiCaru pomaze da osmisli dalji tok

eksperimenata.

Pregledni rad [9] daje prikaz upotrebe funkcija hromatografskog odgovora i
metodologije povrSine odgovora u optimizaciji metoda te¢ne hromatografije. U prvom
delu rada prikazani su razli¢iti kriterijumi razdvajanja, pocevsi od jednostavnih
kriterijuma koji procenjuju samo razdvajanje kriti€nih parova pikova, do slozenih
funkcija hromatografskog odgovora koje omoguéavaju istovremenu procenu vise

parametara kvaliteta hromatograma. U drugom delu rada prikazana je mogucnost

45



implementacije hromatografskih funkcija kao jedinstvenog odgovora sistema koji ¢e se
modelovati i omoguditi identifikaciju optimuma metodologijom povrSine odgovora.
Konac¢no, u zavrSnom delu rada dat je osvrt na ostale tehnike optimizacije, poput

pretrazivanja ¢vorova mreze 1 simpleks metode.

Rad [11] predstavlja primenu hemometrijskog pristupa u razvoju hromatografskih
metoda i metoda kapilarne elektroforeze. Prikazana je diskusija o elementarnim i
globalnim kriterijumima razdvajanja i istaknute su najces¢e primenljivane funkcije
hromatografskog odgovora. U razmatranje su ukljucene i funkcije koje, osim kvaliteta
razdvajanja procenjuju i robusnost postignutog odgovra. Zaklju¢eno je da ne postoji
idealna fukcija hromatografskog odgovora, ali da je njihova upotreba veoma korisna u
analizi slozenih smeSa u kojima se ne mogu identifikovati kriti¢ni parovi pikova. U
nastvaku rada, dat je osvrt na primenu simpleks metode i metode preklapanja mapa
rezolucije u optimizaciji hromatografskih metoda. Predstvaljena je upotreba punog i
frakcionog faktorskog dizajna, Plaket-Burman dizajna i razlic¢itih tipova dizajna

povrsine odgovora u hromatografiji, kao i kapilarnoj elektroforezi.

U radu [12] dato je poredenje razli¢itih hemometrijskih pristupa za postizanje
istovremene optimizacije vise odgovora hromatografskog sistema. Razmotrene su
prednosti i mane upotrebe funkcija hromatografskih odgovora i istaknuti su problemi
koji se mogu javiti prilikom dizajniranja funkcija hromatografskog odgovora. Dat je
detaljan opis tehnike Pareto optimalnosti. Poseban akcenat stavljen je na mogucnost
primene  genetskih algoritama za automatizovanu optimizaciju hromatografskih
metoda. Razvijen je novi pristup zapocinjanja genetskih algoritama i predstavljen je na

primeru optimizacije razdvajanja 11 farmaceutski aktivnih supstanci.

Pregledni rad [1] opisuje hemometrijske pristupe modelovanju i optimizaciji
hromatografskih sistema. U prvom delu rada prikazani su neki od retencionih modela
koji opisuju ponaSanje hromatografskog sistema u zavisnosti od faktora, kao Sto su udeo
organskog rastvaraca, pH vrednost mobilne faze i temperatura. U drugom delu rada
prikazani su pristupi modelovanju pikova i predvidanju promena u profilu ispitivanih

pikova. Nastavak rada nudi pregled elementarnih i globalnih hromatografskih odgovora,
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ukljucujuéi i funkcije hromatografskog odgovora. Razmotreni su hemometrijski pristupi
za istovremeno postizanje razdvajanja i drugih sekundarnih ciljeva, poput minimalne
duZine trajanja analize. Poseban akcenat u ranoj fazi razvoja metode stavljen je na

procenu robusnosti.

Rad [41] daje osvrt na optimizaciju hromatografskih metoda primenom komjuterskih
simulacija. Istaknuto je da poseban znacaj u ovakvom pristupu predstavlja odabir
odgovarajueg optimizacionog kriterijuma. Prikazani su elementarni i globalni
kriterijumi razdvajanja i pogodnost pojedinih kriterijuma razdvajanja u postizanju
parcijalne optimizacije kada je samo deo ispitivane smeSe od znacaja za razdvajanje i
kvantifikaciju. ObjaSnjen je multikriterijumski pristup optimizaciji i dati su
eksperimentalni primeri tehnike Pareto optimalnosti. Poseban osvrt dat je na funkcije
hromatografskog odgovora koje procenjuju robusnost optimuma. Osim u
jednodimenzionalnoj, prikazane su i funkcije koje se mogu primenjivati u

dvodimenzionalnoj hromatografiji.

Predlog nove funkcije hromatografskog odgovora dat je u radu [17]. Funkcija je
dizajnirana tako da procenjuje kvalitet razdvajanja i ukupnu duzinu trajanja analize i
testirana na seriji simuliranih hromatograma. U nastavku rada, prikazana je primena
funkcije kao jedinstvenog odgovora sistema u okviru hemometrijske strategije za
optimizaciju razdvajanja smeSe fenola kapilarnom gasnom hromatografijom. Kao
optimizacioni dizajn primenjen je centralni kompozicioni dizajn, modelovanje sistema
izvrSeno je viSestrukom linearnom regresijom, a optimum je identifikovan primenom

metodologije povrsine odgovora.

Autori u radu [42] prikazuju optimizaciju razdvajanja R,S oksibutin-hlorida u sistemu
reverzno—fazne te¢ne hromatografije primenom empirijskih modela i multivarijacione
analize. Kvalitet razdvajanja meren je novom funkcijom hromatografskog odgovora
koja je pogodna za tumacenje hromatograma dobijenih nakon hiralne hromatografije.
Funkcija je dizajnirana tako da meri kvalitet razdvajanja i ukupnu duzinu trajanja
analize. Zatim je uporedena sposobnost vestackih neuronskih mreza, viSestruke linearne

regresije i metode parcijalnin najmanjih kvadrata za modelovanje novorazvijene
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funkcije. Pokazano je da su vestacke neuronske mreze imale najbolju sposobnost
predvidanja vrednosti novorazvijene funkcije, ali je zaklju¢eno da u datom primeru i

metoda parcijalnih najmanjih kvadrata moZze biti primenljiva.

U radu [34] predlozene su cetiri slozene funkcije hromatografskog odgovora koje sadrze
individualne ¢lanove koji procenjuju kvalitet razdvajanja i robusnost identifikovanog
optimuma. Pogodnosti razvijenih funkcija prikazane su na primerima reverzno—fazne i
normalno—fazne teéne hromatografije. U nastavku rada, funkcije su upotrebljene za
lociranje optimuma nakon primene dizajna smeSe. Pokazana je sposobnost funkcija da
daju ista reSenja koja identifikuju pristupi Pareto optimalnosti i Deringerova funkcija

pozeljnih odgovora.

Razvoj efikasnih strategija za optimizaciju hromatografskog razdvajanja predstavljen je
u radu [43]. Prikazani su razli¢iti hemometrijski pristupi optimizaciji kao i upotreba
softvera za automatizovanu optimizaciju. Stavljen je poseban akcenat na pitanje odabira
eksperimentalnog dizajna, odabira razli¢itih kriterijuma optimizacije i na razmatranje
pitanja robusnosti optimuma u ranoj fazi razvoja metode. Prikazan je pristup
optimizaciji metode dve model smeSe, od kojih je prva ukljucila pet kiselih supstanci, a
druga devet benzodiazepina. Prva smeSa analizirana je primenom 4 x 3
eksperimentalnog dizajna i kreirani su sigmoidalni matematicki modeli za opis
retencionih faktora analiziranih supstanci i kvadratni modeli za opis asimetrije pikova.
U analizi druge model smeSe, primenjen je dizajn smeSe i retencioni faktori su
modelovani kvadratnom eksponencijalnom funkcijom. Kao odgovori sistema praceni su

klasican faktor rezolucije i efektivna rezolucija u ¢iji je dizajn ukljuena 1 procena

ukupne duzine trajanja analize, asimetrije pikova i broja teorijskih platoa kolone.

Autori u radu [44] predstavljaju optimizacioni protokol za razdvajanje kompleksnih
smeSa u RP-LC sistemu sa mobilnim fazama koje sadrZe organski modifikator i vodenu
fazu. Predstavljeno je predvidanje polozaja i oblika pikova individualnih komponenti
smeSe. Kao optimizacioni Kriterijum upotrebljena je maksimizacija Cisto¢e pika svake
analizirane supstance. Koncept procene Cisto¢e pikova omogucava da se separacija za

svaku supstancu procenjuje individualno i time na nju ne utiée prisustvo interferirajucih
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pikova. Kako iz dobijenih eksperimentalnih podataka nije postignuta identifikacija
jedne mobilne faze koja bi omogucdila razdvajanje svih ispitivanih supstanci, u nastavku
rada prikazana je mogucnost odabira komplementarnih mobilnih faza iz istog seta
eksperimentalnih podataka. Pristup je verifikovan na primeru model smese sastavljene
od 13 fenola.

Rad [45] predstavlja metodologiju optimizacije metoda te¢ne hromatografije kojom je
omogucen odabir dve ili viSe mobilnih faza koje omogucavaju komplementarno
razdvajanje. Asimetri¢ni modeli pikova kreirani su za izraCinavanje individualne Cistoce
pikova. Primenjena su dva globalna kriterijuma razdvajanja: proizvod elementranih
rezolucija i najloSija elementrana rezolucija. Za konac¢nu identifikaciju optimalnih
uslova primenjeno je sistemati¢no pretrazivanje svih moguéih kombinacija sastava
mobilne faze, kao i genetski algoritmi. Pristup je prikazan na primeru model smese 10
diuretika i beta blokatora.

Novi kriterijum separacije i novi algoritam za pretraZivanje optimuma predstavljeni su u
radu [46]. Kriterijum je razvijen polaze¢i od racunanja recipro¢ne vrednosti faktora
rezolucije, a zatim je globalna procena razdvajanja izvrSena sumiranjem recipro¢nih
vrednosti faktora rezolucije svih parova pikova. Novi kriterijum separacije uporeden je
sa tradicionalno primenjivanim faktorom rezolucije i1 rezolucijom kriticnog para.
Pokazao se superiornim u pogledu ta¢ne procene kvaliteta separacije. Prednost ovakvog
kriterijuma separacije je Cinjenica da dobro razdvojeni pikovi najmanje doprinose
ukupnoj vrednosti funkcije, pa nije potrebno svodenje vrednosti njihovih faktora
rezolucija na definisanu grani¢nu vrednost. Takode, nije potrebno definisanje
prihvatljive vrednosti za kvalitet razdvajanja, jer ¢e vrednosti funkcije fino pokazivati
ukupan kvalitet separacije. U nastavku rada, prikazan je i novi optimizacioni algoritam i
celokupna predlozena strategija uspesno je primenjena u eksperimentalnoj analizi model

smeSe metodom te¢ne hromatografije.
Rad [47] predstavlja pristup robusnoj optimizaciji gde je kao funkcija odgovora sistema

pracena Cistoc¢a pikova. Definisana strategija zasniva se na razmatranju nesigurnosti u

modelovanju hromatografskih odgovora i doprinosa te nesigurnosti nerobusnosti
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funkcija odgovora. Predlozena su dva pristupa robusnoj optimizaciji: Sirenje granica
pikova i osciliranje pikova pri ponovljenim eksperimentima koje je procenjeno Monte—
Karlo simulacijom. Prvi pristup unosi nesigurnost forimiranjem dodatnih proSirenih
granica oko teorijski dobijenih pikova. Drugi pristup zasniva se na simuliranju
ponovljenih teorijskih eksperimenta pri ¢emu se prati nesigurnost izracunatih
koeficijenata matemati¢kog modela i procenjuje se da li ¢e optimalni uslovi biti

istovremeno i robusni.

U radu [48] predlozen je novi pristup za kompjutersku optimizaciju metode te¢ne
hromatografije s masenom detekcijom. Prva faza metodologije sastoji se u kreiranju
preciznih retencionih modela za svaki od pikova u ispitivanoj smesi u toku izokratske
analize, a zatim su retencioni modeli prilagodeni i validirani tako da se mogu primeniti i
u gradijentnom eluiranju. U drugoj fazi razvijena je nova funkcija hromatografskog
odgovora koja se zasniva na matrici selektivnosti i koja je dalje upotrebljena za procenu
kvaliteta serije simuliranih hromatograma. Kreirani retencioni modeli, zajedno sa
novorazvijenom funkcijom i evolutivnim algoritmom, omoguéili su razvoj i
optimizaciju metode za analizu kompleksnih smeSa. U okviru optimizacije primenjen je

I koncept Pareto optimalnosti.

U radu [49] primenjene su tri razli¢ite tehnike modelovanja i viSe funkcija
hromatografskog cilja za optimizaciju razdvajanja smeSe sedam neorganskih jona
primenom jonske hromatografije s gradijentnim eluiranjem. Retenciono modelovanje
izvrSeno je primenom dva tipa vesStackih neuronskih mreza i modelovanjem prelaskom
sa izokratskog na gradijentno eluiranje. Kvalitet dobijenih simuliranih hromatograma
procenjen je funkcijom hromatografskog odgovora, proizvodom separacionog faktora i

normalizovanim proizvodom razlike u retencionim vremenima.

Modifikovan faktor rezolucije i globalni faktor separacije upotrebljeni su za
optimizaciju razdvajanja kompleksne smeSe aminokiselina [50]. Kriterijum razdvajanja
dizajniran je tako da omoguéi procenu hromatograma kod kojih je doslo do potpunog
preklapanja pojedinih pikova, $to se sumiranjem tradicionalno primenljivanih faktora

rezolucije ne moze posti¢i. Takode, u dizajn kriterijuma ukljucena je i procena duzine
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trajanja analize. U fazi skrininga metode primenjen je 2°* frakcioni faktorski dizajn, a
zatim je u fazi optimizacije primenjen centralni kompozicioni dizajn. Kreirani su
kvadratni matemati¢ki modeli i tehnikom nelinearnog programiranja izvrSena je

identifikacija optimuma.

U radu [51] izvedena je optimizacija metode teCne hromatografije za razdvajanje devet
polifenola primenom funkcije hromatografskog odgovora kao jedinstvene karakteristike
sistema. Primenjena funkcija hromatografskog odgovora sastoji se iz tri ¢lana, od kojih
prvi procenjuje sumu faktora rezolucije, drugi meri ukupan broj pikova koji su se
pojavili na hromatogramu 1 tre¢i procenjuje ukupnu duZinu trajanja analize.

Optimizacija metode ukljucila je super modifikovanu simpleks metodu.

Rad [35] prikazuje optimizaciju slozenih analitickih sistema u jonskoj hromatografiji s
gradijentnim eluiranjem. Modelovanje hromatografskog sistema izvrSeno je veStackim
neurnoskim mrezama. Istovremeno postizanje viSe ciljeva optimizacije postignuto je
primenom funkcija hromatografskog odgovora, proizvoda separacionog faktora i
normalizovanog proizvoda razlike u retencionim vremenima. Uporedeni su optimumi
koje su tri razi€ita pristupa locirala i zaklju€eno je da prva dva pristupa imaju prednost,
jer normalizovan proizvod razlike u retencionim vremenima daje kompleksne povrsine
odgovora koje se teSko interpretiraju. Ispitivanje robusnosti povrsine odgovora izvrseno
je primenom cetiri funkcije hromatografskog odgovora koje ukljucuju u svoj dizajn i

procenu robusnosti.

Rad [52] procenjuje funkcije hromatografskog odgovora u optimizaciji hromatografske
analize smeSe nesteroidnih antiinflamatora. Novi hromatografski odgovor izveden je
polaze¢i od funkcije hromatografskog odgovora koja procenjuje povrsinu pika, relativno
retenciono vreme pika i Sirinu pika na polovini visine i predstavljen je kao recipro¢na
vrednost kvadrata retencionog vremena. Novi retencioni modeli dobijeni su
modelovanjem ovako modifikovanog odgovora primenom visestruke linearne regresije.

Dobijeni modeli predloZeni su za studije odnosa strukture i retencionog ponasanja.

Nova funkcija hromatografskog odgovora predstavljena je u radu [8] i primenjena je na

razdvajanje smeSe kompleksnih organskih molekula. Istovremeno, razvijena funkcija
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testirana je na seriji simuliranih hromatograma. Zatim je funkcija primenjena u
karakterizaciji slozenih organskih smesSa [53, 54]. U radu [53] primenjen je centralni
kompozicioni dizajn i metodologija povrSine odgovora za optimizaciju razdvajanja
smeSe organskih supstanci koriste¢i funkciju hromatografskog odgovora kao odgovor
sistema. U radu [54] funkcija hromatografskog odgovora modifikovana je tako da
procenjuje razdvajanje pikova u dvodimenzionalnoj te¢noj hromatografiji i zatim

primenjena u analizi kompleksne smeSe organskih jedinjenja.

Autori rada [32] predlazu robusne Kriterijume za procenu parcijalne i totalne robusnosti
koji se zasnivaju na izraCunavanju parcijalnih izvoda odgovora po ispitivanim
faktorima. Koncept totalne robusnosti ukljucuje i procenu o¢ekivanog eksperimentalnog
variranja faktora. Pored Kriterijuma robusnosti, kao opitimizacioni kriterijum definisana
su dva faktora rezolucije, od kojih prvi procenjuje meru u kojoj je pik razdvojen od
narednog pika, a drugi meru u kojoj je pik razdvojen od njemu prethodnog pika.
Uporedena je sposobnost tri pristupa multikriterijumske optimizacije (Pareto
optimalnost, Deringerova funkcija pozeljnih odgovora i pristup viSestrukih ogranicenja)

koji bi omogu¢ili razvoj robusnih hromatografskih metoda.

Novi softver za optimizaciju, koji ukljucuje novi kriterijum robusnosti, razvijen je i
predstavljen u radu [33]. Kriterijum robusnosti zasnhiva se na definisanju prozora
robusnosti u okviru koga variranja ekperimentalnih faktora nece dovesti do
neprihvatljivog pogorsanja odgovora. Istaknuta je prednost metoda koje su optimizirane
uzimajuéi u obzir kriterijum robusnosti U odnosu na one koje su optimizirane bez ovog

Kriterijuma.

4.2. MATEMATICKO MODELOVANJE ODGOVORA NAKON PRIMENE

VISOKOFRAKCIONISANIH DIZAJNA

U radu [39] predloZen je pristup za kreiranje modela koji ukljuuje dvofaktorske
interakcije iz Plaket-Burman dizajna. Strategija je zasnovana na principu razudenosti i
naslednosti efekata i ukljucuje vise ponovljenih ciklusa kojima se postepeno identifikuju

glavni faktori i dvofaktorske interakcije koje najviSe doprinose modelu. Strategija je
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verifikovana na tri serije eksperimentalnih podataka i pokazano je da je primenljiva i na
dizajne visih nivoa. Posebna kritika upucena je autorima koji polaze od pretpostavke da
se dvofaktorske interakcije mogu uvek zanemariti i da dizajni sa kompleksnom
strukturom preklapanja upravo poseduju prednost u pogledu uniformne distribucije

doprinosa dvofaktorskih interakcija koji se smatra eksperimentalnom gresSkom.

Generisanje kompleksne strukture preklapanja za Plaket-Burman dizajn do 100
ispitivanih eksperimenata predstavljeno je u radu [37]. Prikazana je konstrukcija matrica
preklapanja za dizajne dobijene ciklicnim generisanjem 1 dizajne dobijene
presavijanjem inicijalnih matrica. ObjaSnjena je procena preklapanja efekata glavnih
faktora i faktorskih interakcija iz matrice preklapanja. NaglaSen je znacaj interpretacije

fizickog smisla rezultata dobijenih regresionom analizom.

Analiza interakcija iz Plaket—-Burman dizajna sprovedena je i u istrazivanju [55]. Autori
otkrivaju skrivenu projekcionu strukturu dizajna i pokazuju da se neke dvofaktorske
interakcije mogu proceniti bez izvodenja dodatnih eksperimenata. IzvrSena je detaljna
analiza dizajna sa 12 i 20 eksperimenata koji ispituju faktore na 2 nivoa i sa 18
eksperimenata koji ispituje faktore na 3 nivoa. Pokazano je kako se iz Plaket-Burman
dizajna sa 12 eksperimenata jednostavno mogu izdvojiti bilo koja 4 glavna faktora i u
okviru matrice razloziti njihove dvofaktorske interakcije, a zatim i proceniti znac¢ajnost

faktora i interakcija.

Analiza visokozasi¢enih dizajna i Plaket-Burman dizajna u pogledu otkrivanja
znaCajnih interakcija, izvrSena je u studiji publikovanoj u radu [56]. PredloZena
strategija narocito je pogodna za analizu Plaket—-Burman dizajna sa 12 eksperimenata.
Moze se generalno primeniti na svaki frakcionisani dizajn, osim onih gde postoji
potpuno preklapanje glavnih faktora i interakcija. Autor u ovom radu diskutuje
strategije zasnovane na principu naslednosti efekata 1 istice primere u kojima one daju
nezadovoljavajue rezultate. Umesto toga, predlozeno je da se svaki dizajn sa
kompleksnom strukturom preklapanja razlozi tako da ukljuc¢i i sve dvofaktorske
interakcije, a da se zatim njegova analiza vrSi primenom tehnika procene efekata u

visokozasi¢enim dizajnima.
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Identifikacija interakcija u Plaket-Burman dizajnu izvrSena je analizom matrice
preklapanja [38]. Procenjeni su znacajni efekti glavnih faktora, a zatim je izraCunat
doprinos dvofaktorskih interakcija velikim vrednostima znacajnih efekata, sabiranjem
odgovarajucih vrednosti dobijenih matricom preklapanja. Kona¢ni modeli kreirani su

metodom svih moguéih regresija.

Procedura za generisanje visokozasi¢enih dizajna koji obuhvataju 8 do 22 eksperimenta
prikazana je u radu [57] upotrebom evolutivnih algoritama. PredloZen je algoritam Kkoji
omogucava konstruisanje najadekvatnije matrice iz vece matrice koja nudi veliki broj
potencijalnih reSenja. Zatim se u nastavku istrazivanja publikovanom u radu [58]
prikazuje pristup za reSavanje visokozasicenih dizajna, takode upotrebom evolutivnih

algoritama. Predlozena metoda pokazala je zadovoljavajucu efikasnost i robusnost.

Autori rada [59] predlazu strategiju fiksiranja efekata i dodavanja redova za procenu
faktorskih efekata u visokozasi¢enom dizajnu. Pristup se zasniva na dodavanju redova
inicijalnoj matrici u kojima ¢e se jednom proizvoljnom faktoru dodeliti nula kao
vrednost efekta. Ovakva strategija uporedena je sa razli¢itim regresionim analizama i
pokazala je prednost u odnosu na njih. Isti autori primenili su definisanu metodologiju u
okviru validacije metode za odredivanje N-monometilarginina [60], a zatim su prikazali

i generalizaciju predloZene metodologije za visokozasi¢ene dizajne [61].

Modifikovani sekvencijalni pristup definisan je za identifikaciju aktivnih faktora u
visokozasi¢enim dizajnima i primenjen u analizi faktora koji uticu na metodu za
ispitivanje sadrZaja masnih kiselina u prirodnom uzorku [62]. Pristup se sastoji iz Cetiri
koraka. U prvom koraku regresionom analizom definiSe se prvi podskup potencijalno
znacajnih faktora. U drugom koraku metodom svih mogudéih regresija iz prvog
podskupa izdvaja se drugi podskup potencijalno znacajnih faktora, a zatim se u trecem
koraku proverava da li su preostali neki znacajni faktori iz prvog podskupa. U Cetvrtom

koraku kreiraju se matematicki modeli za identifikovane znaCajne faktore.
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U istrazivanju [63] prikazana je primena genetskih algoritama za identifikaciju
znacéajnih dvofaktorskih interakcija u Plaket—Burman dizajnu i verifikovana je na seriji
simuliranih i eksperimentalno dobijenih rezultata. Pokazano je da je kvalitet informacija
dobijenih primenom genetskih algoritama jednako dobar kao i prilikom primene
Bayasian—-Gibbs metode. Omoguceno je kreiranje koeficijenata matematickog modela i
istaknuta je mogucnost primene ovog dizajna i u fazi modelovanja sistema, pored

tradicionalne primene u fazi skrininga.
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5. CILJ RADA

Cilj ove doktorske disertacije bio je:

1. Razvoj nove funkcije hromatografskog odgovora koja na adekvatan nacin
istovremeno procenjuje kvalitet razdvajanja 1 ukupnu duzinu trajanja
hromatografske analize, kao i verifikacija funkcije poredenjem sa Sest prethodno
razvijenih funkcija na seriji simuliranih hromatograma i eksperimentalno

dobijenih hromatograma u RP-LC i HILIC sistemu.

2. Inkorporiranje novorazvijene funkcije kao odgovora sistema u metodologiju
eksperimentalnog dizajna za razvoj i optimizaciju metoda za analizu raloksifen-
hidrohlorida i njegovih necisto¢a u RP-LC sistemu, kao i smeSe beta agonista i
antagonista u HILIC sistemu.

3. Unapredenje novorazvijene funkcije hromatografskog odgovora kako bi se
omogucila procena karakteristika oblika pikova na hromatogramu, a zatim i
inkorporiranje takve funkcije u metodologiju eksperimentalnog dizajna za razvoj

I optimizaciju metode za analizu smeSe antidepresiva u HILIC sistemu.

4. Razvoj nove tehnike matematickog modelovanja hromatografskih odgovora
zasnovane na interpolacionom polinomu sa podeljenim razlikama i primena u
direktnom modelovanju jednostavnih hromatografskih odgovora. Razvoj nove
funkcije cilja prilagodavanjem prethodno razvijene funkcije hromatografskog
odgovora indirektnom modelovanju i primena u preciznom pretrazivanju
eksperimentalnog prostora na primeru metode za analizu smeSe antidepresiva u
HILIC sistemu.

5. Primena Kkriterijuma robusnosti za ispitivanje robusnosti optimuma u fazi razvoja
i optimizacije metoda za analizu raloksifen-hidrohlorida i njegovih necistoca u
RP-LC sistemu, smeSe beta agonista i antagonista u HILIC sistemu i smeSe
antidepresiva u HILIC sistemu.
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6. Razvoj nove metodologije za kreiranje matematickih modela hromatografskih
odgovora koji ukljucuju dvofaktorske interakcije nakon analize Plaket—Burman
dizajnom i inkorporiranje novopredloZzenog pristupa u metodologiju
eksperimentalnog dizajna za testiranje robusnosti metoda za analizu raloksifen-
hidrohlorida i njegovih necistoca u RP-LC sistemu, smeSe beta agonista i
antagonista u HILIC sistemu i smeSe antidepresiva u HILIC sistemu.
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6. EKSPERIMENTALNI DEO

6.1. APARATI | REAGENSI

Tecéni hromatograf 1: Waters Breeze System, Waters, Milford, MA, USA
Pumpa: Waters 1525 Binar HPLC Pump
Detektor: Waters 2487 UV/VIS detektor
Graficka obrada: Breeze Software, Windows XP

Mikrolitarski Spric: 100 pL, SG Australia

Volumen injektovanja: 20 uL

Tecéni hromatograf 2: Finnigan Surveyor, Thermo Fisher Scientific, San Jose,
CA, USA

Pumpa: HPLC pumpa

Detektor: UV/VIS Plus detektor

Graficka obrada: ChromQuest, Windows XP
Injektovanje: Autosampler Plus
Volumen injektovanja: 5 uL
Filtri: Nylon membrane filters, 0,45 um Whatman, Engleska
Elektronska analiticka vaga: 121 Sartorius Nemacka
Ultrazvuéno kupatilo: Fungilab, Spanija
Sistem za dobijanje vode HPLC grade: Simplicity 185, Millipore, Nemacka
pH metar, PHM 210, METERLAB, Radiometer Analytical, Villeurbane Cedex,
Francuska
Acetonitril, HPLC grade, Lab-Scan, Irska
Orto-fosforna kiselina: Carlo Erba, Italija
Natrijum-dodecilsulfat (eng. SDS — Sodium Dodecyl Sulfate): Sigma—Aldrich Chemie,
Nemacka
Amonijum-acetat: J. T. Backer, Holandija

Glacijalna siréetna kiselina: Zorka Sabac, Srbija

58



Hromatografske kolone

XBridge ™, 100 mm x 3,0 mm, veli¢ina &estica 3,5 um, Waters, Milford, MA, USA
Sun Fire C18, 100 mm x 3 mm, veli¢ina Cestica 3,5 um, Waters, Milford, MA, USA
Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 um, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA

6.2. STANDARDNE SUPSTANCE

U ovoj disertaciji izvrSena je hromatografska analiza tri model smesSe:

Smesa 1: raloksifen hidrohlorid i njegove neéistoce (slika 6) — necistoca 1 (2-(4-
hidroksifenil)-1-benzotiofen-6-ol); necistoc¢a 2 (4-(piperidil-etoksi) benzojeva kiselina);
necistoéa 3 ([2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-6-ol]dimezilat); necistoca 4 ([[6-
hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-3-il]-[4-[2-(piperidin-1-

il)etoksi]fenil]jmetanon hidrohlorid] mezilat)

Smesa 2: agonisti i antagonisti beta receptora (slika 7) — atenolol, metoprolol-tartarat,

fenoterol, salbutamol, propranolol-hidrohlorid

SmesSa 3: antidepresivi (slika 8) — selegilin-hidrohlorid, mianserin-hidrohlorid, sertralin-
hidrohlorid, moklobemid, fluoksetin-hidrohlorid, maprotilin-hidrohlorid
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6.2.3. HEMIJSKA STRUKTURA ANALIZIRANIH SUPSTANCI [24]

Raloksifen-hidrohlorid
[6-hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-3-il]-[4-[2-(piperidin-1-
il)etoksi]feniljmetanon hidrohlorid

Necistoca 1

2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-6-ol

e

COOH

Necdistoca 2

4-(piperidil-etoksi) benzojeva kiselina
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Necdistoca 3

[2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-6-ol]dimezilat

H3CS0,0

Necistoca 4
[[6-hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-1-benzotiofen-3-il]-[4-[2-(piperidin-1-
il)etoksi]fenil]jmetanon hidrohlorid] mezilat

Slika 6. SmesSa 1: raloksifen-hidrohlorid i njegove necistoce
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AT

2

Atenolol
2-[4-[(2RS)-2-hidroksi-3-[(1-metiletil)amino]propoksi]-fenil]acetamid

OH

H
O\)\/N CHs
OH \(
/\/©/ CH3
HsCO

COOH
— HOOC -

N

OH

Metoprolol-tartarat
Bis[(2RS)-1-[4-(2-metoksietil)fenoksi]-3-[(1-metiletil)amino]propan-2-ol](2R,3R)-2,3-
dihidroksibutendioat

OH
HO
HN
OH \<©\
OH

Fenoterol
(1RS)-1-(3,5-dihidroksifenil)-2-[[(1RS)-2-(4-hidroksifenil)-1-metiletilJamino]etanol
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OH

HO

HN
HO \K

Salbutamol
(1RS)-2-[(1,1-dimetiletil)amino]-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)fenil]etanol

Propranolol-hidrohlorid
(2RS)-1-[(1-metiletil)amino]-3-(1-naftalen-1-iloksi)-propan-2-ol hidrohlorid

Slika 7. Smesa 2: agonisti i antagonisti beta receptora
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CH3

N C
STy

Selegilin-hidrohlorid
N-metil-N-[(1R)-1-metil-2-feniletil]prop-2-in-1-amin hidrohlorid

H3C\ HCI

Mianserin-hidrohlorid
1,2,3,4,10,14b-heksahidro-2-metildibenzo[c,f]pirazino[1,2-a]azepin hidrohlorid

0
9

CHs;

HCI
HN
’\‘ic
Cl

Sertralin-hidrohlorid
(1S,4S)-4-(3,4-dihlorofenil)-N-metil-1,2,3,4-tetrahdronaftalen-1-amin hidrohlorid



/\

CI—Q\’(H_/_N‘ o

Moklobemid
4-hloro-N-[2-(4-morfolinil)etil]benzamid

HCI

CH3
FsC o

Iz

Fluoksetin-hidrohlorid
(3RS)-N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoksi]propan-1-amin hidrohlorid

CH3
| HCl

(J

Maprotilin-hidrohlorid
3-(9,10-etanoantracen-9(10H)-il)-N-metilpropan-1-amin hidrohlorid
Slika 8. SmeSa 3: antidepresivi
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Kompjuterski programi

MATLAB 7.10.0 (Mathworks, Natick, MA, USA)
Excel 2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA)

DesignExpert 7.0.0. (Stat—Ease Inc., Minneapolis, MN, USA).

STATISTICA 7 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA)
MINITAB (Minitab Inc. State College, PA, USA)
SPSS Statistics 17.0 (IBM, New York, NY, USA)
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6.3. ANALIZA RALOKSIFENA | NJEGOVIH NECISTOCA

6.3.1. RAzZv0OJ OSNOVNE METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda raloksifena i njegove Cetiri necistoce pripremljeni su rastvaranjem u
smeSi acetonitril-vodena faza (5 mM SDS) (45:55 V/V), pH mobilne faze podeSen na

2,8 orto-fosfornom kiselinom, tako da su postignute koncentracije od 100 pg mL™ za
raloksifen i 5 ug mL™ za sve nedistoce. Rastvori su Guvani na temperaturi od 4 °C. Pre

injektovanja temperirani su na sobnu temperaturu.
Mobilna faza

Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom centralnim

kompozicionim dizajnom koji je prikazan u tabeli 1.
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Tabela 1. Eksperimentalni plan prema centralnom kompozicionom dizajnu

Eksp. ACN pH SDS T
1 43 (-1) 2,5(-1) 4,0 (-1) 25 (-1)
2 47 (+1) 2,5 (-1) 4,0 (-1) 25 (-1)
3 43 (-1) 3,5 (+1) 4,0 (-1) 25 (1)
4 47 (+1) 3,5 (+1) 4,0 (-1) 25 (-1)
5 43 (-1) 2,5 (-1) 6,0 (+1) 25 (-1)
6 47 (+1) 2,5 (-1) 6,0 (+1) 25 (-1)
7 43 (-1) 3,5 (+1) 6,0 (+1) 25 (-1)
8 47 (+1) 3,5(+1) 6,0 (+1) 25 (-1)
9 43 (-1) 2,5 (1) 4,0 (-1) 35 (+1)
10 47 (+1) 2,5 (-1) 4,0 (-1) 35 (+1)
11 43 (-1) 3,5 (+1) 4,0 (-1) 35 (+1)
12 47 (+1) 3,5 (+1) 4,0 (-1) 35 (+1)
13 43 (-1) 2,5 (-1) 6,0 (+1) 35 (+1)
14 47 (+1) 2,5 (-1) 6,0 (+1) 35 (+1)
15 43 (-1) 3,5 (+1) 6,0 (+1) 35 (+1)
16 47 (+1) 3,5(+1) 6,0 (+1) 35 (+1)
17 41 (o) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
18 49 (+a) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
19 45 (0) 2,0 (- 5,0 (0) 30 (0)
20 45 (0) 4,0 (+a) 5,0 (0) 30 (0)
21 45 (0) 3,0 (0) 3,7 (-0) 30 (0)
22 45 (0) 3,0 (0) 7,0 (+o) 30 (0)
23 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 20 (-a)
24 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 40 (+a)
25 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
26 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
27 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
28 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
29 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)
30 45 (0) 3,0 (0) 5,0 (0) 30 (0)

ACN - koncentracija acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH — pH vrednost mobilne faze,
SDS - koncentracija SDS-a u vodenoj fazi (mM), T — temperatura kolone (°C)

*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi
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Hromatografski uslovi

Tec¢ni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific

Kolona: XBridge ™, 100 mm x 3,0 mm, veli¢ina &estica 3,5 um

Protok mobilne faze: 1 mL min.™

Temperatura: definisana eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 1.

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smeSe analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabelezeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: Design—Expert® 7.0.0.
Racunanje vrednosti funkcija: Microsoft Office Excel
Graficke prezentacije funkcija: MATLAB 7. 10. 0.
Trodimenzionalne povrsine odgovora: STATISTICA 7.

69



6.3.2. BACK UP METODA

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda raloksifena i njegove Cetiri necistoce pripremljeni su rastvaranjem u
smeSi acetonitril-vodena faza (6 mM SDS) (56:44 V/V), pH mobilne faze podesen na
4,5 orto-fosfornom kiselinom, tako da su postignute koncentracije od 100 pg mL™ za
raloksifen-hidrohlorid i 0,5 pg mL™ za sve neéistoée. Rastvori su Guvani na temperaturi

od 4 °C. Pre injektovanja temperirani su na sobnu temperaturu.
Mobilna faza

Sastav mobilne faze bio je acetonitril-vodena faza (6 mM SDS) (56:44 V/V), pH

mobilne faze podeSen na 4,5 orto-fosfornom kiselinom.

Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific
Kolona: Sun Fire C18, 100 mm x 3 mm, veli¢ina Cestica 3,5 um
Protok mobilne faze: 1 mL min.™

Temperatura: 35 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

6.3.3. ISPITIVANJE ROBUSNOSTI METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda raloksifena i njegove Cetiri necisto¢e pripremljeni su rastvaranjem u
smeSi acetonitril-vodena faza (6 mM SDS) (56:44 V/V), pH mobilne faze podeSen na
4,5 orto-fosfornom kiselinom, tako da su postignute koncentracije od 100 pg mL™ za
raloksifen-hidrohlorid i 0,5 ug mL™ za sve ne¢istoée. Rastvori su Guvani na temperaturi

od 4 °C. Pre injektovanja temperirani su na sobnu temperaturu.

Mobilna faza
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom Plaket—Burman

dizajnom koji je prikazan u tabeli 2.
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Tabela 2. Eksperimentalni plan prema Plaket-Burman eksperimentalnom dizajnu

Eksp. A di C d, E ds G d4 ds K ds
1 45 (+1) +1 5,5 (-1) +1 50 (+1) +1 4,4 (-1) -1 -1 1,1 (+1) -1
2 43(-1) | +1 [65(+1)] -1 [|50(+1)| +1 [47(1] =1 -1 [09(-1)| +1
3 45(+1) | -1 [65(+1)| +1 [40(-1) | +1 [47(+1)| +1 -1 [09(1)| -1
4 43 (-1) +1 5,5 (-1) +1 50 (+1) -1 4,7 (+1) +1 +1 0,9 (-1) -1
5 43(-1) | -1 [65(+1)] -1 [|50(+1)| +1 [44(1] +1 +1 [1,1(+#)| -1
6 43 (-1) -1 55 (-1) +1 40 (-1) +1 4,7 (+1) -1 +1 1,1 (+1) +1
7 45(+1) | -1 [55(-1)| -1 [50(+1)| -1 [47(+1)]| +1 -1 [11(+)| +1
8 45 (+1) +1 55 (-1) -1 40 (-1) +1 4,4 (-1) +1 +1 0,9 (-1) +1
9 45(+1) | +1 [65(+1)| -1 [40(-1) | -1 [47(1)]| -1 +1 [1,1(+#)| -1
10 |43(-1) | +1 [65(1)| +1 [40(-1)| -1 [44(D| +1 -1 [11(+)| +1
11 45 (+1) -1 6,5 (+1) +1 50 (+1) -1 4,4 (-1) -1 +1 0,9 (-1) +1
12 43 (-1) -1 55 (-1) -1 40 (-1) -1 4,4 (-1) -1 -1 0,9 (-1) -1

A — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); d; — dummy 1; C — koncentracija SDS-a u vodenoj fazi (mM); d, — dummy 2;

E — temperatura kolone (°C); d3 — dummy 3; G — pH vrednost mobilne faze; d4 — dummy 4; ds — dummy 5; K — protok mobilne
faze (mL min™); dg — dummy 6

*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi



Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific

Kolona: Sun Fire C18, 100 mm x 3 mm, veli¢ina estica 3,5 um

Protok mobilne faze: definisan eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 2
Temperatura: definisana eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 2

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabelezeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompjuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: Design—Expert® 7.0.0.
Konstruisanje matrica preklapanja: MATLAB 7. 10. 0.
Statisticka obrada rezultata: SPSS Statistics i MINITAB
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6.4. ANALIZA SMESE AGONISTA | ANTAGONISTA BETA RECEPTORA

6.4.1. RAzZvOJ 1 OPTIMIZACIJA METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe agonista i antagonista beta receptora pripremljeni su
rastvaranjem u smesi acetonitril-vodena faza (40 mM amonijum-acetat, pH podeSen na
4,5 glacijalnom sir¢etnom kiselinom) (85:15 V/V) tako da su postignute koncentracije
od 50 pg mL™ za atenolol, metoprolol, fenoterol i salbutamol i 20 pg mL™ za
propranolol. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja temperirani su

na sobnu temperaturu.

Mobilna faza
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom centralnim

kompozicionim dizajnom koji je prikazan u tabeli 3.
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Tabela 3. Eksperimentalni plan prema rotable centralnom kompozicionom dizajnu

Eksp. ACN pH AcNH,4
1 80 (-1) 3,5 (-1) 20 (1)
2 90 (+1) 3,5(-1) 20 (-1)
3 80 (-1) 55 (+1) 20 (-1)
4 90 (+1) 5,5 (+1) 20 (-1)
5 80 (-1) 35(-1) 60 (+1)
6 90 (+1) 3,5(-1) 60 (+1)
7 80 (-1) 5,5 (+1) 60 (+1)
8 90 (+1) 55 (+1) 60 (+1)
9 76,6 (—o) 4,5 (0) 40 (0)
10 93,4 (+0) 4,5 (0) 40 (0)
11 85 (0) 2,82 (-a) 40 (0)
12 85 (0) 6,18 (+) 40 (0)
13 85 (0) 4,5 (0) 6,36 (-0))
14 85 (0) 4,5 (0) 73,64 (+a)
15 85 (0) 4,5 (0) 40 (0)
16 85 (0) 4,5 (0) 40 (0)
17 85 (0) 4,5 (0) 40 (0)
18 85 (0) 4,5 (0) 40 (0)

ACN - sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); pH — pH vrednost vodene faze;
AcNH, — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM)
*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System, USA

Kolona: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um
Protok mobilne faze: 1 mL min.*

Temperatura: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

74



Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabelezeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompjuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: Design—Expert® 7.0.0.
Racunanje vrednosti funkcija: Microsoft Office Excel
Trodimenzionalne povrsine odgovora: STATISTICA 7.

6.4.2. ISPITIVANJE ROBUSNOSTI METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe agonista i antagonista beta receptora pripremljeni su
rastvaranjem u smesi acetonitril-vodena faza (40 mM amonijum-acetat, pH podeSen na
4,5 glacijalnom sir¢etnom kiselinom) (85:15 V/V) tako da su postignute koncentracije
od 50 pg mL™ za atenolol, metoprolol, fenoterol i salbutamol i 20 pg mL™ za
propranolol. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja temperirani su

na sobnu temperaturu.

Mobilna faza
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom Plaket-Burman

dizajnom koji je prikazan u tabeli 4.
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Tabela 4. Eksperimentalni plan prema Plaket-Burman eksperimentalnom dizajnu

Eksp. A di C d, E ds G dq4 ds K ds
1 86 (+1) 1 4,9 (-1) 1 45 (+1) 1 25 (-1) -1 [09(1) 1 -1
2 84 (-1) 1 53(+1) | -1 45 (+1) 1 35 (+1) -1 091 | =1 1
3 86 (+1) | -1 |53(+1) 1 35 (1) 1 35 (+1) 1 09(-1) | -1 -1
4 84 (-1) 1 4,9 (-1) 1 45(+1) | -1 | 35(+1) 1 11(+1) | -1 -1
5 84 (-1) -1 [53(1)| -1 45 (+1) 1 25 (-1) 1 1,1 (+1) 1 -1
6 84(-1) | -1 [49(1) 1 35 (-1) 1 35(+1) | -1 [ 1,1(+1) 1 1
7 86(+1) | -1 |49(1)| -1 [45(+1) | -1 [ 35(+1) 1 0,9 (-1) 1 1
8 86 (+1) 1 49(-1) | -1 35 (1) 1 25 (1) 1 11(+1) | -1 1
9 86 (+1) 1 53(+1) | -1 35 (1) -1 |31 | -1 [11(+)) 1 -1
10 84 (-1) 1 5,3 (+1) 1 35 (-1) -1 25 (-1) 1 0,9 (-1) 1 1
11 | 86(+1) | -1 [53(+1) 1 45 (+1) | -1 25 (-1) 1 |11(+1)| =1 1
12 84(-1) | -1 [49(1 | =1 35 (-1) -1 25 (1) -1 [09(-1)| -1 -1

A — sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); d; —dummy 1; C — pH vrednost vodene faze; d, — dummy 2; E — koncentracija amonijum-

acetata u vodenoj fazi (mM); ds — dummy 3; G — temperatura kolone (°C); d4 — dummy 4; J — protok mobilne faze (mL min™);
ds —dummy 5; dg — dummy 6
*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi
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Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System, USA

Kolona: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um

Protok mobilne faze: definisan eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 4
Temperatura: definisana eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 4

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci kao i rastvor smeSe analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabelezeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: Design—Expert® 7.0.0.
Konstruisanje matrica preklapanja: MATLAB 7. 10. 0.
Statisticka obrada rezultata: SPSS Statistics i MINITAB
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6.5. ANALIZA SMESE ANTIDEPRESIVA

6.5.1. RAZvOJ 1 OPTIMIZACIJA METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe antidepresiva pripremljeni su rastvaranjem u SmeSi
acetonitril-vodena faza (40 mM amonijum-acetat, pH podeSen na 4,0 glacijalnom
siréetnom kiselinom) (90:10 V/V) tako da su postignute koncentracije od 400 pg mL™
za fluoksetin i maprotilin, 100 pg mL™ za mianserin, 50 ug mL™ za moklobemid, 600
ng mL™ za sertralin i 1 mg mL™ za selegilin. Rastvori su duvani na temperaturi od 4 °C.

Pre injektovanja temperirani su na sobnu temperaturu.
Mobilna faza

Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom 3° punim

faktorskim dizajnom koji je prikazan u tabeli 5.
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Tabela 5. Eksperimentalni plan prema 3° punom faktorskom dizajnu

Eksp. ACN pH AcNH,
1 86 (-1) 3,0(-1) 20 (-1)
2 86 (-1) 3,0(-1) 40 (0)
3 86 (-1) 3,0 (1) 60 (+1)
4 86 (1) 4,5 (0) 20 (1)
5 86 (1) 4,5 (0) 40 (0)
6 86 (1) 4,5(0) 60 (+1)
7 86 (1) 6,0 (+1) 20 (-1)
8 86 (-1) 6,0 (+1) 40 (0)
9 86 (-1) 6,0 (+1) 60 (+1)
10 90 (0) 3,0(-1) 20 (-1)
11 90 (0) 3,0(-1) 40 (0)
12 90 (0) 3,0 (-1) 60 (+1)
13 90 (0) 4,5 (0) 20 (1)
14 90 (0) 4,5 (0) 40 (0)
15 90 (0) 4,5 (0) 60 (+1)
16 90 (0) 6,0 (+1) 20 (-1)
17 90 (0) 6,0 (+1) 40 (0)
18 90 (0) 6,0 (+1) 60 (+1)
19 94 (+1) 3,0 (-1) 20 (-1)
20 94 (+1) 3,0 (-1) 40 (0)
21 94 (+1) 3,0 (-1) 60 (+1)
22 94 (+1) 4,5 (0) 20 (-1)
23 94 (+1) 4,5 (0) 40 (0)
24 94 (+1) 4,5 (0) 60 (+1)
25 94 (+1) 6,0 (+1) 20 (-1)
26 94 (+1) 6,0 (+1) 40 (0)
27 94 (+1) 6,0 (+1) 60 (+1)
28 90 (0) 4,5 (0) 40 (0)
29 90 (0) 4,5 (0) 40 (0)
30 90 (0) 4,5 (0) 40 (0)

ACN - sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); pH — pH vrednost vodene faze;
AcNH, — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM)
*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi



Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific
Kolona: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um
Protok mobilne faze: 1 mL min.™

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabeleZeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: STATISTICA 7
Racunanje vrednosti funkcija: Microsoft Office Excel
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6.5.2. ISPITIVANJE ROBUSNOSTI METODE

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe antidepresiva pripremljeni su rastvaranjem u SmeSi
acetonitril-vodena faza (40 mM amonijum-acetat, pH podeSen na 4,0 glacijalnom
siréetnom kiselinom) (90:10 V/V) tako da su postignute koncentracije od 400 pg mL™
za fluoksetin i maprotilin, 100 pg mL™ za mianserin, 50 pg mL™ za moklobemid, 600
ng mL™ za sertralin i 1 mg mL™ za selegilin. Rastvori su duvani na temperaturi od 4 °C.

Pre injektovanja temperirani su na sobnu temperaturu.
Mobilna faza

Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanom Plaket—Burman

dizajnom koji je prikazan u tabeli 6.
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Tabela 6. Eksperimentalni plan prema Plaket-Burman dizajnu

Eksp. A d; C d; E ds G d, ds K de
1 87 (+1) 1 |58(1) | 1 25 (+1) 1 20(-1) | -1 1 [11(+) | -1
2 85 (-1) 1 |62(*1) | -1 | 25(+) 1 40 (+1) | -1 1 |o09(y | 1
3 87 (+1) | -1 [62(+1)| 1 15 (-1) 1 40 (+1) 1 1 [09(1)| -1
4 85 (1) 1 [58(1) | 1 25(+1) | -1 |40 (+1) 1 1 |09(1| -1
5 85(-1) | -1 |62(+1)| -1 | 25(+1) 1 20 (-1) 1 1 | L1(+) | -1
6 85(-1) | -1 |58(-1)]| 1 15 (-1) 1 40 (+1) | 1 1 | L1(+) | 1
7 87 (+1) | -1 |[58(1) | -1 |25(1)| -1 |40(+1) 1 1 | 11(+n) | 1
8 87 (+1) 1 [58(1) | -1 |[15(1) 1 20 (-1) 1 1 |09(-1)| 1
9 87 (+1) 1 |62(¢+1)| -1 |[15(-1) | -1 |40(+1) | -1 1 | L1(+) | =1
10 | 85(-1) 1 |62(+) | 1 15(-1) | -1 | 20(-1) 1 1 [11(+) | 1
11 | 87(+1) | -1 |62(1 | 1 25(+1) | -1 |20(1) | -1 1 |09(-1)| 1
12 |8(-1) | -1 |[58(1)| -1 [15(-1)| -1 |20(1 | -1 1 |09(1 | -1
13 86 (0) 0 6 (0) 0 20 (0) 0 30 (0) 0 0 1(0) 0
14 86 (0) 0 6 (0) 0 20 (0) 0 30 (0) 0 0 1(0) 0
15 86 (0) 0 6 (0) 0 20 (0) 0 30 (0) 0 0 1(0) 0

A — sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); d; —dummy 1; C — pH vrednost vodene faze; d, — dummy 2; E — koncentracija amonijum-

acetata u vodenoj fazi (mM); dz — dummy 3; G — temperatura kolone (°C); d4 — dummy 4; ds — dummy 5; K — protok mobilne faze (mL min

1)'

de¢ —dummy 6

*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradi
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Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific

Kolona: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um

Protok mobilne faze: definisan eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 6
Temperatura: definisana eksperimentalnim planom prikazanim u tabeli 6

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smeSe analiziranih supstanci.
Kao odgovori sistema zabeleZeni su retenciona vremena i Sirine pikova analiziranih

supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana: Design—Expert® 7.0.0.
Konstruisanje matrica preklapanja: MATLAB 7. 10. 0.
Statisti¢ka obrada rezultata: SPSS Statistics i MINITAB
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7. REZULTATI | DISKUSIJA

7.1. RAZv0OJ NOVE FUNKCIJE HROMATOGRAFSKOG ODGOVORA

Funkcije hromatografskog odgovora predstavljaju znacajnu hemometrijsku pomo¢ u
optimizaciji metoda te¢ne hromatografije. Medutim, kako je ve¢ naznaceno u uvodnom
delu disertacije, nijedna od do sada definisanih funkcija hromatografskog odgovora nije
univerzalno primenjiva. U ovoj disertaciji daje se predlog nove funkcije
hromatografskog odgovora koja bi trebalo da prevazide neke od nedostataka koje su

imale prethodno definisane funkcije.

Prvi korak u dizajniranju funkcije podrazumevao je definisanje broja i vrste
individualnih ¢lanova koji ¢e uéi u sastav funkcije. Odluceno je da to budu c¢lan koji
procenjuje kvalitet separacije i ¢lan koji procenjuje ukupnu duzinu trajanja analize. Kao
individualni separacioni kriterijum odabran je & kriterijum [7] kako bi se omogucéilo
merenje razdvajanja pikova na baznoj liniji. Stoga je definisano da se ukupan kvalitet
separacije meri kao zbir svih individualnih @ kriterijuma. Za procenu ukupne duzine
trajanja anlize, kao 1 u vecini do sada razvijenih funkcija hromatografskog odgovora,
odabrano je retenciono vreme poslednjeg pika. Medutim, skale kojim se procenjuje
kvalitet separacije i ukupna duZina trajanja analize potpuno su drugacije, pa je funkcija
morala biti matematicki prilagodena tako, da razlike izmedu ove dve skale ne dovedu do
lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata. Prva korekcija koja je uvedena
podrazumevala je deljenje zbira individualnih kriterijuma separacije sa ukupnim brojem
parova pikova i deljenje ukupne duZine trajanja analize sa nekom unapred definisanom
optimalnom vredno$¢u trajanja analize. Na kraju, dodati su tezinski faktori i za
separacioni Clan, kao i za ¢lan koji procenjuje vreme trajanja analize, kako bi se

omogucilo analiti¢aru da prilagodi funkciju svom individualnom problemu.
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Matematicki izraz nove funkcije hromatografskog odgovora (oznacene kao Ncgrr)

formulisan je na sledec¢i nacin:

N-1

ng,l t b
Ncre =| a 1—i;|1— +1 1+£-‘J (73)

opt

gde je 65, Karlov kriterijum razdvajanja [7], N je broj ocekivanih pikova, t; je
retenciono vreme poslednjeg pika, toy je odabrano optimalno retenciono vreme
poslednjeg pika, a i b su koeficijenti koje treba definisati unapred (a se obi¢no bira u
intervalu od 1 do 5, a b u intervalu od 0 do 5).

Ncre dostize minimum kako se uslovi razdvajanja priblizavaju globalnom optimumu,
Sto znaci da $to je niza izraCunata vrednost Ncgrp, t0 Su hromatografski uslovi blizi

globalnom optimumu.

Razvijena funkcija kreirana je u pokusaju da zadovolji zahteve koje je Sela istakao da bi

funkcija hromatografskog odgovora trebalo da poseduje [10, 12]:

1) Funkcija hromatografskog odgovora treba da bude efikasna u poredenju i
razlikovanju kvaliteta hromatograma

Funkcija Ncre dizajnirana je tako da procenjuje kvalitet hromatograma na osnovu
kvaliteta postignute separacije i ukupne duzine trajanja analize. Smatra se da su upravo

ova dva svojstva hromatograma od najveceg znacaja u postizanju optimalne analize.

2) Funkcija hromatografskog odgovora treba da bude efikasna u kvantitativhom
skaliranju kvaliteta hromatograma

Clanovi funkcije koji procenjuju separaciju i ukupnu duZinu trajanja analize dizajnirani
su u pokusaju da omoguce tacno kvantitativno merenje ova dva svojstva za svaki

hromatogram.
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2.1. Procena kvaliteta razdvajanja — ¢lan separacije

Kako Ncgrr procenjuje razdvajanje pomocu 6 kriterijuma, trebalo bi da omoguci
procenu pikova koji nisu Gausovog oblika i da omoguéi razmatranje potencijalne
pojave asimetrije. & Kkriterijum ima vrednosti u opsegu od O (za potpuno preklopljene
pikove) do 1 (za savrSeno razdvojene pikove), tako da svaki par pikova koji je dobro
razdvojen daje doprinos od 1 sumi @ vrednosti i nece biti maskiranja loSe razdvojenih
pikova visokim vrednostima faktora rezolucije dobro razdvojenih pikova, §to je slucaj

sa funkcijama koje koriste faktor rezolucije za procenu kvaliteta razdvajanja.

2.2. Procena duzine trajanja analize — ¢lan vremena

Clan koji procenjuje vreme je funkcija odabranog ukupnog vremena trajanja analize.

Pored ovih sustinskih, postoji niz drugih pozeljnih svojstava koje bi funkcija trebalo da

sadrzi:

3) Funkcija hromatografskog odgovora treba da odgovara o¢ekivanjima
analiti¢ara i 4) da zavisi od parametara koje kontrolise analiti¢ar, a ne ukljucuje
parametre koje nije moguce kontrolisati

Funkcija Ncge dizajnirana je tako da analiticar moze da podesi Zeljena ravnoteza
izmedu dva Clana u zavisnosti od njegovih ocekivanja od metode. Koeficijenti a i b
omogucavaju podeSavanje tezina ¢lanova koji procenjuju razdvajanje, kao i trajanje
analize. To znaci da u slucaju kada je kao osnovni cilj postavljeno savrseno razdvajanje,
a duzina trajanja analize nije od presudnog znacaja, analiti¢ar ¢e se opredeliti za visoku
vrednost a i malu vrednost b. S druge strane, ako se akcenat stavlja na odstupanje
ukupne duZine trajanja analize od optimalno prihvatljive, potrebno je povecati

koeficijent b.
Koeficijent a omogucava postavljanje odgovarajuc¢eg akcenta na ¢lan rezolucije $to se

moze videti na slici 9. Sto je postavljena veéa vrednost koficijenta a, ve¢i je nagib krive,

Sto znaci da ¢e promena kvaliteta razdvajanja snaznije uticati na vrednost funkcije.
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Clan Ncgr koji procenjuje vreme definisan je, pre svega, odredivanjem optimalnog
vremena trajanja analize to, a zatim, podeSavanjem Koeficijenta b ¢ij je utcaj na

vrednost funkcije predstavljen na slici 10. Moze se primetiti da povecavanjem b

1-surmn tetasM

25

1.5

0z

0.4

surm tetalM

Slika 9. Uticaj tezinskog faktora a na vrednost funkcije Ncre

vrednosti variranje ukupne duZine trajanja analize ima ve¢i uticaj na vrednost funkcije.

tlanvremena

5 1 1 1 | | | 1
——=b=1
.hzz ‘I_.‘
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qutl --""_"._-
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Slika 10. Uticaj tezinskog faktora b na vrednost fukcije Ncrr (topt = 10)
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5) Funkcija hromatografskog odgovora treba da pokazuje logi¢nu korelaciju sa
separacionim parametrima kako bi pokazala analiticaru na Kkoji na¢in mozZe
poboljSati sledeéi eksperimentalni pokusaj

Raspon vrednosti kojima funkcija Ncge karakteriSe kvalitet hromatograma je uzak i
racionalnim podeSavanjima koeficijenata a i b relativno se lako mogu povezati dobijene

vrednosti funkcije sa stvarnim izgledom hromatograma.

6) Funkcija hromatografskog odgovora treba da bude matematicki korektna
Funkcija Ncgrr kreirana je tako da bude definisana za sve vrednosti 6. Kada se postigne
zadovoljavaju¢e razdvajanje svih pikova, suma 6 vrednosti bi¢e jednaka N-1 i deo
funkcije u zagradi koji procenjuje razdvajanje bice jednak nuli. Stoga je u Clan koji
procenjuje separaciju dodata jedinica kako bi funkcija bila definisana vredno$¢u ¢lana
koji procenjuje vreme i u slucaju idealne separacije.

Novorazvijena funkcija u nastavku istraZivanja testirana je na simuliranim
hromatogramima, eksperimentalno dobijenim hromatogramima u RP-LC sistemu, kao i
eksperimentalno dobijenim hromatogramima u HILIC sistemu. Paralelno sa Ncgrg, svi
navedeni sistemi procenjivani su sa Sest prethodno razvijenih funkcija hromatografskog
odgovora kako bi se proverila pogodnost Ncgr 1 identifikovale potencijalne prednosti i

mane u poredenju sa drugim razvijenim funkcijama.
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7.1.1. VERIFIKACIJA FUNKCIE Ncre NA SERIJI SIMULIRANIH HROMATOGRAMA

Prva faza verifikacije novorazvijene funkcije hromatografskog odgovora
podrazumevala je procenu njene sposobnosti da ta¢no kvalitativno i kvantitativno
rangira simulirane hromatograme u poredenju sa Sest prethodno razvijenih funkcija:
Beridzovom funkcijom hromatografskog odgovora — Bcgre [13]; Glajcovom
hromatografskom optimizacionom funkcijom — COF [14]; Slabahovom statistickom
hromatografskom rezolucijom — CRS [16]; Dozovom funkcijom hromatografskog
odgovora — Docgr [15]; Morisovom hromatografskom eksponencijalnom funkcijom —
CEF [17] i Duarteovom funkcijom hromatografskog odgovora — Dcgre [8]. Formule
kojima su definisane ove funkcije predstavljene su u uvodnom delu disertacije u

poglavlju 2.4.3.

Nacin na koji ¢e svaka od sedam analiziranih funkcija proceniti isti set hromatograma
ne mora da bude identi¢an. Naprotiv, moze se desiti da se jave znaCajne razlike u
proceni hromatograma koje mogu poticati iz razlike u matematickoj konstrukciji
¢lanova funkcija koji procenjuju separaciju i duzinu trajanja analize. Funkcije Bcrr,
COF, Docgrr, CRS i CEF procenjuju razdvajanje pomocu faktora rezolucije. lako se
faktor rezolucije smatra univerzalnim parametrom separacije, kriticna vrednost od 1,5
koja se definiSe za postizanje separacije na baznoj liniji vazi samo za pikove koji imaju
Gausov oblik. Za pikove koji su asimetri¢ni, teSko je unapred definisati optimalni faktor
rezolucije, tako da postoji ozbiljan rizik od dobijanja lazno pozitivnih (ako je odabrana
mala vrednost optimalnog faktora rezolucije) ili lazno negativnih rezultata (ako je
odabrana velika vrednost optimalnog faktora rezolucije). Takode, mora se obratiti
posebna paznja na potencijalno maskiranje loSe razdvojenih pikova velikim
vrednostima faktora rezolucije dobro razdvojenih pikova. Upravo zbog toga, pozeljno je
svodenje svih vrednosti faktora rezolucije dobro razdvojenih pikova na definisanu

grani¢nu vrednost pre raCunanja funkcija.
Za razliku od prethodnih, funkcije Dcre | Ncre procenjuju razdvajanje na osnovu 6

kriterijuma. Ovaj kriterijum je pogodan za pikove Gausovog oblika, ali i za one koji su

asimetri¢ni. Za razliku od faktora rezolucije, # omogu¢ava merenje separacije na baznoj
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liniji. Doprinos svakog para dobro razdvojenih pikova sumi 6 vrednosti bice uvek 1,

tako da ¢e se izbe¢i maskiranje lose razdvojenih pikova dobro razdvojenim.

Clan koji procenjuje ukupnu duZinu trajanja analize, u funkcijama Bcgrre, COF, DOcgr,
CEF i Ncgrr konstruisan je tako da meri odstupanje od definisanog optimalnog vremena.
U funkciji CRS ovaj ¢lan predstavljen je samo eksperimentalno dobijenim ukupnim
vremenom trajanja analize §to moze dovesti do prevage €lana vremena u odnosu na ¢lan
separacije unutar funkcije [17]. S druge strane, Dcrr meri odstupanje ukupnog vremena
trajanja analize od vremena izlaska mobilne faze iz kolone. Ovakav pristup stavlja
veoma mali akcenat na ¢lan koji procenjuje vreme trajanja analize i moze voditi

izrazitoj dominaciji ¢lana funkcije koji procenjuje razdvajanje.

Uprkos navedenim brojnim problemima, najveci izazov prilikom konstrukcije funkcija
hromatografskog odgovora predstavlja postizanje adekvatne ravnoteze izmedu razlicitih
individualnih ¢lanova funkcije. Naime, veéina funkcija ukljucuje u svoj dizajn tezinske
faktore kojima se podeSava ravnoteza izmedu ¢lanova i koje bira analiti¢ar prema datom
hromatografskom problemu. Medutim, nisu sve funkcije jednako pogodne za
podeSavanje ravnoteze. Funkcije koje procenjuju kvalitet razdvajanja eksponencijalnom
funkcijom vode ka neizbeznoj prevagi procene razdvajanja u odnosu na procenu duzine

trajanja analize.

Kako bi se sagledale prednosti i nedostaci analiziranih funkcija, konstruisano je Sest

simuliranih hromatograma prikazanih na slici 11.
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Hromatogrami su oznaceni brojevima od 1 do 6. Odabrani su tako da poseduju razlicite
separacione karakteristike, kao i razlike u ukupnoj duzini trajanja analize. Sa slike 11
moZe se primetiti da hromatogrami 2, 3 i 6 imaju postignuto razdvajanje svih susednih
pikova na baznoj liniji i duZine trajanja analize 7,9 (hromatogram 2), 13,8
(hromatogram 3) i 7,9 (hromatogram 6) minuta. Hromatogram 1 poseduje prvi par
pikova delimi¢no preklopljen i ukupnu duzinu trajanja analize 11 minuta, dok
hromatogrami 4 i 5 imaju nekoliko preklopljenih pikova i ukupne duZine trajanja
analize 10 (hromatogram 4) i 7 minuta (hromatogram 5).

Procenjeni su vazni hromatografski parametri za svaki simulirani hromatogram i

predstavljeni su u tabeli 7.
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Tabela 7. Vazni hromatografski parametri za simulirane hromatograme i dobijene vrednosti sedam ispitivanih funkcija

Eksp. 01 023 034 045 | RSy | RSys | RSz | RSys 4 ts Bere | COF | Docre | CRS CEF Dcrre | Ncre

1 0,89| 100| 1,00| 1,00| 1,26 | 10,39 | 11,24 | 5,28 | 2,00 | 11,00 | 31,18 | 14,11 1,56 | 3,68 10,62 | 7,92 | 240

1,00 100| 100| 1,00 6,39 | 492| 294 | 572|240 | 7,90 | 22,27 | 16,04 1,00 | 2,42 890 | 805| 1,79

1,00 100| 100]| 1,00 536 | 115| 514 | 506|270 | 13,80 | 27,95 | 13,47 1,47 | 4,40 1190 | 8,03| 2,38

2

3

4 0,36| 100 061 100| 0,79| 13,61 | 096| 983|210 10,00 | 29,29 | 8,97 2,12 | 2256 | 152,14 | 6,02 | 4,56
5 100 O76| 0415| 1,00| 11,8| 1,07| 067 | 493|230 | 700| 19,7| 9,36 1,86 | 50,31 | 218,86 | 6,97 | 4,02
6

1,00, 1,00| 100| 100| 186| 168 1,76 | 1,78 520 790 | 7,79 | 4,09 2,02 1,75 400| 8,05| 1,79

0s, — kriterijum razdvajanja susednih pikova; t; — retenciono vreme prvog pika; t; — retenciono vreme poslednjeg pika; Rss, — faktor
rezolucije za susedne pikove; Bcrr — Beridzova funkcija hromatografskog odgovora [13]; COF — Glajcova hromatografska optimizaciona
funkcija [14]; CRS — Slabahova statisticka hromatografska rezolucija [16]; Docre — Dozova funkcija hromatografskog odgovora [15];

Dcrre — Duarteova funkcija hromatografskog odgovora [8]; CEF — Morisova hromatografska eksponencijalna funkcija [17]; Ncgrr — Nnova
funkcija hromatografskog odgovora
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Kako bi se izra¢unale vrednosti funkcija hromatografskog odgovora, tezinski parametri
postavljeni su tako da se stavi veci akcenat na postizanje razdvajanja u odnosu na
ukupnu duZinu trajanja analize. Definisane su sledece konstante: Begr (Ta =10 min, Tg
= 3 min); COF (Rijg = 1,5, t, = 10 min, A = 3, B = 1); DOoCRF (trci = 10 min, Rsgi =
1,5); CRS (Ropt = 1,5, Rmin = 0,5); CEF (Ropt = 1,5, tmax = 10 min, a = 3) i Ncrr (a = 5,
b = 1). Funkcije su izracunate za svaki od simuliranih hromatograma i njihove vrednosti

predstavljene su u tabeli 7.

Funkcije Bcrr, COF | Dcre matematicki su dizajnirane tako da se povecavaju kako se
poboljSava kvalitet hromatograma. S druge strane, funkcije Docgrr, CRS, CEF i Ncgr
dostizu minimum kako se priblizavaju optimalnom hromatogramu. Stoga, analizirajuéi

tabelu 7, moze se uoditi sledeci redosled rangiranja hromatograma koji su predloZile

funkcije:

Bcrr 1>4>3>2>5>6
COF 2>1>3>5>4>6
Docgr 2>3>1>5>6>4
CRS 6>2>1>3>4>5
CEF 6>2>1>3>4>5
Dcrr 2=6>3>1>5>4
Ncrr 2=6>3>1>5>4

Analizirajuéi funkciju Bcrr, moZe se uociti da je njen glavni nedostatak ¢injenica da se
procena razdvajanja vrsi sabiranjem vrednosti faktora rezolucije. Ovakav pristup vodi
maskiranju loSe razdvojenih pikova velikim vrednostima faktora rezolucije dobro
razdvojenih pikova. Moze se uociti da je ova funkcija identifikovala hromatograme 1 1 4
kao najbolje, iako oni sadrze vise preklopljenih pikova. S druge strane, hromatogram 6

identifikovan je kao najlosiji, iako su svi parovi pikova na njemu dobro razdvojeni i

vrednosti faktora rezolucije za susedne pikove vece su od 1,5.

Funkcija COF predstavila je nesto bolje rangiranje hromatograma u odnosu na funkciju

Bcere (hromatogram 2 identifikovan je kao najbolji). Ova funkcija meri kvalitet
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razdvajanja sumirajuci logaritme vrednosti dobijenih faktora rezolucije podeljene sa
optimalnom vrednos$c¢u faktora rezolucije za sve parove pikova. lako je uticaj dobro
razdvojenih pikova manji u odnosu na funkciju Bcgr, ipak je i dalje prisutan. MozZe se
primetiti da je hromatogram 5 (sa tri preklopljena pika i ukupnim vremenom trajanja
analize od 7 minuta) identifikovan kao bolji od hromatograma 6 (koji poseduje
razdvajanje na baznoj liniji za sve pikove i malo duze vreme trajanja analize). Dodatno,
COF poseduje nedostatak u matemati¢koj ispravnosti: kada je faktor rezolucije jednak
nuli, funkcija tezi minus beskonaéno. Takode, na funkciju ne uti¢u pikovi koji se ne
pojavljuju na hromatogramu, naprotiv, vrednost funkcije se poboljSava kada se pikovi
potpuno preklope [10].

Funkcija Docre procenjuje kvalitet razdvajanja eksponencijalnom funkcijom. Stoga,
hromatogrami sa loSe razdvojenim pikovima vise uti¢u na vrednost ove funkcije u
odnosu na prethodne funkcije. Moze se primetiti da su hromatogrami 2 i 3
okarakterisani kao najbolji, dok su hromatogrami 1, 4 i 5 dali neadekvatne vrednosti
funkcije, $to je u skladu sa na¢inom na koji ova funkcija vrednuje separaciju. Medutim,

hromatogram 6 i dalje nije dobro procenjen.

Funkcije CRS i CEF dale su identi¢nu procenu hromatograma. Zanimljivo je da su obe
funkcije identifikovale hromatogram 6 kao najbolji (bolji od hromatograma 2 koji ima
isto vreme trajanja analize i takode postignutu separaciju na baznoj liniji). Ovakva
procena je posledica matematicke konstrukcije ¢lana koji procenjuje separaciju, jer je
dizajniran tako da ima zadovoljavaju¢u vrednost samo kada je faktor rezolucije jednak
odabranom optimalnom faktoru rezolucije. Usled toga, ne samo hromatogrami sa
malom vrednos§¢u faktora rezolucije (hromatogram 5), ve¢ i oni sa velikom vrednos$cu
faktora rezolucije (hromatogram 2) pogorSavaju vrednost funkcije. Funkcija CRS moze
imati i problem sa predominacijom c¢lana koji procenjuje vreme. Osim toga, ova
funkcija je nedefinisana kada je dobijena vrednost faktora rezolucije jednaka minimalno

prihvatljivoj rezoluciji [17].

Konacno, preostale dve funkcije, Dcrr | Ncre jednako su ocenile kvalitet

hromatograma. Njihova procena ta¢nija je u odnosu na prethodno ispitivane funkcije
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hromatografskog odgovora kada se uzmu u obzir definisani ciljevi optimizacije. Naime,
ove dve funkcije jedine su prepoznale da je separacija na baznoj liniji postignuta u
slu¢aju hromatograma 2 i1 6 i odabrale su ove hromatograme kao najbolje. Dalje,
hromatogram 3 sa zadovoljavaju¢im razdvajanjem i neSto duzim vremenom trajanja
analize dobio je sledecu najbolju vrednost funkcija. Na kraju, hromatogrami 1, 4 i 5
okarakterisani su najloSijim vrednostima funkcije usled loseg razdvajanja. Medutim,
treba primetiti da promene u ¢lanu koji procenjuje duzinu trajanja analize malo uti¢u na
funkciju Dcre. MoZe se videti da je vrednost Dcgr za hromatogram 2 iznosila 8,05, a za
hromatogram 3 vrednost je bila 8,03, iako su razlike u duzini trajanja analize izmedu
njih oko 6 minuta. Slika 12 uporeduje uticaj faktora vremena na vrednosti funkcija Dcre
I Ncrr, dok je faktor rezolucije konstantan. Analizirajuéi sliku 12 moze se uociti da se
vrednosti funkcije Dcgrr neée znacajno promeniti s promenom duzine trajanja analize i
moze se ocekivati da ¢e ova funkcija locirati neke optimume sa ekstremno velikom
duzinom trajanja analize. S druge strane, funkcija Ncgrr pokazuje osetljivost na promenu

¢lana koji procenjuje vreme i ne¢e voditi lociranju takvih optimuma.
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7.1.2. VERIFIKACIJA FUNKCIJE Ncrp NA SERIJI EKSPERIMENTALNO DOBIJENIH

HROMATOGRAMA U RP-LC sSISTEMU

RP-LC ANALIZA RALOKSIFENA I NJEGOVIH NECISTOCA

Metoda za analizu raloksifena i njegove Cetiri neCistoce razvijana je hemometrijskim
pristupom prate¢i metodologiju eksperimentalnog dizajna. Kvalitet eksperimentalno
dobijenih hromatograma meren je pomocu Sest do sada razvijenih funkcija
hromatografskog odgovora, kao i pomocu novorazvijene funkcije Ncre. Funkcije za
koje se dokaze da vrSe pravilnu procenu kvaliteta hromatograma mogu posluziti kao

odgovor sistema u toku razvoja i optimizacije metode.

1. Definisanje cilja optimizacije

Zbog slozenosti analizirane smese koja se sastoji iz pet strukturno sliénih supstanci
odluceno je da se kao primarni cilj optimizacije postavi postizanje razdvajanja izmedu
svih susednih pikova. Za optimalno prihvatljivo vreme trajanja analize odabrano je 10
minuta. Stoga je cilj bio pronaéi uslove koji omogucavaju dobijanje hromatograma s

najboljom moguc¢om separacijom u okviru 10 minuta.

2. Odabir faktora koji ¢e biti optimizirani

Uzimajuéi u obzir hemijsku strukturu raloksifena i njegovih necistoca (slika 6) izvedeni
su preliminarni eksperimenti. Oni su ukljucili ispitivanje uticaja razli¢itih faktora
vezanih za mobilnu fazu i hromatografski sistem na retenciono ponasanje analiziranih
supstanci. Najadekvatniji rezultati dobijeni su koriS¢enjem mobilne faze sastavljene od
acetonitrila i rastvora jon-par reagensa u vodenoj fazi, uz podeSavanje pH vrednosti
orto-fosfornom kiselinom. Kao najpodesniji jon-par reagens pokazao se SDS. Odluceno
je da ¢e faktori koji se optimiziraju biti: sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, sadrzaj
SDS-a u vodenoj fazi, pH vrednost mobilne faze i temperatura kolone. Ostali bitni
hromatografski parametri imali su poznat i predvidiv uticaj na retenciono ponasanje
analizirane smeSe, pa su drzani na konstantnom nivou: protok mobilne faze podeSen je

na 1 mL min.™, a talasna duZina detekcije iznosila je 254 nm.
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3. Odabir faktorskih nivoa

Kodiranim vrednostima —1 i +1 dodeljene su slede¢e stvarne vrednosti faktora: za
sadrZaj acetonitrila udeo od 43 % i 47 %, za sadrzaj SDS-a u vodenoj fazi vrednosti 4
mM i 6 mM, za pH vrednost mobilne faze vrednosti 2,5 i 3,5 pH jedinice i za

temperaturu kolone vrednosti 25 °C i 35 °C.

4. Odabir eksperimentalnog dizajna

Odluceno je da se kao eksperimentalni dizajn upotrebi rotable centralni kompozicioni
dizajn (CKD) koji ¢e ispitati svaki od odabranih faktora na pet nivoa. Centalni
kompozicioni dizajn sastoji se iz punog faktorskog dizajna i zvezda dizajna. U slucaju
rotable centralnog kompozicionog dizajna koji ispituje Cetiri faktora, nivoi faktora u
zvezda dizajnu iznose £2. Dizajn je dopunjen sa Sest replikacija u centralnoj tacki kako
bi se omogucila odgovarajuca statisticka procena rezultata. Plan eksperimenata sa

nivoima faktora predstavljen je u tabeli 1.

5. Odabir odgovora koji ¢e biti praéen
Na svakom dobijenom hromatogramu belezeno je retenciono vreme i Sirina pikova na
baznoj liniji. 1z vrednosti retencionih vremena i retencionog vremena pika mobilne faze

izraCunati su retencioni faktori. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 8.
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Tabela 8. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. ki Kk, ks K4 Ks A Wy Wj Wy Ws
1 283 | 333| 10,27 | 1250 | 4047| 012| 012, 0,28| 028| 081
2 213 | 243 5,97 8,00 | 19,63| 0,08| 009| 013| 014 | 0,28
3 293 | 4,13 | 1287| 1293 | 5153| 013| 015, 036| 040| 1,23
4 217 | 2,90 7,13 803 | 2337| 011| 011} 021| 0,26| 0,551
5 283 | 3,77 | 12,17| 12,23 | 4830| 010| 011, 0,26| 0,24| 0,83
6 2,13 | 2,63 6,67 783| 2197 0410| o020 O0,17| 0,19| 043
7 283 | 423| 1247| 1383 | 5540| 009| 010, 0,19| 023| 0,71
8 2,03 | 280 7,23 7,77 | 2380| 008| 009| 015| 014 | 0,34
9 247 | 3,13 8,93 | 10,00 | 3253| o010| 010| 0,20| 025| 0,57
10 2,00 | 250 5,63 6,83 | 17,10| 0,08| 0,08| 012| 0,13 | 0,24
11 243 | 3,73| 10,00| 10,63 | 39,20 0,08| 009, 0,15| 019| 051
12 1,87 | 2,67 6,17 6,50 | 18,73| 0,09| 00| 0,17| 0,16 | 0,37
13 2,43 | 3,50 997 | 10,63 | 39,77| 0,09 0,10| 0,28| 0,20| 0,59
14 187 | 243 5,73 6,33| 17,60 009| 0,09| 014 024| 031
15 240 | 3,70 9,70 | 10,90 | 40,23| 008 009| 0,15| 018| 051
16 183 | 2,63 6,17 6,30 | 1896 | 0,08| 0,09| 013| 0,12| 0,27
17 307 | 437 | 1397| 1507 | 6163| 012| 0,13, 033| 037| 1,29
18 1,80 | 2,37 5,13 597 | 1510| 0,08| 008| 012| 0,13 | 0,24
19 230 | 240 6,70 8,77 | 2333| 0,10| 00| 0,18| 0,22| 0,49
20 220 | 2,97 8,80 883 | 3081| 008| 009 016| 0,24| 043
21 230 | 2,97 7,60 9,00 2620| 010| 010| 019| 021| 0,49
22 167 | 233 5,07 543 | 1453| 008| 008| 011| 011 0,21
23 270 353| 1043| 11,43 | 3993| 010| 010, 0,22| 046 | 0,66
24 200| 283 6,90 7,03 | 2223| 009| 010| 017| 016 0,40
25 230 | 3,20 8,80 9,10 | 30,97| 0,09| 010| 019| 019| 051
26 2,27 | 3,17 8,40 887 | 2967| 008| 009| 016| 0,14| 041
27 2,27 | 3,03 7,93 8,70| 2753| 00| 011} 0,21| 0,20| 0,54
28 230 | 313 8,27 883 | 2897| 008| 009 016| 0,15| 0,40
29 2,27 | 3,03 7,93 8,70 | 2763| 00| 011} 0,21| 0,20| 0,54
30 2,30 | 3,03 8,10 880 | 2813| 010| 010| 020| 0,21| 0,53

ki1 — ks retencioni faktori prve do pete supstance koja se pojavljuje na hromatogramu;
Wi — Ws odgovarajuce Sirine pikova analiziranih suspstanci; redosled eluiranja

supstanci prikazan je na slici 13.
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Mapa vrednosti izracunatih retencionih faktora supstanci u 30 izvedenih eksperimenata

prikazana je na slici 13.
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Slika 13. Mapa vrednosti retencionih faktora: kl — necistoé¢a 1; kIl — necistoca 2;
kIl — raloksifen; kIV — necistoc¢a 3; KV — neéistoca 4

Kako bi se procenio ukupan kvalitet dobijenih hromatograma, odluc¢eno je da se kao
odgovori prate sedam ispitivanih funkcija hromatografskog odgovora. Medutim, pre
nego Sto se jedna funkcija upotrebi kao odgovor za matematiCko modelovanje i
izraCunavanje optimalnih vrednosti faktora, potrebno je verifikovati njenu sposobnost

da tacno ocenjuje kvalitet hromatograma.
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Verifikacija funkcija hromatografskog odgovora

Sest literaturno poznatih funkcija Bcre, COF, Docgr, CRS, CEF i Dcgre | Nnovorazvijena
funkcija Ncgr testirane su na 30 dobijenih hromatograma u cilju procene njihove
sposobnosti da ispravno izmere kvalitet hromatograma.

U prvoj fazi definisani su tezinski koeficijenti i konstante koje podeSava analiti¢ar: Bcrr
(Ta =10 min, Tg = 3 min); COF (Rig = 1,5, tm, = 10 min, A =3, B = 1); DoCRF (trci =
10 min, Rs i = 1,5); CRS (Ropt = 1,5, Rmin = 0,5); CEF (Ropt = 1,5, tmax = 10 min, a = 3)
I Ncre (@ = 3, b =0 za ts < top U suprotnom b = 1). Za svaki od 30 eksperimentalno
dobijenih  hromatograma procenjeni su hromatografski parametri neophodni za
racunanje funkcija, nakon ¢ega su i vrednosti samih funkcija izraunate i predstavljene

u tabeli 9.
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Tabela 9. Vazni hromatografski parametri za eksperimentalno dobijene hromatograme i vrednosti sedam ispitivanih funkcija

Eksp.| 012 | 023|034 | 045 | Riz | R23 | Rsa | Ras ts Bcrr | COF | Docrr | CRS CEF Dcrr | Ncrr
1 0,89 (100 099| 100| 125| 10,40| 2,39 | 1539 | 1244 18,08 4,88 2,26 39,33 1147 | 790 | 2,44
2 0,98 1,00 1,00 | 1,00| 1,06 9,64 | 4,52 | 16,62 6,19 17,91 | 12,54 1,47 99,91 18,78 | 8,03 | 2,03
3 099100 0,00 1,00 2,57 10,27 | 0,03 8,38 | 15,76 13,41 | -8,01 2,94 | 1002,01 | 10397,21 | 6,01 | 4,53
4 097100 092| 1,00 2,00 7941 115| 11,95 7,31 13,85 7,65 1,88 49,01 12,27 | 7,94 | 2,16
5 0,98 1,00 0,00 1,00| 2,67 | 13,62 | 0,08| 20,22 | 14,79 19,95 | -3,77 2,80 650,95 | 12091,01 | 6,00 | 4,37
6 092100 098| 1,00 1,50 8,96 | 1,94 | 13,68 6,89 15,22 9,55 1,74 6,84 598 | 7,94 | 2,15
7 100100 0,99| 100, 442 17,03| 195| 26,53 | 16,92 25,69 6,69 2,33 7,18 12,25 | 8,02 | 2,69
8 100100 0,85 1,00 2,71 | 11,08 | 1,10 | 20,04 7,44 20,96 | 10,85 1,75 75,08 16,00 | 7,89 | 2,23
9 098|100 093| 100 200| 11,60| 142| 16,49 | 10,06 21,57 7,64 2,04 13,20 7,37 793 | 2,15
10 100100 0,99| 1,00 | 1,87 940 2,88 | 16,65 5,43 16,50 | 13,59 1,37 2,37 6,83 | 8,04 | 2,02
11 100|100 0,97 | 100| 459 | 1567 | 1,12 | 2449 | 12,06 28,03 9,50 2,02 106,30 19,01 7,99 | 2,26
12 100|100 0,00 100| 253, 7,78| 0,61| 13,85 5,92 13,39 8,20 1,80 215,30 301,18 | 6,05 | 3,50
13 100100 0,95| 100 3,37| 13,86 | 1,05| 22,13 | 12,23 24,64 7,55 2,15 212,31 26,64 | 797 | 231
14 0,97 1,00 0,88 | 1,00| 1,89 8,61 | 095| 12,29 5,58 12,44 8,95 1,76 511,31 33,53 | 7,90 | 2,22
15 100|100 1,00 | 100| 459 | 1500| 2,18 | 2542 | 12,34 28,52 | 11,20 1,83 4,75 10,63 | 8,04 | 2,23
16 100100 0,00 1,00 | 2,82 9,64 | 0,32| 1947 5,99 17,87 8,22 1,83 115,04 | 1796,93 | 6,05 | 3,50
17 100|100 09| 100| 3,12| 1252| 094 | 16,83 | 18,79 14,15 | -0,70 2,87 | 1905,95 65,19 | 7,98 | 2,96
18 0,98 1,00 09| 1,00| 212 8,30 | 2,00| 14,81 4,83 13,74 | 12,75 141 2,01 6,41 | 8,01 | 2,08
19 0,00 100 1,00| 1,00 0,30 921 | 3,10| 12,31 7,30 15,00 5,48 1,95 141,07 | 2199,23 | 6,04 | 3,50
20 100|100 0,00 100| 2,70| 14,00 | 0,07 | 23,13 9,54 26,05 1,46 2,28 491,69 | 10336,70 | 6,04 | 3,50
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21 096|100 1,00 1,00 2,00| 959 | 210| 14,74 8,16 17,92 | 9,80 1,74 3,37 7,81 | 8,00 | 2,06
22 100|100 000| 1,00 250 8,63| 1,00| 17,06 4,66 14,68 | 11,87 1,55 163,31 23,49 | 6,06 | 3,50
23 100|100 0,83 1,00 250 | 1294 | 0,88 | 1527 | 12,28 19,47 | 4,75 2,32 | 10680,90 73,15 | 7,86 | 2,50
24 100|100 000| 1,00 2,63| 9,04| 0,24 | 16,29 6,97 16,51 | 5,46 1,99 143,60 | 3071,67 | 6,04 | 3,50
25 100|100 000| 1,00 284 | 11,59 | 0,47 | 18,74 9,59 2243 | 6,25 2,13 213,94 850,06 | 6,03 | 3,50
26 100|100 0,00| 1,00 3,18 | 12,56 | 0,93 | 22,69 9,20 2540 | 9,82 191 | 1176,68 46,09 | 6,03 | 3,50
27 100|100 0,00| 1,00 219 919| 1,12 | 1527 8,56 17,92 7,77 1,95 72,57 15,24 | 6,03 | 3,50
28 100|100 | 0,00| 1,00 294 12,32| 1,10 | 21,96 8,99 24,59 | 10,13 1,87 96,90 18,05 | 6,03 | 3,50
29 100|100 000| 1,00 219 919| 1,12 1535 8,56 18,00 | 7,76 1,95 72,83 15,26 | 6,03 | 3,50
30 100|100 0,00| 1,00 2,20 | 10,13| 1,02 | 15,67 8,74 18,86 | 7,70 1,98 216,25 2584 | 6,03 | 3,50

0s, — kriterijum razdvajanja; t; — retenciono vreme prvog pika; t; — retenciono vreme poslednjeg pika; Rss; — faktor rezolucije; Bcrr —
BeridZova funkcija hromatografskog odgovora [13]; COF — Glajcova hromatografska optimizaciona funkcija [14]; CRS — Slabahova statisti¢ka
hromatografska rezolucija [16]; Docrr — Dozova funkcija hromatografskog odgovora [15]; Dcre — Duarteova funkcija hromatografskog
odgovora [8]; CEF — Morisova hromatografska eksponencijalna funkcija [17]; Ncrr — nova funkcija hromatografskog odgovora
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Sli¢no, kao §to se moglo uociti i kod simuliranih hromatograma, redosled kvaliteta 30
eksperimentalno dobijenih hromatograma razli¢ito je procenjen od strane sedam

razli¢itih funkcija hromatografskog odgovora.

Funkcija Bcgr identifikovala je hromatogram 15 kao najbolji usled jako velike vrednosti
faktora rezolucije izmedu poslednja dva pika (Rsss = 25,42), iako je duzina trajanja
analize preko 12 minuta. Funkcija COF rangirala je hromatogram 11 kao bolji od
hromatograma 8, iako je kod hromatograma 8 razdvajanje pikova na baznoj liniji bolje i
ukupna duzina trajanja analize kraca. Ovakvi propusti funkcija Bere 1| COF su u skladu

sa nedostatkom funkcija koje razdvajanje procenjuju sumiranjem faktora rezolucije.

Funkcija Docgr medu najbolje rangirane uvrstila je hromatograme kod kojih su dva
pika potpuno spojena (12, 16) Sto ukazuje na neadekvatanu ravnotezu izmedu ¢lana koji

procenjuje razdvajanje i ¢lana koji procenjuje ukupnu duzinu trajanja analize.

Funkcija CRS pokazala je vecu osetljivost na produzenje trajanja analize u odnosu na
pogorsanje separacije Sto se moze primetiti poredenjem hromatograma 10 1 18. Iako
hromatogram 10 ima bolji kvalitet separacije, ova funkcija identifikovala je

hromatogram 18 kao adekvatniji usled krace duzine trajanja analize.

Dcrr rangira hromatograme 10 i 15 kao jednako dobre (Dcrr je 8,04 u oba slucaja),
iako je duzina trajanja analize za hromatogram 10 iznosila 5,43 min, a za hromatogram
15 iznosila 12,34 min. Slicno, Dcgr rangira hromatograme 11 i 17 kao gotovo
ekvivalentne, iako je razlika u duZini trajanja njihove analize preko 6 minuta. Daljom
analizom moZze se primetiti da se Dcgrr naglo smanjuje kada su pojedinac¢ne 6 vrednosti
jednake nuli (hromatogrami 24 i 30), tj. kada izostaje pojava odredenih pikova zbog
koeluiranja. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da je uticaj izostanka pojave pikova na
vrednost funkcije dupliran: smanjenjem sume 6 vrednosti i smanjenjem ¢lana koji broji
pikove N. Suma ¢ sama po sebi ve¢ odrazava ukupan broj pikova koji se pojavljuju na
hromatogramu jer ¢e doprinos svakog nepojavljenog para pikova sumi biti nula (¢ =0 u

slu¢aju koeluiranja).
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Funkcija CEF dala je lazno pozitivne rezultate u slucajevima kada analizirani pikovi
nisu bili Gausovog oblika. Ovo se moze uociti na primeru hromatograma 6. Vrednost
faktora rezolucije izra¢unata za prvi i drugi pik je 1,58, dok je za treci i Cetvrti 1,94, Sto
ukazuje na dobro razdvajanje oba pika. Medutim, ovi pikovi nisu savrSeno razdvojeni
Sto se moze videti iz izraCunatih vrednosti 6 kriterijuma koja je bila 0,92 za prvi par
pikova i 0,98 za drugi par pikova. Dodatno, CEF je dizajnirana tako da ima najbolju
(minimalnu) vrednost samo kada je R jednako Rgp Sto je u ovom slu¢aju postavljeno
kao 1,5. Posledica ovakvog dizajna funkcije je da loSe razdvojeni pikovi, ali i veoma
dobro razdvojeni pikovi (pikovi koji imaju R vrednost ve¢u od 1,5), imaju negativan
uticaj na sveobuhvatan kvalitet procene. Stoga, procena hromatograma moze biti
potpuno pogresna kao $to je to bio slucaj sa hromatogramima 6 i 10. Moze se primetiti
da hromatogram 10 ima manje ukupno vreme trajanja analize i ve¢e vrednosti za sve
faktore rezolucije izmedu susednih pikova, a funkcija CEF ovaj hromatogram

karakteriSe kao losiji u odnosu na hromatogram 6.

Konac¢no, analiziraju¢i rangiranje Ncge moZe se primetiti da su najbolje rangirani
hromatogrami 10, 2 i 21. Ovi hromatogrami imaju najbolje vrednosti kriterijuma
separacije i ukupno vreme trajanja analize u okviru optimalnog vremena. Pogorsavanje
Ncre vrednosti moZze se primetiti medu hromatogramima sa srednje dobrim vrednostima
separacije i ukupnom duzinom trajanja analize preko 10 minuta, kao $to se moze uociti
poredenjem hromatograma 13 i 17. Znacajno povecanje vrednosti Ncgr odigralo se u
slu¢ajevima loSeg razdvajanja susednih pikova ¢ak i kada je ukupna duZina trajanja
analize bila u okvirima optimalne (hromatogrami 12 i 16), Sto je u skladu sa definisanim
planom optimizacije. NajloSije Ncgrr vrednosti dodeljene su za hromatograme sa loSom
separacijom i veoma dugim vremenom trajanja analize kao $to je to bio slucaj sa

hromatogramom 3.

6. Kreiranje matematickog modela

Kako je pokazano da Ncre daje tatnu i pouzdanu kvantitativnu karakterizaciju
hromatograma, odabrana je kao jedini odgovor sistema koji ¢e se pratiti. Uticaj
ispitivanih nezavisnih promenljivih odrazavao se na povecanje ili smanjenje vrednosti

Ncre. ViSestrukom linearnom regresijom i metodom najmanjih kvadrata kreiran je
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polinom drugog stepena koji opisuje zavisnost Ncgre

koeficijenti modela za kodirane vrednosti faktora

prikazani su u tabeli 10.

od ispitivanih faktora. Izracunati

I njihova statisticka znacajnost

Tabela 10. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za Ncgr 1 njihova statisticka

znacajnost
Faktori | Koeficijenti modela | p — vrednosti
3,50

X1 -0,14 0,054

2
X1 -0,28 0,000*
X2 -0,01 0,943

2
X2 -0,04 0,517
X3 0,29 0,001*

2
X3 -0,22 0,002*
X4 0,03 0,706
X4” 0,31 0,001*
X1X2 0,38 0,001*
X1X3 -0,21 0,030*
X1X4 0,26 0,009*
X2X3 -0,16 0,072
X2X4 0,24 0,015*
X3X4 -0,10 0,264
R® 0,920
Adj. R® 0,826

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); X, — pH vrednost mobilne faze;

X3 — koncentracija SDS-a u vodenoj fazi (mM); x4 — temperatura kolone (°C)
*statisticki znacajni koeficijenti za nivo znacajnosti o = 0,05

**StatistiCkom analizom rezultata eksperimenti 3, 13 i 24 identifikovani su kao
outlier-i (njihove vrednosti znacajno su odstupale od predloZzene matematicke
zavisnosti) i nisu ukljuceni u kreiranje modela
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Analizom dobijenih rezultata u tabeli 10 moze se zakljuciti da je hromatografsko
ponaSanje analizirane smeSe bilo pod izuzetno velikim uticajem sadrzaja acetonitrila,
koncentracije SDS-a u vodenoj fazi i temperature kolone. Ncrr je pokazala snaznu
kvadratnu zavisnost od sva tri faktora pojedinac¢no (dobijene p vrednosti bile su 0,000 za
kvadratni koeficijent acetonitrila, 0,002 za kvadratni koeficijent koncentracije SDS-a i
0,001 za kvadratni koeficijent temperature kolone). Takode, moze se uociti i znac¢ajan
uticaj interakcije acetonitrila sa svim ostalim ispitivanim faktorima (p vrednost za
koeficijent uz x1X, je iznostila 0,001, za koeficijent uz x;x3 0,03, a za koeficijent uz
X1X4 0,009), kao i uticaj interakcije pH vrednosti mobilne faze i temperature kolone za
koju je p vrednost iznosila 0,015.

7. Identifikacija optimalnih uslova
Identifikacija globalnih optimalnih uslova izvrSena je metodologijom povrSine odgovora
koriste¢éi Ncre kao output. Konstruisane su trodimenzionalne povrSine odgovora

prikazane naslici 14.
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Slika 14. Trodimenzionalne povrSine odgovora: A) Ncgre = (X1, X2);B) Ncre = (X1, X3);
C) Ncrr = f(X1, X4); D) Ncrr = f(X2, X3); E) Ncrr = f(X2, Xa); F) Ncrr = f(X3,
X4); X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x, — pH vrednost mobilne
faze;

X3 — koncentracija SDS-a u vodenoj fazi (mM); x4 — temperatura kolone (°C)

Slika 14 predstavlja graficki prikaz zavisnosti funkcije hromatografskog odgovora od
ispitivanih faktora. Njenom analizom moze se jednostavnije uo¢iti znac¢ajnost pojedinih
linearnih, kvadratnih ¢lanova i interakcija koja je identifikovana u tabeli 10. Na slikama
14 B) i 14 F) jasno se moze primetiti kvadratna zavisnost funkcije cilja od faktora x; i
X4, jer su vrednosti funkcije minimalne pri malim i velikim vrednostima ovih faktora,
dok se u sredi$njem regionu naglo povecavaju. Na slikama 14 C) i E) moZe se primetiti
da postoji znacajna interakcija izmedu faktora x; 1 X4, kao i faktora X, i X4, jer se
uocava da se odgovor poboljSava istovremenim smanjenjem prvog i pove¢anjem drugog
faktora, ili povec¢anjem prvog uz smanjenje drgugog faktora. Sa slika 14 A), B) i C)
moze se uociti da se najadekvatnije vrednosti odgovora (0znacene kao zeleni regioni na
trodimenzionalnim povrSinama odgovora) dobijaju pri maksimalnim vrednostima
sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi, minimalnoj pH vrednosti, minimalnoj
koncentraciji SDS—a u vodenoj fazi i maksimalnoj temperaturi kolone. Istovremenom
analizom svih prikazanih povrsSina odgovora, definisani su globalni optimalni uslovi
razdvajanja: acetonitril-4 mM SDS (47:53 V/V), pH mobilne faze podeSen na 2,5,
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temperatura kolone 35 °C sa Ncgr vrednosc¢u od 2,02. Hromatogram analizirane smese

pod optimalnim uslovima predstavljen je na slici 15.

1000

600+

mAU

400+

2004

0

3

L Ak st A

0 1 2 3 H 5 § 7
Minutes

Slika 15. Hromatografsko razdvajanje raloksifena i njegovih necistoc¢a dobijeno pri

definisanim optimalnim uslovima: acetonitril-4 mM SDS (47:53 V/V), pH mobilne
faze podeSen na 2,5 orto-fosfornom kiselinom, temperatura kolone 35 °C, talasna
duZina detekcije 254 nm i protok mobilne faze 1 mL min™. Redosled eluiranja
supstanci na prikazanom hromatogramu je: 1) necistoca 1, 2) neéistoca 2,

3) raloksifen, 4) necistoéa 3 i 5) necistoca 4
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7.1.3. VERIFIKACIJE FUNKCIJE Ncrr NA SERIJI EKSPERIMENTALNO DOBIJENIH

HROMATOGRAMA U HILIC SISTEMU

HILIC SISTEM

Tecéna hromatografija hidrofilnih interakcija (eng. Hidrophilic Interaction Liquid
Chromatography — HILIC) predstavlja alternativni tip te¢ne hromatografije pod visokim
pritiskom u kojoj se primenjuju polarne stacionarne faze i mobilne faze sa visokim
procentom organskog rastvaraca i malim udelom polarnog rastvarac¢a. Naziv HILIC prvi
je uveo Alpert [64] i primetio da u ovakvom sistemu naelektrisane bazne grupe izrazite
hidrofilnosti imaju produZeno retenciono zadrzavanje. On je smatrao da retencioni
mehanizam u HILIC-u podrazumeva uglavnom raspodelu izmedu sloja mobilne faze
koji je bogat vodom i koji je delimi¢no adsorbovana na povrsini stacionarne faze i
ostatka mobilne faze [64]. Stoga se smatra da je jedan od mehanizama razdvajanja u
HILIC—u raspodela izmedu mobilne faze i sloja vodene faze koji prekriva povrSinu
stacionarne faze. Kako bi se omogucila adekvatna zasi¢enost stacionarne faze, potrebno
je da mobilna faza sadrzi minimum 3 % vodene faze. Redosled eluiranja supstanci usko
je povezan sa debljinom vodenog sloja na povrSini silike. S povecanjem udela
acetonitrila u mobilnoj fazi, smanjuje se debljina vodenog sloja na povrSini silike i
produZava se retenciono zadrZavanje polarnih supstanci. S druge strane, pove¢anjem
udela vode u mobilnoj fazi, povecava se debljina vodenog sloja i smanjuje razlika u
polarnosti mobilne faze i vodenog sloja, pa se polarne supstance brze eluiraju dok je
redosled eluiranja nepolarnih supstanci obrnut. Medutim, novija istrazivanja pokazuju
da mehanizam razdvajanja u HILIC-u nije samo raspodela, ve¢ predstavlja kombinaciju
raspodele i adsorpcije [65, 66]. Dodatno, pokazalo se da je za razdvajanja bitna i
interakcija tipa jona sa negativno naelektrisanim silanolnim grupama na povrsini silike,

a koja zavisi od prirode stacionarne faze, analita i sastava mobilne faze.

Zapravo, HILIC sadrzi odredene karakteristike reverzno-fazne, normalno—fazne i
jonoizmenjivacke hromatografije i stoga predstavlja znacajnu alternativu pri izboru
separacione tehnike, pre svega u sluc¢ajevima kada navedena tri tipa hromatografije

imaju neka ogranic¢enja u primeni. HILIC se smatra tehnikom izbora za analizu

113



nenaelektrisanih visoko polarnih hidrofilnih i amfifilnih supstanci [67], a pokazao se
uspesnim 1 u analizi razli¢itih malih molekula organskih kiselina, baznih lekova,
ugljenih hidrata, peptida i brojnih drugih neutralnih i naelektrisanih supstanci. HILIC
omogucava zadovoljavajuci oblik pikova baznih supstanci i dobro zadrzavanje polarnih
supstanci u koloni. On pruza dobru alternativu reverzno—faznoj te¢noj hromatografiji u
pogledu selektivnosti jer je redosled eluiranja supstanci obrnut. Pored toga, mobilne
faze koje se koriste u HILIC-u kompatibilne su s masenim detektorom, a uz to visok
procenat organskog rastvaraca i mobilnoj fazi omogucava visoku efikasnost jonizacije.
Medutim, za razliku od reverzno—fazne te¢ne hromatografije, HILIC nije univerzalno
primenljiv jer neutralne i nepolarne supstance, kao i jonizovane kisele supstance
pokazuju veoma slabo retenciono zadrZzavanje. Dodatno, separacioni mehanizam u
HILIC—u je nedovoljno prouCen Sto znatno otezava razvoj metoda u poredenju sa

reverzno—faznom te¢nom hromatografijom [68].
Vecina farmaceutski aktivnih supstanci su nenaelektrisane bazne supstance, pa se u

njihovoj analizi sve c¢e$¢e primenjuje HILIC. Stoga je novorazvijena funkcija

hromatografskog odgovora testirana i na primeru analize model smeSe u HILIC sistemu.
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RAZVOJ METODE ZA ANALIZU SMESE AGONISTA | ANTAGONISTA BETA RECEPTORA U

HILIC sISTEMU

Razvoj HILIC metode za analizu smeSe agonista (salbutamol i fenoterol) i antagonista
(atenolol, metoprolol i propranolol) beta receptora izveden je primenom DoE
metodologije. Kvalitet eksperimentalno dobijenih hromatograma meren je pomocu Sest
literaturno poznatih funkcija hromatografskog odgovora, kao i pomo¢u novorazvijene

funkcije Ncge.

1. Definisanje cilja optimizacije
Kao cilj optimizacije postavljeno je postizanje kompromisa izmedu prihvatljive
separacije i minimalnog vremena trajanja analize. Vreme od 10 minuta odabrano je kao

optimalno vreme trajanja analize.

2. Odabir faktora koji ¢e biti optimizirani

Analiza ispitivane smeSe u HILIC sistemu zapoceta je odabirom stacionarne faze.
Odluceno je da se primeni kolona od Ciste silike jer je pokazano da je to jedna od
najadekvatnijih kolona za analize u HILIC sistemu [66]. Mobilna faza pripremljena je
kao smeSa acetonitrila i male koli¢ine vodene faze koja je modifikovana dodatkom
amonijum-acetata uz podeSavanje pH vrednosti glacijalnom siréetnom kiselinom. Kroz
preliminarna ispitivanja uo¢eno je da je sastav mobilne faze (sadrZaj acetonitrila,
koncentracija amonijum-acetata i pH vrednost mobilne faze) pokazao najveci uticaj na
retenciono ponasanje ispitivanih supstanci zbog Cega je on dalje optimiziran. Nivoi
ostalih relevantnih faktora postavljeni su na konstantne vrednosti: temperatura kolone

bila je 30 °C, protok mobilne faze 1 mL min™, a talasna duZina detekcije 254 nm.

3. Odabir faktorskih nivoa

Kodiranim vrednostima -1 i +1 za sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi dodeljene su
stvarne vrednosti od 80 % i 90 %. Nizak udeo acetonitrila vodio je neretencionom
ponasanju i koeluiranju svih analiziranih supstanci, dok je gornji limit postavljen tako
da se obezbedi odredena koli¢ina vodene faze neophodna za postojanje HILIC sistema

(minimum 3 %). Kodiranim vrednostima —1 i +1 za pH vrednosti vodene faze dodeljene
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su stvarne vrednosti od 3,5 i 5,5 pH jedinica. Veoma male pH vrednosti (<2,5 pH
jedinica) vodile su koeluiranju supstanci, dok je gornji limit postavljen u skladu sa
maksimalnom pH vrednoS¢u koja je prihvatljiva za datu kolonu. U analizi baznih
supstanci u koloni od ¢iste silike pozeljno je dodavanje odredene koli¢ine pufera (u
ovom sluc¢aju amonijum-acetata) kako bi se deo povrSine stacionarne faze zasitio
amonijum jonima i time onemogucilo preterano jako vezivanje analiziranih supstanci
Sto bi dovelo do produzavanja duZine trajanja analize, kao i Sirenja pikova. S druge
strane, visoke koncentracije pufera mogle bi znacajno da smanje zadrZzavanje supstanci
u koloni i da dovedu do brzog koeluiranja ispitivanih jedinjenja. Stoga je opseg
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi izabran tako da bude pogodan za analizu
baznih supstanci (od 20 mM do 40 mM).

4. Odabir eksperimentalnog dizajna

Eksperimentalni plan definisan je pomocu centralnog kompozicionog dizajna. Vrednost
alfa za zvezda dizajn odabrana je tako da sve eksperimentalne tacke leze na povrsini
sfere, odnosno da dizajn u celini bude rotable. Cetiri replikacije u centralnoj tacki

dodate su zbog statisticke verifikacije modela. Plan eksperimenata prikazan je u tabeli 3.

5. Odabir odgovora koji ¢e biti pracen
Na svakom dobijenom hromatogramu beleZeno je reteneciono vreme pikova, kao i
Sirine pikova na baznoj liniji, a zatim su izraunati odgovarajuci retencioni faktori.

Rezultati su prikazani u tabeli 11.
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Tabela 11. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. K1 k> Ks K4 Ks Wi Wo W3 Wy Wi
1 095| 099| 130| 157| 225, 045| 035| 0,38| 042 | 0,58
2 356 | 416| 528| 648| 10,74| 082 | 0,88 | 097 | 1,22 | 240
3 1,13 | 1,73| 244| 3,18| 458| 100| 086| 058| 082| 1,10
4 371| 6,16| 824| 11,29| 18,28 | 097 | 1,15 133| 215| 287
5 054| 059| 082| 105| 157| 043| 040| 032| 0,40 0,65
6 169| 192| 252| 324| 523| 064| 060| 063| 0,78| 1,25
7 063| 0,76| 1,11| 1,74| 253| 043| 053| 047| 0,70 | 0,68
8 252| 383| 525| 816| 1397 | 080 | 088 | 097 | 1,77 | 2,33
9 054 059| 085| 109| 158| 043| 037| 038| 040| 0,52
10 8,35| 10,52 | 14,00 | 22,54 | 38,47 | 155| 222 | 2,72| 8,02 | 7,08
11 1,01 1,12 1,44 1,72 257| 048 | 050| 0,38| 045| 0,72
12 145| 205| 306| 424 636| 052| 055| 092| 097| 1,28
13 340| 365| 462| 554| 7,71 085| 1,13| 1,00| 1,20 | 145
14 0,78 087| 124, 1,70| 261| 042| 057| 043| 063| 0,85
15 128 149| 201| 262| 406| 057| 048| 050| 057| 1,07
16 128 148| 200| 260| 403| 052| 054| 052| 0,77| 1,08
17 122 141 191| 248| 381| 043| 054| 062| 062| 1,23
18 134 159| 214| 282| 444| 067| 050| 1,03| 080| 1,15

k1 — ks retencioni faktori prve do pete supstance koja se pojavljuje na hromatogramu;
w3 — Ws Sirine pikova analiziranih supstanci; redosled eluiranja supstanci prikazan je
na slici 16

Analizirana smeSa pokazala je slozeno retenciono ponaSanje u okviru 18 izvedenih

eksperimenata koje se moZze predstaviti Sematski (slika 16).
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Slika 16. Redosled eluiranja supstanci u 18 izvedenih eksperimenata: kl — fenoterol;
kIl — propranolol; k1l — salbutamol; kIV — metoprolol; kV — atenolol

Analizirajuéi sliku 16 moze se uociti da je najbolje razdvajanje supstanci dobijeno u
eksperimentima u kojima je hromatografska analiza trajala jako dugo. Optimizacija
razdvajanja 1 ukupne duzine trajanja analize moze se posti¢i istovremeno primenom
funkcija hromatografskog odgovora koje u svoj dizajn ukljucuju ¢lanove koji

omogucavaju procenu ova dva cilja optimizacije. Dobijeni set od 18 hromatograma
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upotrebljen je za verifikaciju sedam funkcija hromatografskog odgovora kako bi se
odabrala ona koja najbolje opisuje posmatrani sistem.

Verifikacija funkcija hromatografskog odgovora

Za svaki od 18 eksperimentalno dobijenih hromatograma procenjeni su hromatografski
parametri neophodni za racunanje funkcija, nakon ¢ega su i vrednosti samih funkcija
izraCunate i predstavljene u tabeli 12. Parametri koje podeSava analitiCar za svaku
funkciju postavljeni su tako da se stavi veci akcenat na razdvajanje u odnosu na ukupnu
duzinu trajnja analize. Definisane su slede¢e konstante: Bcrg (Ta = 10 min, To = 3
min); COF (Rig = 1,5, t, = 10 min, A = 3, B = 1); DoCRF (tr¢i = 10 min, Rs¢i = 1,5);
CRS (Ropt = 1,5, Rmin = 0,5); CEF (Ropt = 1,5, tmax =10 min,a=3) i Ncre (=5, b =
1).
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Tabela 12. VVazni hromatografski parametri za eksperimentalno dobijene hromatograme i izracunate vrednosti sedam ispitivanih funkcija

Run 01 0213 03/, 045 | Rsyy | Rsys Rs34 Rs4ss L2} ts Bcrr COF Docrr CRS CEF Dcrr Ncrr Ncrr2
1 0,00 1,00 1,00 | 1,00| 0,17 1,24 1,02 2,03 | 2,92 4,87 3,25 -2,16 2,60 24,73 | 4141,06 6,31 3,35 3,50
2 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,05 1,82 1,65 354 | 684 | 17,61 1,60 5,24 2,98 4,96 28,82 8,08 2,76 2,76
3 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 0,98 1,46 1,59 2,18 | 3,19 8,36 9,40 1,59 2,31 8,34 29,50 8,18 1,84 2,00
4 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 3,47 2,51 2,62 418 | 7,07 | 2891 -5,20 -10,10 341 6,71 18,81 8,05 3,89 3,89
5 0,09 1,00 1,00 | 1,00| 0,17 0,98 0,97 1,47 | 231 3,85 0,75 -2,92 2,69 19,72 | 3816,19 6,48 2,96 3,37
6 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 0,57 1,45 1,51 294 | 4,03 9,35 9,81 -0,28 2,50 139,69 450,94 8,16 1,93 2,00
7 0,94 1,00 1,00 | 1,00 | 0,42 1,03 1,63 1,71 | 2,44 5,29 4,53 0,38 2,45 112,22 947,88 8,22 1,65 2,09
8 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 2,32 2,31 3,19 425 | 528 | 22,45 2,34 4,45 2,85 5,28 15,11 8,07 3,25 3,24
9 0,18 1,00 1,00 | 1,00 | 0,17 1,04 0,91 160 | 231 3,87 191 -2,70 2,66 19,92 | 3826,35 7,56 2,81 3,23
10 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,72 2,12 2,38 3,17 | 14,03 | 59,21 —45,84 -4411 6,80 13,34 26,33 8,02 6,92 6,92
11 0,78 1,00 1,00 | 1,00 | 0,34 1,08 1,02 2,18 | 3,01 5,35 4,96 -0,84 2,56 42,33 | 1572,19 8,06 1,95 2,33
12 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,69 2,08 1,87 2,82 | 3,67 | 11,03 11,76 2,86 2,12 2,43 6,91 8,13 2,1 2,10
13 0,90 1,00 1,00 | 1,00 | 0,38 1,37 1,25 2,45 | 6,60 | 13,06 3,80 —6,52 3,11 153,63 | 1785,93 8,01 2,59 2,59
14 0,64 1,00 1,00 | 1,00 | 0,26 1,09 1,29 1,84 | 2,67 5,41 4,58 -1,39 2,58 29,62 | 2446,13 7,92 2,23 2,54
15 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 0,60 1,61 1,71 2,64 | 341 7,59 8,74 1,99 2,26 46,68 330,53 8,20 1,76 2,00
16 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 0,59 1,47 1,42 2,30 | 341 7,54 7,90 0,70 2,41 70,43 368,02 8,20 1,75 2,00
17 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 0,59 1,29 1,38 2,15 | 3,33 7,21 7,29 0,39 2,45 60,69 353,07 8,21 1,72 2,00
18 0,98 1,00 1,00 | 1,00 | 0,63 1,08 1,11 2,49 | 3,51 8,16 7,95 -1,13 2,63 31,09 311,09 8,17 1,85 2,02

0s, — kriterijum razdvajanja; t; — retenciono vreme prvog pika; t; — retenciono vreme poslednjeg pika; Rss; — faktor rezolucije; Bcrr — Beridzova
funkcija hromatografskog odgovora [13]; COF — Glajcova hromatografska optimizaciona funkcija [14]; CRS — Slabahova statisti¢ka hromatografska
rezolucija [16]; Docre — Dozova funkcija hromatografskog odgovora [15]; Dcre — Duarteova funkcija hromatografskog odgovora [8]; CEF — Morisova
hromatografska eksponencijalna funkcija [17]; Ncre — nova funkcija hromatografskog odgovora
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Analiziraju¢i eksperimentalno dobijene hromatograme, moze se uociti da se oni
medusobno razlikuju, kako po kvalitetu razdvajanja prisutnih pikova, tako i po ukupnoj
duzini trajanja analize. MoZe se primetiti da su sve funkcije identifikovale iste najbolje
i iste najloSije hromatograme. Medutim, redosled hromatograma izmedu ova dva
ekstremna slucaja znacajno je razlicit kada ga definiSu razlicite funkcije. To znaci da je
vecina funkcija bila primenljiva u proceni ocigledno dobrih hromatograma (u kojima je
postignuta odli¢na separacija u malom vremenskom periodu, slika 17A, eksperiment 12)
ili o¢igledno losih hromatograma (loSa separacija za vec¢inu pikova ili veoma produzeno

vreme trajanja analize, slika 17B, eksperiment 10).
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Slika 17. A) najbolji eksperimentalno dobijeni hromatogram (sadrzaj acetonitrila 85 %,
pH vrednost vodene faze 6,18, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi
40 mM); B) najlosiji eksperimentalno dobijeni hromatogram (sadrZaj
acetonitrila 93,4 %, pH vrednost vodene faze 4,5, koncentracija amonijum-
acetata u vodenoj fazi 40 mM); redosled eluiranja supstanci na prikazanom
hromatogramu je: 1) fenoterol, 2) propranolol, 3) salbutamol, 4) metoprolol i
5) atenolol

Medutim, kada se funkcija hromatografskog odgovora primenjuje kao odgovor koji ¢e
se modelovati u toku optimizacije, veoma je bitno da ona tatno moze proceniti svaki
hromatogram u skladu sa definisanim ciljem optimizacije. Ako funkcija ne moze
adekvatno da oceni hromatograme, povrsina odgovora bi¢e netacna i vodi¢e laznom

optimumu.
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Prednosti i nedostaci sedam ispitivanih funkcija uo¢eni na primeru ove smese slazu se
sa prethodno uofenim u okviru analize funkcija na simuliranim hromatogramima. U

nastavku Ce biti istaknuti samo neki karakteristi¢ni primeri.

Funkcija Bcre neadekvatno je rangirala hromatograme zbog sabiranja vrednosti faktora
rezolucije. Na primeru hromatograma 6 i 12 moze se uociti da, iako je separacija na
baznoj liniji postignuta u oba slucaja, a duzina trajanja analize na hromatogramu 6 kraca
za 2 minuta, ova funkcija identifikuje hromatogram 12 kao bolji (Bcre za hromatogram
12 je 11,76, a za hromatogram 6 je 9,81). Ova funkcija definisala je hromatogram 11
kao bolji od hromatograma 7, iako hromatogram 7 ima i bolje separacione karakteristike
1 kracu ukupnu duzinu trajnja analize. Faktor rezolucije na slican nacin uti¢e na COF
kao i na Bcre. S druge strane, COF je omogucila bolju procenu hromatograma
izbegavaju¢i maskiranje loSe razdvojenih pikova dobro razdvojenim (COF za

hromatogram 11 je 0,84, a za hromatogram 7 je 0,38).

Funkcija Docgrr pokazala je nesto slabiju osetljivost na razlike u kvalitetu separacije Sto
se moze uociti ako se uporede hromatogram 1 (Docgr = 2,60 1 812 = 0) | hromatogram
18 (Docrr = 2,63 i 61, = 0,98). Razlog za ovakvu pojavu moze se traziti u lo3oj

uravnotezenosti ¢lanova funkcije koji procenjuju razdvajanje i duzinu trajanja analize.

Obe funkcije CRS i CEF pokazale su problem sa rangiranjem hromatograma jer je
kvalitet separacije adekvatno vrednovan samo u slu¢ajevima kada je bio jednak zadatoj
optimalnoj vrednosti. Stoga, moze se primetiti da su obe funkcije identifikovale
hromatogram 4 (postignuto razdvajanje na baznoj liniji i ukupna duZina trajanja analize
28,91 minuta) kao bolji od hromatograma 3 (postignuto razdvajanje na baznoj liniji,

takode, i ukupna duzina trajnja analize 8,36 minuta).

Funkcije Dcrr i Ncre jedine su adekvatno izmerile separaciju na baznoj liniji
zahvaljuju¢i @ kriterijumu. Ove funkcije dale su najbolje rangiranje hromatograma u
skladu sa definisanim ciljem optimizacije. Dodatno, kako Ncrr 0Omogucava podesavanje
tezinskih faktora (za razliku od Dcgre), joS jedna varijacija procene kvaliteta

hromatograma putem ove funkcije predstavljena je u tabeli 12 (Ncre2) gde je tezinski
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faktor b definisan na slede¢i nacin: za tf < 10, b = 0, u suprothom b = 1. Ovakva
varijacija tezinskog faktora stavlja jaCi akcenat na ¢lan razdvajanja sve dok ukupna
duzina trajanja analize ne prede 10 minuta. Time se izbegava mogucénost da
hromatografske analize sa ekstremno kratkom duZinom trajanja maskiraju loSe

razdvajanje nekih pikova.

6. Kreiranje matematickog modela

Kako je potvrdeno da funkcije Ncre | Dcrr tacno procenjuju kvalitet eksperimentalno
dobijenih hromatograma, one mogu biti upotrebljene kao jedinstveni odgovori sistema
za optimizaciju. Primenom viSestruke linearne regresije i metode najmanjih kvadrata
definisani su polinomi drugog stepena koji opisuju Ncgrr | Dcre | koeficijenti modela za

kodirane vrednosti faktora predstavljeni su u tabeli 13.
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Tabela 13. Koeficijenti kvadratnih modela definisanih za Ncge | Dcrr i njihova statisti¢ka znacajnost

Ncre Dcrr

Faktori Koeficijenti p — vrednosti Koeficijenti | p - vrednosti
X1 0,27 0,001* 0,33 0,034*
X1° 0,55 0,000* 015 0,285
X2 -0,01 0,806 0,26 0,034*
Xo° 0.10 0,039* 0,10 0,382
X3 0,19 0,001% 0,01 0,911
X3 0.24 0,001* 0,15 0,215
X1X> 0,66 0,000* -0,47 0,009*
X1X3 012 0,047% 0,01 0,919
X2X3 0,05 0,355 —0,02 0,861
R 0,983 0,823
Adj. R? 0,960 0,595

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); X, — pH vrednost vodene faze; x; — koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM)

*statisticki znacajni koeficijenti za nivo znacajnosti o = 0,05

**statistiCkom analizom eksperiment 10 identifikovan je kao outlier i nije ukljucen u

kreiranje modela

Analizom tabele 13 moze se primetiti da je model dobijeni za Ncre znacajno bolji u
odnosu na onaj dobijen za Dcge i to narodito kada se uporede vrednosti Adj. R®. To
znaci da je ponasanje datog sistema na adekvatan i pouzdan nacin opisano funkcijom

Ncrr | da se ona moze iskoristiti za identifikaciju optimalnih uslova razdvajanja.

7. Identifikacija optimalnih uslova
Identifikacija globalnih optimalnih uslova izvrSena je metodologijom povrSine odgovora
koriste¢i Ncrr kao odgovor sistema. Konstruisane su trodimenzionalne povrsine

odgovora i prikazane na slici 18.
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C)

Slika 18. Trodimenzionalne povrsine odgovora: A) Ncrr = f(X1, X2); B) Ncre = (X1,
X3); C) Ncrr = f(X2, X3); X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x, —
pH vrednost mobilne faze; x3 — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj
fazi (mM)

Analiza dobijenih povrSina odgovora na slici 18 olakSava vizuelizaciju rezultata
dobijenih u tabeli 13. Na slici 18 A) primecuje Se snhaZzan uticaj interakcije X;X, na
vrednost funkcije hromatografskog odgovora i moze se identifikovati optimalan region
u delu eksperimentalnog prostora gde je sadrzaj acetonitrila najmanji, a pH vrednost
vodene faze najveca. S druge strane, slika 18 C) ukazuje na to da se u regionu
eksperimentalnog prostora sa najve¢om pH vredno$éu ne locira zeljeni optimum, vec je
potrebno blago pomeranje ka neSto manjoj pH vrednosti. Istovremenom procenom sve
tri povrSine odgovora zakljueno je da bi optimum mogao da se identifikuje za
vrednosti ispitivanih faktora: 85 % acetonitrila, pH vrednost vodene faze 5,1 i
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi od 40 mM. Dobijeni hromatogram pod

optimalnim uslovima prikazan je na slici 19.
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hromatogram pod optimalnim uslovima:
acetonitril-vodena faza (40 mM amonijum-acetat, pH vrednost podeSena
na 5,1 glacijalnom sir¢etnom kiselinom) (85:15 V/V), temperatura kolone
30 °C, talasna duzina detekcije 254 nm i protok mobilne faze 1 mL min™;
redosled eluiranja supstanci na prikazanom hromatogramu je: 1) fenoterol,
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7.2. UNAPREDPENJE FUNKCIJE HROMATOGRAFSKOG ODGOVORA

Najve¢i broj funkcija hromatografskog odgovora dizajniran je tako da procenjuje
kvalitet razdvajanja pikova, kao i ukupnu duZinu trajanja analize. Medutim, vazan
aspekt procene kvaliteta hromatograma je i oblik dobijenih pikova, jer pikovi koji ne
slede Gausov oblik i oni koji su ekstremno Siroki mogu otezati adekvatnu
kvantifikaciju. Kada se razvijaju hromatografske metode za analizu farmaceutski
aktivnih supstanci, regulatorni zahtevi su jako strogi i postavljene metode moraju
garantovati pouzdanu kvantifikaciju. Stoga je u ovoj disertaciji razvijena unapredena
funkcija hromatografskog odgovora inkorporiranjem ¢lana koji procenjuje Sirinu pika u
dizajn prethodno razvijene Ncgre. Tako unapredena funkcija oznacena je kao Ncre* i

predstavljena je sledeCom formulom:

(74)

gde je 65, kriterijum separacije, N je broj ocekivanih pikova, t; je retenciono vreme
poslednjeg pika, toy je odabrano optimalno retenciono vreme poslednjeg pika, w; Sirina
pika na baznoj liniji a, b i ¢ su koeficijenti koje treba unapred definisati.

Sa povecanjem broja ¢lanova koji su ukljuceni u funkciju otezava se postavljanje
adekvatne ravnoteze izmedu njih i zato je za svaki set hromatograma potrebno pazljivo
odabrati vrednosti a, b i c.

Unapredena funkcija hromatografskog odgovora Ncre* omogucava odabir
hromatograma u kojima je postignuto najbolje razdvajanje prisutnih pikova, minimalna

duzina trajanja analize, ali i adekvatan oblik pikova.
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7.2.1. VERIFIKACIJA UNAPREDENE FUNKCIJE Ncre* NA SERIJI EKSPERIMENTALNO

DOBIJENIH HROMATOGRAMA U HILIC sISTEMU
HILIC ANALIZA SMESE ANTIDEPRESIVA

Razvoj HILIC metode za analizu smeSe antidepresiva (selegilin, mianserin, sertralin,
moklobemid, fluoksetin, maprotilin) izveden je primenom DoE metodologije. Kvalitet
eksperimentalno  dobijenih  hromatograma meren je unapredenom funkcijom

hromatografskog odgovora Ncre*.

1. Definisanje cilja optimizacije

Cilj optimizacije bio je identifikacija eksperimentalnih uslova koji ¢e omoguciti
razdvajanje svih analiziranih supstanci u toku minimalnog vremena trajanja analize pri
¢emu Ce se teziti postizanju pikova blizu Gausovog oblika. Unapredena funkcija
hromatografskog odgovora Ncre* bic¢e primenjena za postizanje ovako definisanog

cilja.

2. Odabir faktora koji ¢e biti optimizirani

Analiza ispitivane smeSe u HILIC sistemu zapocela je preliminarnim ispitivanjima. Kao
stacionarna faza odabrana je kolona od Ciste silike. Mobilna faza sastojala se od velikog
udela acetonitrila i male koli¢ine vodene faze, kojoj je dodat amonijum-acetat. pH
vrednost vodene faze podesena je glacijalnom sir¢etnom kiselinom. Primeceno je da je
retenciono ponaSanje analizirane smeSe pod snaznim uticajem sastava mobilne faze i
odluceno je da se izvrsi optimizacija tri faktora vezana za sastav mobilne faze: sadrZzaja
acetonitrila, pH vrednosti vodene faze i koncentracije pufera u vodenoj fazi. Stoga, kao
cilj je postavljena identifikacija kombinacije ova tri faktora koja ¢e omoguciti najbolje
hromatografsko ponaSanje analizirane smese, tj. koja ¢e dati najbolju vrednost funkcije
Ncre*. Nivoi ostalih relevantnih faktora postavljeni su na konstantne vrednosti:
temperatura kolone bila je 30 °C, protok mobilne faze 1 mL min™, a talasna duZina
detekcije 254 nm.
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3. Odabir faktorskih nivoa

SadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi ispitivan je u opsegu od 86 % do 94 %. Manje
koncentracije acetonitrila od 86 % dovodile su do brzog koeluiranja ispitivanih
supstanci, dok su koncentracije ve¢e od 94 % vodile izuzetnom produzavanju trajanja
analize. Odabrani pH opseg iznosio je od 3,0 do 6,0 pH jedinica. Vrednosti pH ispod 3,0
pH jedinice vodile su brzom eluiranju i preklapanju ispitivanih supstanci, dok su pH
vrednosti iznad 6,0 pH jedinica bile neprihvatljive za odabranu hromatografsku kolonu.
Opseg za koncentraciju pufera bio je od 20 mM do 40 mM kako bi se obezbedilo
adekvatno retenciono zadrzavanje baznih supstanci, kao Sto je prethodno objasnjeno u
poglavlju 7.1.3.

4. Odabir eksperimentalnog dizajna
Eksperimentalni plan kreiran je na osnovu matrice 3° punog faktorskog dizajna. Tako
definisani eksperimentlani plan sa tri dodate replikacije u centralnoj tacki predstavljen

je u tabeli 5.

5. Odabir odgovora koji ¢e biti pracen
Na svakom dobijenom hromatogramu belezeno je retenciono vreme pikova i Sirine
pikova na baznoj liniji. Zatim, izra¢unati su odgovarajuéi retencioni faktori. Rezultati su

prikazani u tabeli 14.
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Tabela 14. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. ki Kk, ks K4 Ks Kg A W W3 Wy W5 W
1 094| 189| 201| 203| 209| 212|040 116 | 065| 055| 1,11| 0,79
2 084| 149| 159| 161| 166| 169| 0,78 088 | 049 | 042| 038| 041
3 0,71 124| 128| 136| 137| 141|040 074| 064| 125| 0,39 | 0,80
4 -0,09| 062| 213 | 254| 254| 286| 021| 040| 050| 084 | 0,70 | 0,64
5 -011| 046 | 141| 162| 164| 186 019| 035| 0,33| 044 | 042| 0,37
6 -0,08| 044 | 128| 142| 146| 165| 0,18| 031| 0,38| 0,36 | 0,38| 0,34
7 -0,14| 036| 209 | 294| 351| 413|0,26| 037 | 054 | 063 | 0,74| 0,70
8 -0,16 | 021 | 129| 1,79| 202| 234|0,18| 026 | 036 | 038 | 045| 0,69
9 -019| 024} 101| 139| 159| 19| 0,23| 0,36 | 0,46 | 038 | 040 | 0,55
10 098 | 344 | 436| 441 | 464| 488| 038| 067| 068 | 069| 0,75| 1,02
11 092| 295| 354| 362| 3,76| 403|034 053| 053| 088 | 063| 0,81
12 0,79 | 251| 293| 302| 309| 336|036 053| 066| 0,70 1,02| 0,70
13 -0,08| 082| 38| 525| 619| 7,31 0,18| 040| 066 | 081 | 0,87 | 094
14 -0,03| 0,78 | 315| 397| 4,41| 504|022| 051| 0,78| 063 | 0,68 | 0,75
15 -0,13 | 047| 220| 2,74| 317| 3,78 0,18| 037 | 048 | 055| 0,66 | 0,64
16 -0,10 | 064 | 353| 551| 781| 969| 025| 044 | 068| 090 | 1,13 | 1,36
17 -0,13| 043| 230| 352| 480| 593|017| 030| 049 | 064 | 0,72 | 0,86
18 -0,15| 033| 19| 287| 39| 494|019| 037| 049| 059 | 063| 0,81
19 0,60 | 5,09 | 12,31 | 13,34 | 13,74 | 16,07 | 0,32 | 081 | 1,29| 150 | 151 | 1,75
20 040| 386 | 881| 89| 954| 11,28| 0,31| 0,70 | 1,44 | 1,13 | 1,09 | 1,27
21 041 | 348 | 726| 729 7,78| 927|048 | 067 | 1,23 | 154 | 1,03| 1,27
22 -0,01| 159| 797 | 1399 | 2344 | 31,42 | 0,33| 057 | 1,17 | 213 | 291 | 3,98
23 006| 180| 627| 932| 1463 | 19,57 | 0,22 | 053 | 1,28 | 1,23 | 1,64 | 2,58
24 -0,07| 099 | 514 7,87| 12,78 | 1694 | 0,19| 046 | 0,85| 1,14 | 156 | 211
25 -0,04 | 137| 6,71 | 1299 | 25,44 | 3743 | 0,19 | 055 | 1,04| 1,71 | 2,75| 4,02
26 -0,06 | 1,04 | 499 | 911 | 17,04 | 2421 | 0,18 | 043 | 0,77 | 1,72 | 2,42 | 3,18
27 -0,08| 095| 454 | 8,09| 1536 | 22,83 | 0,21 | 045| 0,79 | 1,19 | 265 | 2,88
28 -0,11| 060| 2,74| 356 | 410| 484 018| 039 051| 062 | 0,65| 0,72
29 007| 134| 339| 383 | 414| 481|019 037| 050| 062| 065| 0,71
30 -0,03| 0,78| 315| 397 | 441| 504|022| 041| 055| 063 | 068 | 0,75

ki — kg retencioni faktori prve do pete supstance koja se pojavljuje na hromatogramu; w; —

W Sirine pikova na baznoj liniji analiziraih supstanci
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Slika 20 pokazuje mapu retencionih faktora analiziranih supstanci dobijenu za svaki

izvedeni eksperiment.

retencioni faktor
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Slika 20. Sematski prikaz redosleda eluiranja supstanci u izvedenim eksperimentima:

kI — selegilin; kIl — mianserin; kIl — sertralin; kKIVV — moklobemid;
KV — fluoksetin; kVI — maprotilin
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Na slici 20 moze se uociti kompleksnost hromatografskog ponasanja analizirane smesSe.
Pod odredenim eksperimentalnim uslovima dolazilo je do preklapanja cak pet od Sest
ispitivanih supstanci (eksperimenti 1, 2 i 3), pa nije bilo moguce identifikovati jedan
kriti¢an par. Promena eksperimentalnih faktora uticala je na retenciono ponasanje svake
ispitivane supstance na razli¢ite nacine. Supstanca | eluirala je uvek prva, a supstanca
VI poslednja. Medutim, polozaj supstance V menjao se od drugog do petog mesta, kao
Sto se i moze primetiti na slici 20. Hromatografski uslovi na kojima je postignuto
nesumnjivo razdvajanje svih pikova vodili su izuzetno dugom trajanju analize, kao i
neadekvatnom obliku pikova. Stoga je identifikacija eksperimentalnih uslova u kojima
¢e se posti¢i istovremeno razdvajanje, minimalno vreme trajanja analize, kao i
adekvatan oblik pikova bila veliki izazov. Unapredena funkcija hromatografskog

odgovora Ncgre™* trebalo bi da omoguéi resavanje ovakvog problema.

Verifikacija funkcija hromatografskog odgovora

U prvoj fazi primene funkcije Ncre* definisani su tezinski koeficijenti: a=5, b =1,

¢ = 0,2. Njihove vrednosti podeSene su tako da se najveci akcenat stavi na postizanje
razdvajanja analiziranih supstanci, dok su ukupna duzina trajanja analize, kao i Sirina
pikova bili sekundarni ciljevi. Vrednost ukupnog optimalnog vremena trajanja analize
postavljena je na 10 minuta jer je odluceno da je to prihvatljiva duZina trajanja analize
Sest supstanci. Kvalitet razdvajanja susednih pikova meren je pomocu 6 kriterijuma i
tradicionalno primenljivanog faktora rezolucije. Izracunate su vrednosti Ncre* za

trideset eksperimentalno dobijenih hromatograma i rezultati su predstavljeni u tabeli 15.
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Tabela 15. Vazni hromatografski parametri za eksperimentalno dobijene hromatograme i izracunate vrednosti sedam ispitivanih funkcija

Eksp. | 012 | 023 | O3 045 | Oss6 oum Rsi2 | RSz | RSau | Rsas | Rsspe Sum | sum ts Ncre™
0/N Rs/N | w/N
1 1,00 0,77 | 0,00 0,75 | 0,00 050 1,95 0,21 | 0,05 0,13 0,04 0,47 | 0,78 4,99 5,86
2 100 0,82 0,17 0,28 | 0,14 048 | 1,25 0,25 | 0,06 0,20 0,13 0,38 | 0,56 4,31 5,60
3 100| 059 047 0,04 | 0,23 0,46 | 1,47 0,10 | 0,13 0,02 0,10 0,36 | 0,70 3,85 5,65
4 1,00 1,00 1,00 0,00 | 1,00 0,80 | 3,70 538 | 0,97 0,01 0,76 2,16 | 0,55 6,18 3,53
5 1,00 1,00 0,99 0,00 | 0,97 0,79 | 3,37 4,50 | 0,86 0,07 0,89 194 | 0,35 4,57 3,15
6 1,00| 1,00 | 0,95 0,33 | 0,98 0,85| 3,18 3,65 | 0,57 0,16 0,80 1,67 | 0,32 3,98 2,57
7 100 1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 2,57 6,09 | 2,32 1,33 1,37 2,741 054 8,21 1,98
8 100 1,00 1,00 0,99 | 0,99 099 | 2,73 558 | 2,13 0,89 0,89 2,441 0,39 5,34 1,65
9 1,00| 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 100| 1,76 3,39 | 1,45 0,85 1,03 1,70 | 0,39 4,64 1,56
10 1,00 1,00 1,00 1,00 | 0,84 0,74 | 7,52 2,16 | 0,13 0,50 0,44 2,151 0,70 9,41 4,91
11 1,00 1,00 1,00 1,00 | 0,95 0,78 | 6,99 1,68 | 0,17 0,28 0,56 193 | 0,62 7,54 4,05
12 1,00| 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 0,75 | 5,80 1,06 | 0,20 0,12 0,48 1,53 | 0,66 6,54 4,08
13 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,00 100 493 9,23 | 2,99 1,78 1,99 418 | 0,64 | 13,30 2,57
14 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,00 100 3,31 552 | 1,74 1,01 1,31 258 | 0,59 9,06 2,09
15 1,00| 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 3,49 6,52 | 1,67 1,14 1,49 2,86 | 0,48 7,64 191
16 100 1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 3,42 8,25 | 4,02 3,62 2,42 435| 0,79| 17,11 3,05
17 1,00 1,00 1,00 1,00 | 1,00 1,00 3,79 7,59 | 3,45 3,01 2,28 402| 053] 11,08 2,29
18 1,00| 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 2,75 5,84 | 2,87 2,87 2,17 3,30 0,51 9,50 2,12
19 100 1,00 1,00 1,00 | 1,00 100 12,71 | 11,00 | 1,18 0,42 2,29 552 119 27,31 4,37
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20 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 0,83 | 11,67 7,85 | 0,19 0,89 2,51 462 | 0,99 | 20,87 6,54
21 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 0,80 | 8,54 6,37 | 0,04 0,61 2,08 352 | 104| 16,43 6,09
22 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 5,67 | 11,73 | 584 6,00 3,70 6,59 | 184| 51,87 7,63
23 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 7,44 7,90 | 3,89 5,92 3,74 5,78 1,25 | 3291 5,04
24 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 5,23 | 10,14 | 4,38 5,82 3,62 584 | 105| 28,70 4,47
25 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00| 6,08, 10,74 | 7,31 8,94 5,66 7,75 1,71 | 61,48 8,72
26 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 5,77 | 10,53 | 528 6,13 4,09 6,36 | 1,45 | 40,33 6,02
27 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 4,97 9,26 | 5,75 6,06 4,32 6,07 | 136 | 38,12 5,71
28 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 3,96 7,62 | 2,32 1,35 1,74 3,40 | 0,51 9,35 2,10
29 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 7,21 7,56 | 2,20 1,01 1,57 391 | 044 9,30 2,07
30 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00 1,00 | 3,31 5,52 | 1,74 1,01 1,31 2,58 | 0,59 9,06 2,09

s, — kriterijum separacije za susedne pikove; Rss,; — faktor rezolucije za susedne pikove; w; — Sirina pika; t; — retenciono vreme poslednjeg
pika; N — ukupan broj pikova koji se pojavljuju na hromatogramu; Ncre* — unapredena funkcija hromatografskog odgovora
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Ncre* dostize minimum kako se uslovi priblizavaju globalnom optimumu. Stoga su
najmanje vrednosti funkcije dobijene za hromatograme sa dobrim razdvajanjem,
relativno kratkim vremenom trajanja analize i adekvatnom Sirinom pikova, kao $to je
bio slucaj sa hromatogramima 9 (Ncre* = 1,56), 8 (Ncre* = 1,65), 15 (Ncre* = 1,91), 7
(Ncre* =1,98), 14 (Ncre™* = 2,09) 1 18 (Ncre™ = 2,12). Ovi hromatogrami predstavljeni
su na slici 21. Hromatogrami 28, 29 i 30 koji su replikacije hromatograma 14, takode

imaju zadovoljavaju¢e Ncgre™ vrednosti.
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Slika 21. Eksperimentalno dobijeni hromatogrami: A) Eksperiment 9; B) Eksperiment 8;
C) Eksperiment 15; D) Eksperiment 7; E) Eksperiment 14; F) Eksperiment 18;
hromatografski uslovi za svaki hromatogram prikazani su u tabeli 5; redosled
eluiranja supstanci je: 1) selegilin, 2) mianserin, 3) sertralin, 4) moklobemid,

5) fluoksetin i 6) maprotilin
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Redosled rangiranja hromatograma predstavljenih na slici 21 u skladu je sa ukupnom
duzinom trajanja njihovih analiza, kao i sa oblikom dobijenih pikova jer je
zadovoljavajuca separacija postignuta u svakom od datih slucajeva. Hromatogram 18
ima nes$to bolji ¢lan separacije od hromatograma 7 i 14, ali njegova Ncgre* vrednost je
vecéa zbog ukupne duzine trajanja analize.

Kako je razdvajanje odabrano kao cilj sa najveéim prioritetom, hromatogrami sa
nekoliko preklopljenih pikova ,,kaznjeni“ su pogorSanjem vrednosti Ncre*. 1z tog
razloga hromatogrami 1 (Ncre* = 5,86), 2 (Ncre* = 5,60) i 3 (Ncre™ = 5,65) imaju
nezadovoljavajuce vrednosti funkcije Ncre*, 1ako je ukupna duzina trajanja analize
manja od 5 minuta. Sli¢no, porede¢i hromatograme 20 (Ncre* = 6,54) 1 26 (Ncre* =
6,09) moze se uociti da je ukupna duzina trajanja analize prvog (40,33) duplo duza od
ukupne duzine trajanja analize drugog hromatograma (20,87). Ipak, hromatogram 20
okarakterisan je kao loSiji usled loSeg razdvajanja (dva od Sest & kriterijuma su

neodgovarajuéa i iznose 0,19 i 0,83).

Ekstremno produZenje trajanja analize i1 deformacija pikova, odnosno znaéajno
poveéanje Sirine pikova, takode su uticali na funkciju. NajloSije vrednosti funkcije
dobijene su za hromatograme 25 (Ncre* = 8,72) i 22 (Ncre* = 7,63) gde je ukupno
vreme trajanja analize jako dugo: 61,48 minuta za hromatogram 25 i 51,87 minuta za

hromatogram 22. Takode, ova dva hromatograma imala su i najveci zbir Sirina pikova.

Prednost procene razdvajanja 6 kriterijumom umesto faktorom rezolucije moze se
primetiti na primerima hromatograma od broja 22 do broja 27. Suma & kriterijuma za
sve ove hromatograme je 1, jer je separacija na baznoj limniji za sve parove pikova
postignuta na svakom hromatogramu. Stoga uticaj ¢lana rezolucije ne¢e maskirati ostale
¢lanove funkcije. Redosled koji je predlozila funkcija Ncre* (24 <23 <27 <26<22<
25) prati redosled ukupne duzine trajanja analize na ovim hromatogramima
omogucavajuéi da se hromatogrami sa najkra¢im vremenom trajanja analize procene
kao najbolji. Nasuprot tome, vrednost faktora rezolucije povecava se kako se povecava
razlika izmedu retencionih vremena susednih pikova. Stoga se suma vrednosti faktora
rezolucije podeljena sa brojem parova pikova povecava kako se povecava ukupna

duzina trajanja analize, dovode¢i do precenjivanja ¢lana razdvajanja. U tom slucaju,
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uticaj prolongirane duzine trajanja analize ili ekstremnih Sirina pikova bio bi maskiran i
hromatogram 25 bio bi okarakterisan kao najbolji, dok ga Ncre* karakteriSe kao
najloSijeg. Ncre* je ocenila hromatograme tako da je izbegnuto maskiranje loSe
razdvojenih pikova velikim vrednostima faktora rezolucije dobro razdvojenih pikova.
Analiziraju¢i hromatogram 20, moze se primetiti da je zbir faktora rezolucije podeljen
sa ukupnim brojem parova pikova 4,62, dok je za hromatogram 9 taj zbir 1,70.
Medutim, u sluc¢aju hromatograma 9 svi parovi pikova dobro su razdvojeni dok su kod
hromatograma 20 treci i Cetvrti pik preklopljeni. Stoga, procena razdvajanja faktorom
rezolucije moze dati lazno pozitivne rezultate jer su neki faktori rezolucije numericki
dovoljno veliki da maskiraju loSe vrednosti drugih faktora rezolucije. S druge strane,
suma @ kriterijuma proceni¢e tatno razdvajanje otkrivaju¢i sve pikove koji su

preklopljeni.

6. Kreiranje matematickog modela

Ncre* je omogucdila efikasnu 1 tacnu procenu kvaliteta dobijenih hromatograma. Stoga
su primenom viSestruke linearne regresije i metode najmanjih kvadrata kreirani
matematicki modeli koji opisuju zavisnost Ncre* 0d ispitivanih faktora. Rezultati su

prikazani u tabeli 16.
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Tabela 16. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za Ncge* i njihova statisticka znacajnost

Koeficijenti | p — vrednosti

Odsecak 2.23
X1 1,28 0,000*
X1° 1,82 0,000*
X2 -0,78 0,000*
Xp” 0,84 0,004*
X3 -0,47 0,009*
X3 0,26 0,325
X1X2 1,28 0,000*
X1X3 0,24 0,242
X2X3 -0,42 0,046*
R 0,915
AdjR? 0,877

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); X, — pH vrednost vodene faze;
X3 — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM);
*statisticki znacajni koeficijenti za nivo znacajnosti o = 0,05

Moze se uociti da je statistiCka analiza identifikovala sva tri ispitivana faktora kao i

interakcije faktora X1 i X i faktora X i X3 kao znacajne za nivo znacajnosti a = 0,05.

7. Identifikacija optimalnih uslova
Identifikacija optimalnih vrednosti eksperimentalnih faktora izvrSena je metodologijom
povrsine odgovora. Odgovarajuce trodimenzionalne povrSine odgovora prikazane su na

slici 22.
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Slika 22. Trodimenzionalne povrSine odgovora: A) Ncre™ = f(X1, X2); B) Ncre™ = f(X1, X3);
C) Ncre* = f(X2, X3); X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x, — pH
vrednost mobilne faze; x3 — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM)

Analiza 3D povrSina odgovora pokazuje da sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi i pH
mobilne faze snazno uti¢u na hromatografsko ponaSanje analizirane smeSe, dok je uticaj
koncentracije pufera bio manje znacajan. Sa slike 22 mozZe se primetiti da je interakcija
sadrzaja acetonitrila i pH vrednosti vodene faze posebno znacajna. Smanjenje sadrzaja
acetonitrila skracuje retenciono vreme analiziranih supstanci i samim tim ukupnu
duzinu trajanja analize u HILIC sistemu. Medutim, ovo nosi rizik od pogorSanja
razdvajanja supstanci. S druge strane, povecanje pH vrednosti mobilne faze poboljSava
razdvajanje analiziranih supstanci. Stoga su najnize Ncre* vrednosti dobijene u
regionima sa manjim sadrzajem acetonitrila (regioni koji se priblizavaju vrednosti 1 u
kodiranim ili 86 % u stvarnim vrednostima faktora) i ve¢com pH vrednos¢u (do 1 u
kodiranim, odnosno do 6,0 pH jedinica u stvarnim vrednostima faktora). Slika 22
prikazuje interakciju pH i koncentracije pufera. Najniza Ncre* vrednost dobijena je u

regionima gde su oba faktora na najvisem nivou. Poveéanje pH vrednosti omogucilo je
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poboljsanje ¢lana razdvajanja u funkciji, dok je povecanje koncentracije pufera

omogucilo skra¢ivanje duzine trajanja analize i poboljSanje oblika pikova.

Uprkos kompleksnosti uticaja ispitivanih faktora, Ncgre* je uspela da opiSe retenciono
ponasanje smeSe u celini. Posledicno, omogucila je identifikaciju regiona
eksperimentalnog prostora u kojima odgovarajuéa kombinacija ispitivanih faktora
omogucava dobro razdvajanje, minimalnu duZinu trajanja analize i adekvatnu Sirinu
pikova za sve analizirane supstance. Kao optimalni uslovi razdvajanja definisani su:

acetonitril 86 %, pH 6,0 i molaritet amonijum-acetata 20 mM.
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Slika 23. Eksperimentalno dobijeni hromatogram pod optimalnim uslovima: acetonitril—

vodena faza (20 mM amonijum-acetat, pH vrednost podeSena na 6,0
glacijalnom sir¢etnom kiselinom) (86:14 V/V), temperatura kolone 30 °C,
talasna duzina detekcije 254 nm i protok mobilne faze 1 mL min™; redosled
eluiranja supstanci na prikazanom hromatogramu je: 1) selegilin, 2) mianserin,
3) sertralin, 4) moklobemid, 5) fluoksetin i 6) maprotilin
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7.3. RAZv0OJ NOVE TEHNIKE MATEMATICKOG MODELOVANJA HROMATOGRAFSKIH

ODGOVORA

Jedan od klju¢nih koraka razvoja metode hemometrijskim pristupom predstavlja
uspostavljanje matematicke veze izmedu faktora i odabranih odgovora. Ceo proces
optimizacije zavisi od tacnosti ove veze jer ¢e neadekvatni modeli voditi ka lociranju
laznih  optimuma. NajceS¢e primenjivani tip matematickog modelovanja
hromatografskih odgovora podrazumeva kreiranje polinoma drugog stepena primenom
visestruke linearne regresije i metode najmanjih kvadrata. Eksperimentalni dizajni koji
ispituju faktore na tri nivoa omogucavaju da se primenom ViSestruke linearne regresije
na set dobijenih podataka uspostavi ovakav tip zavisnosti [5]. Tako dobijeni model
pretpostavlja da se veza faktora i hromatografskih odgovora moZe predstaviti
kvadratnom formom ako je uzak interval variranja faktora. Medutim, Sirenjem
eksperimentalnog prostora ova pretpostavka ne mora da bude odrziva. Pored toga, u
zavisnosti od odabranih faktora i odgovora, polinom drugog stepena ne mora ta¢no da
opiSe zavisnost. Ovakav problem naroc€ito se moze uociti u analizi kompleksnih smesa u
slu¢aju kada se vrsSi indirektno modelovanje hromatografskih odgovora. Ako se
individualni odgovori modeluju kvadratnom formom i svaki model nosi odredenu
greSku, greska funkcije hromatografskog odgovora ¢e se sabirati i samim tim
povecavati. Stoga Ce i pretraZzivanje eksperimentalnog prostora biti neprecizno i javice

se rizik od lociranja laznih optimuma.

U ovoj disertaciji predlaze se novi pristup modelovanju hromatografskih odgovora
interpolacionim polinomom sa podeljenim razlikama. Interpolacioni polinom
konstruisan je tako da je minimalna ukupna greSka aproksimacija svih individualnih
hromatografskih odgovora. Ovakvo modelovanje trebalo bi da opiSe hromatografski
sistem tacnije i pouzdanije u odnosu na tradicionalne pristupe modelovanju i na taj

nacin izbegne akumulaciju greSaka individualnih modela.
Nova tehnika matematickog modelovanja implementirana je u DoOE metodologiju. Ova

tehnika kombinovana sa pristupom indirektnog ~modelovanja kompleksnih

hromatografskih odgovora trebalo bi da omoguéi pouzdanu optimizaciju razdvajanja

145



kompleksnih smesa u slu¢ajevima u kojima tradicionalne tehnike modelovanja ne mogu

dati zadovoljavajuce rezultate.

7.3.1. VERIFIKACIJA NOVE TEHNIKE MATEMATICKOG MODELOVANJA NA PRIMERU

ANALIZE SMESE ANTIDEPRESIVA U HILIC SISTEMU

Nova tehnika modelovanja verifikovana je na primeru razdvajanja Sest antidepresiva u
HILIC sistemu. Retenciono ponaSanje supstanci u HILIC—u je slozeno i o¢ekuje se da
¢e novo modelovanje omoguciti adekvatno opisivanje retencionog ponasanja supstanci,
a zatim kombinovano sa indirektnim modelovanjem kompleksnih hromatografskih
odgovora, ta¢no lociranje optimuma. Prednosti nove tehnike modelovanja bice

istovremeno uporedene sa tradicionalno primenjenim kvadratnim modelovanjem.

Prve cetiri faze razvoja metode za analizu smese antidepresiva (1. Definisanje cilja
optimizacije; 2. Odabir faktora koji ¢e se pratiti; 3. Odabir faktorskih nivoa i 4.

Odabir eksperimentalnog dizajna) opisane su u pogavlju 7.2.

5. Odabir odgovora koji ¢e se pratiti

Najpreciznije modelovanje hromatografskinh odgovora postize se kada se direktno
modeluju samo jednostavni odgovori, poput retencionog vremena ili retencionog faktora
[22, 23]. 1z vrednosti ovih odgovora mogu se naknadno izraCunati svi ostali vazni
hromatografski odgovori, odnosno moze se izvrSiti indirektno modelovanje
kompleksnih hromatografskin odgovora. Kako bi se kreirali matematicki modeli
maksimalne ta¢nosti i pouzdanosti, retencioni faktori analiziranih supstanci upotrebljeni
su kao jedini odgovori za modelovanje. Za svaki od K hromatograma i svaku od M
analiziranih supstanci belezeno je retenciono vreme na pocetku (tg), na vrhu (ta) i na
kraju pika (tg). Zatim su izraCunati retencioni faktori i Sirine pikova koji su prikazani u

tabeli 14. Svi ostali hromatografski odgovori indirektno su izracunati iz ovih vrednosti.
6. Kreiranje novog matemati¢kog modela

Matematicko modelovanje izvrSeno je primenom interpolacionog polinoma sa

podeljenim razlikama za funkciju tri promenljive. Do sada je u literaturi predstavljena
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primena interpolacionog polinoma za funkciju od dve promenljive [69, 70], kao i
teorijsko razmatranje generalizacije podeljenih razlika za funkciju viSe promenljivih
[71-74]. Varirajuci tri nezavisno promenljive X, y i z prema eksperimentaloj matrici 33
punog faktorskog dizajna dobijeno je 27 tacaka koje se mogu oznaciti kao (x;, y;, Zx),
1),k=0,1,2,gdejexo =yo =20 =—-1L,x;, =y, =2, =01 x, =y, =z, = 1. Raspored

tacaka prikazan je na slici 24.

1) 1,11

|
- |
o : SEN
. M-t -el----- #1100
FY
1,-1,0
a10d
(—1,1:'—1)

(1,-1,-1) (1,0,-1) (1,1,-1

Slika 24. Sematski prikaz izvedenih eksperimenata

Polaze¢i od polinoma sa podeljenim razlikama za funkciju jedne promenljive, koji je
opisan u uvodnom delu disertacije, konstruisan je trodimenzionalni polinom sa

podeljenim razlikama.

Konstrukcija modela ukljucila je sledece korake:

Korak 1: definisanje oblika 3-D interpolacionog polinoma;

Korak 2: definisanje podeljenih razlika za funkciju tri promenljive, oznac¢ene kao
3DD razlike (eng. 3 Divided Differences — 3DD);
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Korak 3: definisanje veze izmedu koeficijenata polinoma i 3DD razlika i
Korak 4: izratunavanje koeficijenata polinoma
Polaze¢i od definisane mreze od 27 tacaka 1 vrednosti funkcije u tim tackama, potrebno

je izvrsiti aproksimaciju funkcije f = f(x,y,z). U okviru koraka 1 konstruisan je 3-D

interpolacioni polinom slede¢eg oblika:

L3y(x,y,2) =%  ijk Qi Hi:;lo(x - xil) H;‘l_:l[)(y - J’jl) Hllgl_io(z - Zkl) =Y ik Qyrx—

i,j,ke{0,1,2} i,j,ke{0,1,2}
0<i+j+k<6 0<i+j+k<6
Xg) v (X = X)) (Y — ¥o) - (y - y]'—1)(Z —2y) . (Z = Zp_1) (75)

Veza izmedu koeficijenata a;j, polinoma (75) izvedena je iz uslova da se vrednost
polinoma Ls(x,y,z) poklapa sa vrednostima funkcije f(x,y,z) u tatkama datim u
trodimenzionalnoj mrezi, tj.

Ls(xi,vj,zi) = f (%1, ¥}, 2), zasvako i, j, k=0,1,2 (76)

1z (75) i (76) dobijena je sledec¢a zavisnost:

ajjx = f[xo, s Xi3 Voo oo V3 Zos ...,zk], I, J,k=0,1,2 (77)
Preciznije:
@000 = f[*0; Yo; Zo] (78)
@100 = f X0, X1; Yo; Zo] (79)
ao10 = f[*0; Yo, ¥1; Zo] (80)
aoo1 = f[X0; Yo; 20, 1] (81)
a110 = f X0, X1; Yo, Y15 Zo] (82)
@011 = f[X0; Yo, Y15 20, 21] (83)
a101 = f %0, X1; Yo; Zo, 1] (84)
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a111 = f %0, X1; Yo, Y15 Zo, Z1] (85)

az00 = fx0, %1, X2; Yo; Zo] (86)
Aoz20 = fx0; Y0, Y1, Y25 Zo] (87)
ooz = fx0; Vo5 2o, 71, 22 ] (88)
az10 = f[Xo0, X1, X25 Yo, Y15 Zo] (89)
az01 = f[Xo0, X1, X2; Yo; Zo, Z1] (90)
a102 = f X0, X1; Yo; 2o, 21, 22 ] (91)
ao12 = f[Xo0; Yo, Y15 Zo, 21, 22 ] (92)
120 = f X0, X1; Yo, Y1, V2 Zo] (93)
Q021 = f[X0; Yo, Y1, Y25 Zo, 1] (94)
az11 = f[Xo0, X1, X2; Yo, Y15 Zo, 1] (95)
121 = f X0, X1; Yo, Y1, V25 Zo, 1] (96)
a112 = f X0, X1; Yo, Y15 Zo, 21, 22 ] (97)
Az20 = f X0, X1, X25 Yo, Y1, Y25 Zo] (98)
Qoz22 = f[X0; Yo, Y1, Y25 Z0, 21, Z2] (99)
Az02 = f X0, X1, X2; Yo; Zo, Z1, Z2] (100)
Az21 = [ X0, X1, X2; Yo, Y1, V25 Zo, Z1] (101)
Az12 = f[X0, X1, X2; Yo, Y15 Z0, 21, Z2] (102)
Q122 = f[X0, %15 Y0, Y1, Y2; Zo, 21, Z2] (103)
Az22 = f[X0, X1, X25 Yo, Y1, Y25 Zo, Z1, Z2] (104)

Za konstruisanje 3-D interpolacionog polinoma maksimalnog stepena (75) upotrebljeno
je svih 27 jednacina (76) koje daju 27 koeficijenata i, j, k, koji su izrazeni preko
podeljenih razlika (77).

Podeljene razlike za funkciju tri promenljive dobijene su generalizacijom
jednodimenzionalnog slucaja. Oznake ,,p+q+r*“ upotrebljene su da oznace red 3DD
podeljenih razlika po promenljivim X, y, z, redom, $to znaci da su upotrebljene tacke
mreze koje ukljucuju razli¢ite p+1 vrednosti koordinate X, q+1 vrednosti koordinate y i
r+1 vrednosti koordinate z.

Kao i1 u jednodimenzionalnom slucaju, 3DD razlike viSeg reda definisane su

koris¢enjem 3DD razlika niZeg reda.
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1) 3DD razlike reda 0+0+0 definisane su kao vrednost funkcije u tacki:

flxivjs zie] = f(xi yj 2i0) (105)

2) 3DD razlikereda0 <p+q+r <3,gdeje 0 < p,q,r < 1 definisane su kao:

Flxi X3 Vi Viet Zio Zesn] =

1 1 1

o S L (DR (=D)AL (DR (g, g, 2k,)

Xi+1=Xi Yj+1~Yj Zk+1~ 2k

(106)

U slucaju da je x; = x;41 (p=0) ili y; = y;41 (9=0) ili z;, = z4 (r=0), odgovarajuci

razlomak i suma se iskljucuju iz (2), odnosno:

e zap=0, razlomak = 1isuma},;, .. jeiskljucena iz ukupne sume,

Xit+1—Xi
1

e za =0, razlomak = 1isuma};, ..je iskljucena iz ukupne sume,

YVji+1=Yj

1

e zar=0, razlomak = 1isuma ) ... je iskljucena iz ukupne sume.

Zk+1~ %k

Na taj nacin,

1 1 2 1 i1+1 ky+1
Xp—x1 29-29 S=1 Zk1=0(_1)1 (=D* f(xi1'yj1,zk1)

flx1, %25 Vo; 2o, 21] =

3) 3DD razlike reda p+qg+r=2 , gde su p,qr=0 i p=2vqg=2Vr=

2 definisane su koristeéi (106) na slede¢i nacin:

flxo X X2 v 2] = tzl_xl, 2 (=D f [, Xy 4 Y5 2] (107)
(za p=2,0=0,r=0)
flxs vp yjs1s vjraszid] = ﬁ foij(—l)h“f[xi:yjl,yjlﬂ:zk] (108)
(za p=0,q=2,r=0)
f[xi;yj:yj+1;)’j+2;zk] = y,-+zl—y]- Zj::j(—l)h“f[xl-;yjl,yjlﬂ;zk] (109)

(za p=0,0=0,r=2)
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Ocigledno, 3DD razlike na desnoj strani (107), (108) i (109) izracunavaju se koristeci
(106)
Na taj nacin,
flx0, %1, %25 Y15 25] =
1 i
P Z:1'11=0(_1)11+1f[xl'1.xi1+1;}’1;22] =

1

X2—Xo

(—fx0, %15 Y15 22] + fx1, %25 Y15 Z2]) (110)

4) 3DD razlike reda p+q+r=3, gde 0<p,qr<2 i p=0vqg=0Vr=
0 definisane su koristeé¢i (106) na slede¢i nacin:

i+1

LD g, X v Y Vi ] (110)

f[xi;xi+1;xi+2;Yj'Yj+1iZk] T
L L

(za p=2,0=1,r=0)

1

f[xi:xi+1:xi+2;Yj;Zk;Zk+1] = Z;::li(_1)ll+1f[xi1,xi1+1;Yj;Zerk+1] (112)

Xi+2—X{

(za p=2,q=0,r=1)

1 ' ;
flxo xiv s ¥ Visr Visos 2] = ——— S0L (D f e, xivn ), Ve 2] (113)
Vir2—yj TI17J

(za p=1,0=2,r=0)

flxs v yiew Vivzs Zio Zeed] = y,-+21—y,- Zj::jj(—l)j1+1f[xi;yjl,yj1+1;Zk,Zk+1] (114)
(zap=0,0=2,r=1)
Fl%i Xiv13 V)3 Zis Zer1s Ziewa] = Zk+j_2k Yt e (DT (X X115 V) Ziey Ziy 1] (115)
(za p=1,9=0,r=2)
Flxi ), ¥is1s 2o Zierrs Zia2] = zk+zl—zk Y (=DM X5 Y, Vit Ziys Ziey+1] (116)

(za p=0,q=1,r=2)

3DD razlike na desnoj strani (111 — 116) izra¢unate su koriste¢i (106)

5) 3DD razlikereda p+q+r =4 ,gde 1 <p,q,r < 2 definisane su koristec¢i (106)
na slede¢i nacin:

Flxi X1, Xiv 23 Vjo Vists Zio Zisr] =

1 . .
—— YLD X X w1 V) Vet Zio Zke) (117)

Xit+2—Xj

(zap=2,0=1,r=1)
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f[xirxi+1;erYj+1JYj+2;Zk:Zk+1] =
1 jt+1
Vjta2—yj —J17)

(_1)j1+1f[xi'xi+1;}’jl'Yj1+1iZk;Zk+1] (118)
(zap=1,0=2,r=1)
f[xi'xi+1;Yj'Yj+1iZk'Zk+1;Zk+2] =

1 k+1

p—— fnak (D [, X1 Vi Viets Ziys Ziey 1] (119)

(zap=1,0=1r=2)

3DD razlike na desnoj strani (117 — 119) takode se racunaju koriste¢i (106)

6) 3DD razlike reda p+q+r=4,9de 0<p,qr<2ip=0vqg=0Vvr=0

definisane su koristeé¢i (111) — (116) na slede¢i nacin:

1 . .
f[xi:xi+1:xi+2;erYj+1:yj+2;Zk] = Xirg—%i §f=1i(—1)l1+1f[xi1,xi1+1;Yj:yj'+1')’j+2izk]
(120)
(za p=2,0=2,r=0)
1 j+1 i
f[xi;Yj,Yj+1;}’j+2;Zk,Zk+1;Zk+2] = Y Zj'ﬁj(_l)hﬂf[xi;3’j1;3’j1+1izk,zk+1;zk+2]
(121)
(za p=0,q=2,r=2)
1 k
Fl%0 Xiv1s Xiw23 V)i Zioo Ziewrs Zierz] = ——— 202 (D F [, Xin, Xiw 25 Vi Zieys Ziy+1]
Zk+2~Zk

(122)
(za p=2,9=0,r=2)

3DD razlike na desnoj strani (120 — 122) dobijene su koriste¢i redom (113), (116) i
(112).

7) 3DD razlike reda p+qg+r=5,9de 1<p,qr<2ip=1vqg=1Vr=
1 definisane su koriste¢i (106) na sledeci nacin:
1 i+1

i1+1 . .
Xip2—Xi L1=l(_1) 1 f[xil,xi1+1' VirYi+1: Yj+2: Zk» Zk+1]

(123)

f[xi' xi+1rxi+2;3’j'yj+1:yj+2;Zk:Zk+1] =

(zap=2,0=2,r=1)
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1 j+1
Vj+z—yj TI1=I

(=) fxg, X Vi Vii+15 Zkr Zk+1 Zi4o]

(124)

f[xi' Xi+1: Vi Yi+1v Yj+2) Zkr Zk+1» Zk+2] =

(zap=1,q=2,r=2)
1
P E:lk(_l)klﬂf[xi'xi+1'xi+zi3’j'y]'+1izk1'Zk1+1]

(125)

f[xi' Xi+1 Xit2; Yj' yj+1; Zkr Zk 41, Zk+2] =

(zap=2,q=1,r=2)

3DD razlike na desnoj strani (123 — 125) dobijene su koriste¢i (118), (119) i (117).

3DD podeljene razlike viseg reda (111 — 125) mogu se dobiti redukcijom na podeljene
razlike nizeg reda, ali na drugi nacin. Ovo je moguce zahvaljujuéi osobini simetri¢nosti
podeljenih razlika. Konacan rezultat bic¢e isti u slucaju da se razli¢itim redosledom

snizavaju podeljene razlike.

Na taj nacin definisane su 3DD razlike reda:

0+0+0: f[x0; Y05 Zo] = f (x0, Y0, Z0) (126)
14040 f[xo, x1; yo; 7] = L1200 oo (127)
0+1+0: f[x0; Yo, yn; 7] = LEeaZe T Coduto) (128)
0+0+L: [xo; Y03 20, 7] = L0 Coduto) (129)

. flx1;30,y1:20] = f[X0;Y0.Y1:20] _ flX0.X1;Y1:20,21]=f[X0,%1;Y0:20,21]
1+1+0:f[x0, X1; Yo, Y15 Zo] = =

X1—Xo Y1—=Yo

(130)

xl;yo’yl;ZO’Zl]_f[xO;yo’yl;zo’zl] _ flxox1;v1520,21] = f[X0,X1;¥0:20,21]

_ _f
l+l+l.f[x0,x1;y0, yl;ZOrzl] - [

X1—Xo Y1=Yo
— fx0,%1;¥0.¥1:21] = f[x0,%X1;¥0,Y1.%0] (131)
21=29
2+0+0: f[xg, X1, X3 Yo 2] =LY °‘Z;j:ﬁ Ex‘"’“‘y el (132)
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flxo.x1,%2;91:20] = f [X0,X1.%2;¥0;Z0]
Y2=V1

2+1+0: fxo, X1, X25 Yo, V1 Zo] =

_ flx1,%2:Y0.¥1:20]~ F[X0,%1;Y0.¥1:Z0] (133)
X2—Xo "

Za svaki od odabranih odgovora k; — kg kreiran je interpolacioni polinom funkcije tri
promenljive pomocu 3DD razlika. Kako je selegilin pokazao neretenciono ponasanje
iskljuCen je iz dalje studije. Dobijeni modeli za retenciono ponaSanje ostalih supstanci

prikazani su u tabeli 17.
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Tabela 17. Koeficijenti polinoma definisanog za posmatrane odgovore

Kk, Ks K4 Ks Ke

&o00 2,02 2,00 2,09 1,89 2,11
100 1,42 2,41 2,54 2,46 2,77
010 -1,40 0,13 0,45 0,65 0,75
01 -0,41 -0,41 0,43 -0,40 0,42
8110 -1,22 -0,67 0,17 1,19 1,68
o1 0,25 -0,31 0,48 -0,52 -0,58
8101 -0,08 -0,38 -0,44 -0,41 -0,43
a1 0,20 0,38 0,07 -0,45 -0,84
8200 0,12 2,75 3,09 3,47 4,21
8020 0,57 -0,09 -0,03 0,16 0,26
8002 0,08 0,05 0,07 0,08 0,07
210 0,17 -1,57 -0,07 3,34 5,62
201 -0,33 -1,17 -1,54 -1,50 -1,76
120 0,65 0,18 -0,16 -0,27 -0,29
Q021 -0,12 0,12 0,12 -0,03 -0,11
a102 -0,06 0,05 0,03 0,03 0,02
ao12 -0,01 0,25 0,30 0,29 0,33
211 0,40 0,68 0,03 -1,59 -2,40
a121 -0,20 -0,40 -0,27 -0,11 0,07
a112 -0,15 -0,46 0,38 -0,12 0,09
8221 -0,24 -0,11 0,48 1,37 1,41
a212 -0,31 -0,01 0,35 1,10 1,36
a122 0,19 0,51 0,51 0,38 0,27
a222 0,21 -0,18 -0,54 -0,95 -0,73
8220 -0,12 0,63 0,25 -1,74 -2,18
8022 -0,01 -0,14 -0,15 -0,06 -0,02
8202 0,23 0,42 0,62 0,55 0,64
r 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
RMSE 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

k, — kg retencioni faktori analiziranih supstanci

r — koeficijent korelacije izmedu izracunatih i eksperimentalno dobijenih vrednosti
retencionih faktora; RMSE - srednja kvadratna greSka
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Analizom rezultata tabele 17 moze se uociti da su koeficijenti korelacije izmedu
eksperimentalno dobijenih retencionih faktora i teorijskih vrednosti koje predlaze novo
matematicko modelovanje jednaki 1,00 za sve ispitivane supstance. To znaci da ovakvi
modeli opisuju sistem u ispitivanim tackama sa greSkom 0,00 i da ¢e stoga jedina greska
u teorijskom predvidanju hromatografskog ponasanja analizirane smeSe poticati od
eksperimentalne greSke. U okviru eksperimentalnog prostora izmedu ispitivanih tacaka,

greska ¢e takode biti minimizirana.

Funkcija cilja

Funkcija cilja definisana je polaze¢i od nove funkcije hromatografskog odgovora Ncrgr,
pri ¢emu je separacioni kriterijum € zamenjen sa ki.+1/k; jer je direktno modelovanje
vr$eno upravo za retencione faktore. Funkcija je oznacena sa Ncgreg) | predstavljena je

sledecom formulom:

Ncrrvy =| a*|

N-1 k

2" t, ) 134

opt = i=1 i +1 f ( )
N -1

za Kjs1/k; > Olopt, Ki+1/Ki = Olopt i zats> topt, tf = Topt

gde je aop Optimalan ki+1/ki odnos (tj. optimalan faktor selektivnosti). Funkcija je

definisana tako da poboljSanje kvaliteta hromatograma karakteriSe smanjenje vrednosti

funkcija, a najbolja moguéa vrednost je 1.
Za svaki od K eksperimenata Ncreg je izraCunata pratec¢i slede¢i algoritam:

Izracunati k, do kg prema dobijenim matematickim modelima k; = f (X, vy, 2);
Rangirati ky do Kke;

Za ki+ilki > 1,2, ki+1/ki = 1,2;

tr = Ke*to + to;

Zat; <8, t;=8;

Izracunati Ncrry).
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Niveliranje svih Kki.i/ki > 1,2 na 1,2 izbegava maskiranje loSe razdvojenih pikova
visokim vrednostima faktora selektivnosti dobro razdvojenih pikova. Optimalno vreme

trajanja analize postavljeno je na 8 minuta.

7. Identifikacija optimalnih uslova

Identifikacija globalnih optimalnih uslova razdvajanja izvrSena je metodologijom
pretrazivanja ¢vorova mreze. Gustina mreze je definisana tako da inkrementi za faktore
X 1z budu 0,25, azay 0,2 (u kodiranim vrednostima). Stoga, pomak za koncentraciju
acetonitrila bio je 1 %, za pH 0,3 pH jedinice, a za molaritet amonijum-acetata 5 mM.
Ukupan broj ispitanih eksperimentalnih tacaka bio je:

9 nivoa za sadrZaj acetonitrila x 11 nivoa za pH vrednost vodene faze x 9 nivoa za
koncentraciju amonijum-acetata = 891 tacka.

Za svaku definisanu tacku izracunata je vrednost funkcije cilja. Pronadene su dve
optimalne tacke okarakterisane najboljom vredno$éu Ncrrx) (Ncrry = 1,00) i

predstavljene su u tabeli 18.

Tabela 18. Optimumi identifikovani koriste¢i novu tehniku matemati¢kog modelovanja

X (ACN) y (pH) z (AcNH,)
Ncrr | Kodirane | Stvarne | Kodirane | Stvarne | Kodirane | Stvarne
vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti
Optimalna
1 0 90 % 0,4 51 1 60 mM
tacka 1
Optimalna
1 0 90 % 0,2 4,8 1 60 mM
tacka 2

Dobijene optimalne tacke verifikovane su poredenjem teorijskih i eksperimentalno

dobijenih hromatograma (slika 25)
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Slika 25. A) Eksperimentalno dobijeni hromatogram za definisane optimalne uslove 1
primenom nove tehnike matematickog modelovanja 1 B) teorijski
hromatogram; redosled eluiranja supstanci na prikazanim hromatogramima
je: 1) mianserin, 2) sertralin, 3) moklobemid, 4) fluoksetin i 5) maprotilin
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Slika 26. A) Eksperimentalno dobijeni hromatogram za definisane optimalne uslove 2
primenom nove tehnike matematickog modelovanja i B) teorijski
hromatogram; redosled eluiranja supstanci na prikazanim hromatogramima
je: 1) mianserin, 2) sertralin, 3) moklobemid, 4) fluoksetin i 5) maprotilin

Veliko slaganje izmedu teorijskih i eksperimentalno dobijenih hromatograma potvrduje
da je predlozeni matematicki model uspeo adekvatno da opiSe sistem. Sve prisutne

supstance dobro su razdvojene u okviru minimalnog vremena trajanja analize.
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Poredenje nove tehnike matematickog modelovanja sa modelovanjem pomocu

kvadratne funkcije

Kako bi se istakle prednosti nove tehnike matematickog modelovanja, identi¢na

metodologija eksperimentalnog dizajna primenjena je koriste¢i modelovanje retencionih

faktora pomocu kvadratne forme dobijene viSestrukom linearnom regresijom i metodom

najmanjih kvadrata. Dobijeni koeficijenti kvadratnog modela za odgovore k, — Kg

prikazani su u tabeli 19.

Tabela 19. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za posmatrane odgovore

ka ks Ka ks Ke

Odsecak 0,83 2,86 3,69 4,24 4,85
X 0,72 2,77 4,12 6,80 9,39

X° 0,12 1,15 2,03 4,16 6,16

y 1,16 0,89 0,11 1,95 3,29
y’ 0,86 0,25 0,21 0,68 0,76

z 0,29 0,97 1,51 2,15 2,77

2’ 0,01 0,24 0,63 1,17 1,66
Xy 0,40 0,97 0,03 2,03 3,72
Xz 0,13 0,62 1,14 1,92 2,65
yz 0,19 0,19 0,07 0,65 1,05

r 0,086 0,087 0,094 0,986 0,083
RMSE 0,209 0,433 0,417 1,112 1,798

X — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); y — pH vrednost mobilne faze;
z — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM)

r — koeficijent korelacije izmedu izracunatih i eksperimentalno dobijenih vrednosti
retencionih faktora
RMSE - srednja kvadratna greSka
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Izracunate su vrednosti funkcije cilja. Identifikacija optimalnih uslova razdvajanja

izvrSena je pretragom ¢vorova mreze pri ¢emu je gustina mreze podeSena na identi¢an

nacin kao u prethodnom poglavlju. Identifikovane optimalne tacke sa vrednoscu

Ncrr(K) od 1,00 prikazane su u tabeli 20.

Tabela 20. Optimumi identifikovani koriste¢i standardno modelovanje kvadratnom funkcijom

X (ACN) y (pH) z (AcCNH,)
Ncrrr) | Kodirane | Stvarne | Kodirane | Kodirane | Stvarne | Kodirane
vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti | vrednosti
Optimalna
1 -1 86 % -0,2 4,2 0,75 55 mM
tacka 1
Optimalna
1 -1 86 % -04 3,9 0,75 55 mM
tacka 2

Odgovarajuc¢i hromatogrami pod optimalnim uslovima prikazani su na slici 27.
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A)

B)

Slika 27. Eksperimentalno dobijeni hromatogram za definisane A) optimalne uslove 1 i
B) optimalne uslove 2 primenom standardnog modelovanja kvadratnom
funkcijom

Analiziraju¢i slike 27 A i 27 B moze se primetiti da je pronadeno ekstremno
suboptimalno reSenje. Dobijeni hromatogrami sadrze viSe preklopljenih pikova i
identifikovani optimalni uslovi potpuno su neprihvatljivi. Posmatraju¢i dobijene
vrednosti koeficijenta korelacije r za pojedina¢ne k; — kg modele i RMSE vrednosti
(tabela 19) moze se uociti da je kombinacijom k, — kg vrednosti u okviru funkcije cilja
doslo do akumulacije greSke. Ukupna greSka koja nastaje bila je dovoljno velika da
onemoguc¢i adekvatnu pretragu eksperimentalnog prostora i stoga su identifikovani

»lazni* optimumi.
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S druge strane, novi pristup matematickom modelovanju pomocu interpolacionog
polinoma sa podeljenim razlikama uspeo je da omoguéi taan opis sloZenog
hromatografskog sistema (koeficijent korelacije bio je 1,000 za svaki modelovan
odgovor) i u kombinaciji sa indirektnim modelovanjem hromatografskih odgovora i

novom funkcijom cilja vodio je lociranju pravih optimuma.
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7.4. SKRINING ROBUSNOSTI METODA TECNE HROMATOGRAFIJE PRIMENOM

KRITERIJUMA ZA PROCENU ROBUSNOSTI

Razli¢ite funkcije i sloZeni kriterijumi omoguéavaju procenu robusnosti metode u ranoj
fazi razvoja i optimizacije. Na taj nacin, skriningom robusnosti moze se ukazati na
postojanje ocigledno nerobusnih eksperimentalnih uslova koje je neophodno
modifikovati, jer ¢e u suprotnom, cela eksperimentalna procedura u okviru validacije
biti bespotrebna. U ovoj disertaciji procena robusnosti identifikovanih optimuma za tri
analizirane smese (smesa raloksifena i njegovih necisto¢a, SmeSa agonista i antagonista
beta receptora i smeSa antidepresiva) vrsena je Vanbelovim Kriterijumima za procenu
parcijalne i totalne robusnosti [32]. Metodologija eksperimentalnog dizajna koja je
primenjena za razvoj ovih metoda (opisana u poglavljima 7.1.2., 7.1.3. 1 7.2.) omogucila
je uspostavljanje funkcionalne zavisnosti predstavljene polinomom drugog stepena
izmedu faktora posmatranih u toku optimizacije i dobijenih odgovora. Za svaki
analizirani faktor, Ciji uticaj na robusnost optimuma Zzeli da se ispita, moguce je
definisati parcijalni izvod funkcije odgovora po tom faktoru. Nakon toga, uzimajuéi u
obzir ocekivano eksperimentalno variranje faktora, moze se izraCunati kriterijum
parcijalne robusnosti koji govori o uticaju individualne promene jednog faktora na
odgovor. Na kraju, sumiranjem parcijalnih robusnih kriterijuma izracunava se totalni
robusni kriterijum koji pokazuje sveobuhvatnu otpornost identifikovanog optimuma na
variranja eksperimentalnih faktora koja se mogu ocekivati u toku rutinske primene

metode.
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7.4.1. SKRINING ROBUSNOSTI METODE ZA ODREDIVANJE RALOKSIFENA | NJEGOVIH

NECISTOCA

Skrining robusnosti RP-LC metode za odredivanje raloksifena i njegovih necistoca
izvrSen primenom Vanbelovih robusnih kriterijuma slede¢i strategiju definisanu u

poglavlju 3.1. ove disertacije.

1. Odabir faktora ukljucenih u optimizaciju ¢iji se uticaj na robusnost optimuma
ispituje

U okviru optimizacije metode za analizu raloksifena i njegovih necistoca ispitivan je
uticaj Cetiri faktora na hromatografsko razdvajanje smesSe. Robusnost identifikovanog
optimuma ispitivana je u pogledu osetljivosti na variranje sledeca Cetiri faktora:

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi

X2 — pH vrednost mobilne faze

X3 — molaritet SDS-a u vodenoj fazi

X4 — temperatura kolone

2. Definisanje optimalnih vrednosti odabranih faktora
Optimalne vrednosti faktora definisane u fazi optimizacije bile su:

X1 =47 %
X2 = 2,5 pH jedinica
X3 =4 mM
X4 =35°C

3. Odabir odgovora ¢ija se robusnost ispituje
Kao odgovori koji se prate odabrani su retencioni faktori raloksifena i njegovih
necistoca (ki — ks) koji su prikazani u tabeli 8 (poglavlje 7.1.2), a izracunati faktori

selektivnosti za susedne pikove (012 — 0i45) prikazani su u tabeli 21.
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Tabela 21. Dobijeni rezultati za faktore selektivnosti

Eksp. (12 23 U3y Oy5
1 1,18 3,08 1,22 3,24
2 1,14 2,45 1,34 2,45
3 1,41 3,11 1,01 3,98
4 1,34 2,46 1,13 2,91
5 1,33 3,23 1,01 3,95
6 1,23 2,53 1,18 2,80
7 1,49 2,94 1,11 4,00
8 1,38 2,58 1,07 3,06
9 1,27 2,85 1,12 3,25
10 1,25 2,25 1,21 2,50
11 1,53 2,68 1,06 3,69
12 1,43 2,31 1,05 2,88
13 1,44 2,85 1,07 3,74
14 1,30 2,36 1,10 2,78
15 1,54 2,62 1,12 3,68
16 1,44 2,34 1,02 3,01
17 1,42 3,20 1,08 4,09
18 131 2,17 1,16 2,53
19 1,04 2,79 1,31 2,66
20 1,35 2,97 1,00 3,49
21 1,29 2,56 1,18 2,91
22 1,40 2,17 1,07 2,67
23 131 2,95 1,10 3,49
24 1,42 2,44 1,02 3,16
25 1,39 2,75 1,03 3,40
26 1,40 2,65 1,06 3,35
27 1,34 2,62 1,10 3,16
28 1,36 2,64 1,07 3,28
29 1,34 2,62 1,10 3,18
30 1,32 2,67 1,09 3,20

a1 2 — faktor selektivnosti za necistocu 1 i necistocu 2; a3 — faktor selektivnosti za necistoc¢u
2 i raloksifen; a3 4 — faktor selektivnosti za raloksifen i ne¢istocu 3; o4 5 — faktor selektivnosti
za necistocu 3 1 necistocu 4
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4. Kreiranje kvadratnih matematickih modela koji opisuju odgovore u zavisnosti

od ispitivanih faktora

Primenom viSestruke regresije i metode najmanjih kvadrata definisani su kvadratni

matematicki modeli koji predstavljaju zavisnost odabranih odgovora od ispitivanih

faktora. Koeficijenti kvadratnih modela za stvarne vrednosti faktora predstavljeni su u

tabeli 22.
Tabela 22. Matematicki modeli za odabrane odgovore
k1 k2 ks Ka Ks a1 023 034 045
Odsecak | 3318 | 49,45 | 278,15 | 306,80 | 1633,60 1,23 | 2735| 1,19| 26,95
X1 -135| -2,29 | -11,03 | -12,17 | -68,64| -0,16 | -0,64 | -0,06 | -1,06
X2 092 | 6,28 9,52 8,22 69,16 155| -3,14| 0,15 1,93
X3 0,80 | 2,54 7,91 6,28 4665 049, 030| -0,10| 217
X4 -031| 0,32 -196| -1,57 -959| 002| -0,20| 0,08| -0,25
X1X2 -0,02 | -0,07| -0,06| -021 -1,04 | -0,01| 0,05| -0,03| 0,01
X1X3 0,00 | -0,03| -0,04| -0,08 -051| -0,01| 0,01 -0,01| -0,01
X1X4 0,01| 0,01 0,04 0,02 0,17| 0,00| 0,00| 0,00 0,01
X2X3 -0,02 | -0,13| -0,54 0,13 -156| -0,04| -0,05| 0,08| -0,19
X2X4 -0,01| -0,02| -0,07| -0,04 -0,34| 000 0,00| 0,01| -0,01
X3X4 0,00 | -0,01| -0,02 0,00 -0,07| 000 0,00| 0,00 0,00
X1* 0,01| 0,02 0,10 0,13 0,70 0,00| 0,00| 0,00 0,01
X2” 0,01| -0,29| -0,16 0,31 -0,04 | -0,24| 0,23 0,08| -0,11
X3” -0,06 | -0,08| -0,39| -0,32 -169| 000 -0,07| 0,01| -0,10
X4* 0,00 | 0,00 0,01 0,01 004| 000| 0,00 000 0,00

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); X, — pH vrednost mobilne faze;

X3 — koncentracija SDS-a u vodenoj fazi (Mm); x4 — temperatura kolone (°C);

k1 — retencioni faktor necisto¢e 1; k, — retencioni faktor necistoce 2; k3 — retencioni

faktor raloksifena; ks — retencioni faktor nec¢istoce 3; ks — retencioni faktor necistoce 4;

a;j — faktori selektivnosti za susedne pikove kao Sto je navedeno u tabeli 21
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5. Izra¢unavanje robusnog kriterijuma i tumacenje rezultata
Slede¢i Vanbelovu strategiju izraCunati su parcijalni izvodi funkcija odgovora po
analiziranim faktorima. Parcijalna robusnost odgovora merena je parcijalnim robusnim

kriterijumom uzimajuc¢i u obzir o¢ekivana eksperimentalna variranja faktora. Zatim je

izracunata totalna robusnost.
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Odgovor k;

dky/dx; = —1,232 + 0,025x,
Ru(x;) = —0,073,4f =1

Ru = —0,047

dkl/de == _0,167 - 0,028x2
Ru(x,) = —0,097, Af = 0,2

dkl/dx3 = 0,560 - 1,126X3
Ru(x3) = 0,054,4f =1

dk, /dx, = —0,088 + 0,002x,
Ru(x,) = —0,009,Af = 1

Odgovor k;

dk,/dx; = —2,377 + 0,049x,
Ru(x;) = —0,076,4f =1

Ru = 0,180

dkz/dXz = 2,000 - 0,583%’2
Ru(x,) = 0,542, Af = 0,2

dk,/dx; = 0,779 — 0,163x5
Ru(xs) = 0,129,4f = 1

dk,/dx, = —0,128 + 0,004x,
Ru(x,) = 0,018,4f = 1

Odgovor k3

dks/dx; = —10,07 + 0,205x;
Ru(x;) = —0,445,4f =1

Ru = 0,620

dks/dx, = 1,908 — 0,322x,
Ru(x,) = 1,103,4f = 0,2

dks/dxs = 3,960 — 0,789x5
Ru(x3) = 0,804,4f =1

dkg/dX4 = _0,489 + 0,015X4
Ru(x,) = 0,004,4f =1

Odgovor k4

dk,/dx; = —12,22 + 0,253x,
Ru(x;) = —0,322,4f = 1
Ru=-0,417

dk4/dX2 = _2,353 + 0,617x2
Ru(x,) = —0,811, Af = 0,2

dk4/dx3 = 2,678 - 0,638.X3
Ru(xs) = 0,128, Af = 1

dk4_/dx4 = _0,579 + 0,0lSX4
Ru(x,) = —0,060,4f =1
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Odgovor ks

dks/dx; = 67,23 + 1,407,
Ru(x;) = —-1,106,4f =1
Ru = 2,230

dk5/dX2 == 2,056 - 0,079x2
Ru(x,) = 1,860, Af = 0,2

dks/dx; = 16,267 — 3,372x;
Ru(x3) = 2,779,4f =1

dks/dx, = 2,595 + 0,079x,
Ru(x,) = 0,186,4f =1

Odgovor a;,

day,/dx; = —0,219 + 0,005x,
Ru(x;) = —-0,001,4f =1

Ru = 0,104

da’l,z/dxz == 1,006 - 0,272x2
Ru(x,) = 0,325, Af = 0,2

d(xllz/dxg = 0,001 + 0,006X3
Ru(x3) = 0,027,4f =1

dallz/dXAI_ = _0,009 + 0,001x4
Ru(x,) = 0,013, Af = 1

Odgovor a;3

day3/dx; = —0,334 + 0,004x,
Ru(x;) = —0,137,4f =1

Ru = —0,008

da2,3/dx2 = _1,265 + 0,4-58x2
Ru(x,) = —0,121,4f = 0,2

da2’3/dX3 == 0,731 - 0,14’2.X3
Ru(x3) = 0,164,4f =1

da2’3/dX4 = _0,042 + 0,001x4
Ru(x,) = —0,011,4f =1

Odgovor az4

das4/dx; = —0,238 + 0,006x
Ru(x;) =0,034,4f =1

Ru =-0,138

da’3,4_/dx2 = _0,708 + 0,164-x2
Ru(x,) = —0,299, Af = 0,2

da3’4/dX3 = _0,206 + 0,027x3
Ru(xs) = —0,098,Af = 1

da3’4/dX4 = _0,003 + 0,000x4
Ru(x,) = —0,015,4f =1
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Odgovor ays

days/dx, = —0,911 + 0,016x,
Ru(x;) = —0,156,4f =1

Ru = 0,311

da4,5/de = 1,147 - 0,215.7(,'2
Ru(x,) = 0,609, Af = 0,2

da4'5/dX3 = 1,103 - 0,195X3
Ru(x3) = 0,325,4f =1

days/dx, = —0,080 + 0,003x,

Ru(x,) = 0,021,Af = 1
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Vrednosti odabranih hromatografskih odgovora pri optimalnim uslovima iznosile su:
k1 = 2,000; kz = 2,500; k3 = 5,633; k4 = 6,833; k5 = 17,100; 12 = 1,250; 23 = 2,253;
o34 = 1,213; 45 = 2,502

Analizom dobijenih rezultata za parcijalne robusne kriterijjume moze se zakljuciti u
kojoj meri na vrednosti odabranih odgovora uti¢e variranje ispitivanih faktora. Uocava
se da temperatura kolone, kao pojedinac¢ni faktor, najmanje utiCe na nestabilnost
odgovora jer su brojéane vrednosti odgovarajucih parcijalnih robusnih kriterijuma za

ovaj faktor najmanje.

S druge strane, vrednosti totalnog robusnog kriterijuma pokazuju koliko su odgovori
osetljivi na istovremenu promenu svih ispitivanih faktora. U okviru ispitivanih
odgovora u ovom primeru, retencioni faktori ks (Ru = 0,620) i ks (Ru = 2,230)
Retencioni faktori ki, ky 1 k4 okarakterisani su manjim vrednostima totalnog robusnog
Kriterijuma. Medutim, retencioni faktori sami po sebi govore samo o poloZaju pikova, a
ne o kvalitetu hromatografskog razdvajanja. Stoga, procena robusnosti faktora
selektivnosti je od veceg znacaja. Dobijeni totalni robusni kriterijumi za date vrednosti
faktora selektivnosti pod optimalnim uslovima pokazuju da ¢e, u najgorem slucaju,
variranja eksperimentalnih faktora promene faktora selektivnosti dovesti do sledecih

korigovanih vrednosti:

01,2 korigovano = 1,250 + 0,104 = 1,354
02,3 korigovano = 2,253 — 0,008 = 2,245
0.3 4 korigovano = 1,213 10,138 = 1,075
0L 5 korigovano = 2,502 + 0,311 = 2,813
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Dobijene korigovane vrednosti faktora selektivnosti za a2, 23, 045 SU zadovoljavajuce
I moze se zakljuciti da ¢e razdvajanje odgovarajuc¢ih pikova biti zadovoljavajuce i pri
ekstremnom variranju eksperimentalnih uslova. S druge strane, moze se uodCiti da
dobijena korigovana vrednost za as4 iznosi svega 1,075 Sto ukazuje da je potrebno
obratiti posebnu paznju na odrzanje ovog odgovora u prihvatljivim granicama.
Analizom vrednosti parcijalnih robusnosti ovog odgovora primecuje se da faktori x; |
X3 najviSe utiCu na njegovu nestabilnost. Stoga se moze zakljuciti da je potrebno
posvetiti posebnu paznju podeSavanju pH vrednosti i molariteta SDS-a kako bi se ovaj

odgovor ocuvao na zadovoljavaju¢em nivou.
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7.4.2. SKRINING ROBUSNOSTI METODE ZA ODREDIVANJE SMESE AGONISTA | ANTAGONISTA

BETA RECEPTORA

Skrining robusnosti HILIC metode za odredivanje smeSe agonista i antagonista beta
receptora izvrSen je koriste¢i podatke dobijene u fazi optimizacije primenom
metodologije eksperimentalnog dizajna. Vanbelovi robusni kriterijumi izraCunati su

slede¢i strategiju definisanu u poglavlju 3.1. ove disertacije.

1. Odabir faktora ukljucenih u optimizaciju ¢iji se uticaj na robusnost optimuma
ispituje

Skrining robusnosti postavljene HILIC metode za odredivanje smesSe beta agonista i
antagonista izvrSen je analiziraju¢i sledeca tri faktora koja su razmatrana u toku
optimizacije:

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi

X2 — pH vrednost vodene faze

X3 — molaritet amonijum-acetata u vodenoj fazi

2. Definisanje optimalnih vrednosti odabranih faktora

Optimalne vrednosti odabranih faktora koje su identifikovane iznosile su:
X1 =85 %

X2 = 5,1 pH jedinica

X3 =40 mM

3. Odabir odgovora ¢ija se robusnost ispituje

Retencioni faktori analiziranih supstanci (k; — ks) i faktori selektivnosti za susedne
pikove (012 — as5)odabrani su kao odgovori sistema i predstavljeni su u tabelama 11
(poglavlje 7.1.3) i 23.
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Tabela 23. Dobijeni rezultati za faktore selektivnosti

Eksp. 012 023 034 045
1 1,05 1,31 1,21 1,43
2 1,17 1,27 1,22 1,66
3 1,54 1,41 3,18 1,44
4 1,66 1,34 1,37 1,62
5 1,09 1,40 1,28 1,49
6 1,14 1,31 1,28 1,62
7 1,21 1,45 1,57 1,45
8 1,52 1,37 1,55 1,71
9 1,09 1,44 1,28 1,45
10 1,26 1,33 1,61 1,71
11 1,11 1,29 1,20 1,49
12 1,42 1,50 1,38 1,50
13 1,07 1,27 1,20 1,39
14 1,11 1,42 1,37 1,54
15 1,17 1,35 1,30 1,55
16 1,16 1,35 1,30 1,54
17 1,16 1,35 1,30 1,54
18 1,18 1,35 1,32 1,58

a2 — faktor selektivnosti za fenoterol i propranolol; a3 — faktor selektivnosti za
propranolol i salbutamol; a3 4 — faktor selektivnosti za salbutamol i metoprolol; o4 5 — faktor
selektivnosti za metoprolol i atenolol
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4. Kreiranje kvadratnih matematickih modela koji opisuju odgovore u zavisnosti

od ispitivanih faktora

Primenom viSestruke linearne regresije u fazi optimizacije definisani su polinomi

drugog stepena koji opisuju matematicku zavisnost odabranih odgovora od ispitivanih

faktora. Koeficijenti modela za stvarne vrednosti faktora prikazani su u tabeli 24.

Tabela 24. Matematicki modeli za odabrane odgovore

K1 k2 ks Ky Ks 0712 023 034 045

Odsecak | 242 02 | 347,64 | 466,88 | 801,74 | 1409,17 | 11,08 3,84 | 20,78 5,93
X1 6,06 | -847| -11,32| -19,25| -33,79| -021| -006| -059| -0,12
X2 025| -461| -693| -1209| -2130| -081| 001| 410| -011
X3 0,16 0,30 0,38 0,45 0,73| 000| 001| -0,16 0,01
X1X2 0,02 0,08 0,11 0,19 032| 001| 000| -0,05 0,00
X1X3 0,00 0,00 -001| -0,01 -0,01| 000| 0,00 0,00 0,00
X2X3 0,00 0,00 -001| -001 0,00 000| 000| -0,01 0,00
X1” 0,04 0,05 0,07 0,12 020| 000| 000| 0,00 0,00
X2” -0,20| -012| -013| -0,26 -048| 006| 001| 005| -001
X3” 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00| 000| 000| 0,00 0,00

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x, — pH vrednost vodene faze; x; — koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi (Mm); k; — retencioni faktor fenoterola; k, — retencioni faktor
propranolola; k3 — retencioni faktor salbutamola; k4 — retencioni faktor metoprolola; ks — retencioni
faktor atenolola; a;; — faktori selektivnosti za susedne pikove

5. Izra¢unavanje robusnog kriterijuma i tumacenje rezultata

Za svaki od odabranih odgovora odredeno je dozvoljeno eksperimentalno variranje

faktora, a zatim su izracunate vrednosti parcijalnog i totalnog robusnog kriterijuma.
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Odgovor k;

dk,/dx, = —6,076 + 0,075x,
Ru(x,) = 0,324,4f = 1

Ru = 0,056

dk, /dx, = 1,922 — 0,395x,
Ru(x,) = —0,090,Af = 0,2

dkl/dx3 = _0,050 + 0,001x3
Ru(x3) = —0,050,4f =5

Odgovor k,

dk,/dx; = —8,245 + 0,102x,
Ru(x,) = 0,465,Af =1

Ru = 0,056

dkz/dxz = 1,573 - 0,246x2
Ru(x,) = 0,321, Af = 0,2

dkz/dx3 = _0,065 + 0,001X3
Ru(x3) = —0,065,4f =5

Odgovor k3

dks/dx; = —10,97 + 0,136x,
Ru(x;) = 0,617, 4f =1

Ru = 0,206

dk3/dX2 = 1,858 - 0,252x2
Ru(x,) = 0,570,Af = 0,2

dk3/dX3 = _0,075 + 0,001X3
Ru(x3) = —0,075,4f =5

Odgovor k4

dk,/dx; = —18,53 + 0,229x,
Ru(x;) = 0,957, 4f =1

Ru = 0,879

dk4/dx2 = 3,509 - 0,515x2
Ru(x,) = 0,882, Af = 0,2

dk4_/dX3 = _0,051 + O,OOOX3
Ru(x3) = —0,051,4f =5

Odgovor ks

dks/dx; = —32,49 + 0,402x,
Ru(x;) = 1,650,4f =1

Ru =1,760

dks/dx, = 6,237 — 0,964x,
Ru(x,) = 1,320,4f = 0,2

dks/dx; = —0,031 + 0,001x,
Ru(x;) = —0,031,4f = 5

Odgovor a; ,

da, ,/dx; = —0,173 + 0,002x,
Ru(x;) = 0,017,4f =1

Ru = 0,044

dal‘z/de = _0,390 + 0,119x2
Ru(x,) = 0,218, Af = 0,2

dal‘z/d.xé = _0,003 + O,OOOX3
Ru(x3) = —0,003,4f =5

Odgovor a3

da,z/dx; = —0,066 + 0,001x,
Ru(x,) = —0,007,4f =1

Ru = 0,019

dd2'3/dx2 = _0,045 + 0,020x2
Ru(x,) = 0,058, Af = 0,2

dd2'3/dx3 = 0,003 + O,OOOX3
Ru(x;) = 0,003, Af = 5
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Odgovor a3 4

das4/dx; = —0,738 + 0,008x,
Ru(x,) = —0,046,Af =1

Ru = —0,084

da3'4/d.x2 = _0,207 + 0,095x2
Ru(x,) = 0,276, Af = 0,2

da3'4/dx3 = _0,019 + O,OOOX3
Ru(x;) = —0,019,4f = 5

Odgovor a4

days/dx; = —0,109 + 0,002x,
Ru(x;) = 0,019,4f =1

Ru = 0,047

da,s/dx, = 0,094 — 0,020x,
Ru(x,) = —0,010,4f = 0,2

da4’5/dx3 = 0,006 + O,OOOX3
Ru(x3) = 0,006,4f =5
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Vrednosti odabranih hromatografskih odgovora pri optimalnim uslovima iznosile su:
ki =1,358; k, =1,788; ks = 2,484; k4 = 3,399; ks = 5,292; a1, = 1,317; a3 = 1,389;
o34 = 1,369; 45 = 1,557

Analizom dobijenih rezultata moze se primetiti da promena koncentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi veoma slabo uti¢e na vecinu odgovora. Koncentracija acetonitrila
1 pH vrednost vodene faze imali su snazniji uticaj, medutim ni oni uglavnom nisu doveli

do znacajnijih promena odgovora, osim kada je re¢ o retencionim faktorima k4 i Ks.

Ru vrednosti dobijene za ova dva odgovora (0,879 za k4 i 1,760 za ks) ukazuju na
potencijalno znacajna variranja njihovih vrednosti u toku rutinske primene metode.
Medutim, ova variranja dovode do pomeranja retencionog vremena obe supstance u
istom smeru usled ¢ega se nece narusiti kvalitet separacije, $to se moze uociti 1 iz
vrednosti totalnog robusnog kriterijjuma za faktor selektivnosti izmedu ove dve
supstance (Ru za ags iznosi 0,047). Retencioni faktori ki, ko i ks okarakterisani su

nizim vrednostima totalnog robusnog kriterijuma.

Za procenu kvaliteta separacije pri ekstremnom variranju eksperimentalih faktora
izracunate su vrednosti faktora selektivnosti korigovane za dobijene vrednosti ukupnog

robusnog kriterijuma:

01,2 korigovano = 1,317 + 0,044 = 1,361
02,3 korigovano = 1,389 — 0,019 = 1,408
0.3 4 korigovano = 1,369 — 0,084 = 1,285
0L 5 korigovano = 1,957 + 0,047 = 1,604

Dobijene korigovane vrednosti za sve faktore selektivnosti su zadovoljavajuée i moze se

zaklju¢iti da ¢e razdvajanje supstanci verovatno ostati o¢uvano i pri ekstremnom

variranju eksperimentalnih uslova.
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7.4.3. SKRINING ROBUSNOSTI METODE ZA ODREDIVANJE SMESE ANTIDEPRESIVA

Skrining robusnosti HILIC metode za odredivanje smeSe antidepresiva izvrSen je
koriste¢i podatke dobijene u fazi optimizacije primenom metodologije
eksperimentalnog dizajna. Vanbelovi robusni kriterijumi izracunati su slede¢i strategiju

definisanu u poglavlju 3.1. ove disertacije.

1. Odabir faktora ukljucenih u optimizaciju ¢iji se uticaj na robusnost optimuma
ispituje

Kao 1 u prethodnim ispitivanjima, u ispitivanju robusnosti smeSe antidepresiva svi
faktori analizirani u fazi optimizacije ukljuceni su u skrining robusnosti:

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi

X2 — pH vrednost vodene faze

X3 — molaritet amonijum-acetata u vodenoj fazi

2. Definisanje optimalnih vrednosti odabranih faktora

Optimalne vrednosti faktora identifikovane metodologijom eksperimentalnog dizajna
iznosile su:

X1=86 %

X2 = 6,0 pH jedinica

X3=20 mM

3. Odabir odgovora ¢ija se robusnost ispituje

Odabrani odgovori sistema bili su retencioni faktori analiziranih supstanci (k, — Kg) i
faktori selektivnosti za susedne pikove (023 — as6) I predstavljeni su u tabelama 14
(poglavlje 7.2.1) i 25.
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Tabela 25. Dobijeni rezultati za faktore selektivnosti

Eksp. 023 34 Uys5 Us6
! 0,99 1,05 0,90 1,12
2 0,99 1,04 0,90 113
3 0,94 1,07 0,91 114
4 3,44 1,19 1,00 113
5 3,07 1,16 0,99 1,15
6 2,01 114 0,97 116
! 5,81 141 119 118
8 6,14 139 113 116
9 721 138 114 1,19
10 1,28 1,05 0,94 1,12
11 1,23 1,04 0,94 1,14
12 1,20 1,02 0,95 1,15
13 472 1,36 1,18 1,18
14 4,04 126 111 1,14
15 4,68 125 116 1,19
16 5,50 157 142 124
17 5,48 153 136 123
18 5,76 151 1,38 1,25
19 242 1,08 1,03 1,17
20 228 1,02 1,06 118
21 2,09 1,00 1,07 1,19
22 5,01 176 1,68 134
23 3,48 1,49 157 134
24 5,19 153 1,63 1,32
25 4,90 1,94 1,96 147
26 4,80 1,83 1,87 1,42
27 4,78 178 1,90 148
28 4,57 1,30 115 118
29 253 114 1,07 116
30 4,04 126 111 114

a3 — faktor selektivnosti za mianserin i sertralin; ag4 — faktor selektivnosti za sertralin i
moklobemid; o4 5 — faktor selektivnosti za moklobemid i fluoksetin; as ¢ — faktor selektivnosti
za fluoksetin i maprotilin
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4. Kreiranje kvadratnih matematic¢kih modela koji opisuju odgovore u zavisnosti
od ispitivanih faktora

Matematicki modeli oblika polinom drugog stepena dobijeni u fazi optimizacije za
posmatrane odgovore predstavljeni su u tabeli 26. Koeficijenti dobijenih modela

prikazani su za stvarne vrednosti faktora.

Tabela 26. Matematicki modeli za odabrane odgovore

k> K3 Ka Ks Ke 023 034 045 056
Odsecak | 2693 | 43844 | 885,73 | 2000,17 | 3030,54 | —80,95 38,96 | 66,21 | 31,67
X1 -0,84 | -1121| -21,16 | -45,65 —68,36 1,07 -0,82| -142| -0,66
X2 1,53 12,75 1,48 | -25,49 -49,19 | 13,77 -151| -1,98| -0,83
X3 0,11 0,57 1,10 191 2,67 0,01 0,03| -0,01 0,00
X1X2 0,07 0,16 -0,01 0,34 0,62 | -0,12 0,02 0,03 0,01
X1X3 0,00 -0,01 -0,01 -0,02 -0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
X2X3 0,01 0,01 0,00 0,02 -0,04 0,01 0,00 0,00 0,00
X1” 0,01 0,07 0,13 0,26 0,39 0,00 0,00 0,01 0,00
X2” 0,38 0,11 -0,09 -0,30 -0,34 | -0,21 -0,01 | -0,01 0,00
X3” 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x, — pH vrednost vodene faze; x3 — koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM); k, — retencioni faktor mianserina; ks — retencioni faktor
sertralina; k4 — retencioni faktor moklobemida; ks — retencioni faktor fluoksetina; kg — retencioni
faktor maprotilina; a; — faktori selektivnosti za susedne pikove

5. Izra¢unavanje robusnog kriterijuma i tumacenje rezultata
Nakon definisanja o¢ekivanog eksperimentalnog variranja ispitivanih faktora, izraCunati
su parcijalni izvodi funkcija odgovora, a zatim i vrednosti paricijalnog i totalnog

robusnog kriterijuma.
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Odgovor k,

dk,/dx; = —1,270 4+ 0,015x,
Ru(x;) = 0,052,4f =1

Ru = 0,165

dkz/dxz = _4,051 + 0,760x2
Ru(x,) = —0,507, Af = 0,2

dk,/dx; = 0,002 + 0,000x5
Ru(x;) = 0,002,4f =5

Odgovor k3

dks/dx; = —12,34 4+ 0,144x,
Ru(x;) = 0,029,4f =1

Ru = —0,202

dk3/dx2 = _21,052 + 0,218x2
Ru(x,) = 0,257, Af = 0,2

dk3/dx3 = _0,057 + 0,001)63
Ru(x3) = —0,057,4f =5

Odgovor k4

dk,/dx; = —21,48 + 0,253x,
Ru(x;) = 0,294, Af =1

Ru = -0,470

dk4/dX2 = 0,985 - 0,188x2
Ru(x,) = —0,142, Af = 0,2

dk,/dx; = —0,147 + 0,003x5
Ru(x;) = —0,147,Af = 5

Odgovor ks

dks/dx; = —44,10 + 0,520x,
Ru(x;) = 0,606,4f =1

Ru = -0,891

dks/dx, = 3,106 — 0,605x,
Ru(x,) = —0,526,Af = 0,2

dks/dx; = —0,279 + 0,006x5
Ru(x;) = —0,279,Af =5

Odgovor kg

dke/dx; = —65,30 + 0,769x,
Ru(x,) = 0,862,Af =1

Ru = —1,204

dke/dx, = 3,441 — 0,673x,
Ru(x,) = —0,597,Af = 0,2

dkg/dx; = —0,389 + 0,008x5
Ru(x;) = —0,389,Af = 5

Odgovor a, 3

da,s/dx; = 0,337 — 0,005x;
Ru(x;) = —0,088,4f =1
Ru =-1,153

da2‘3/dx2 = 3,659 - 0,428x2
Ru(x,) = 1,091, 4f = 0,2

da2’3/dx3 = _0,057 + 0,00ZX3
Ru(x;) = —0,057,4f =5

Odgovor a3 4

das4/dx; = —0,709 + 0,009x,
Ru(x,) = 0,040,4f = 1

Ru = 0,010

da3'4/d.x2 = 0,195 - 0,018x2
Ru(x,) = 0,085, Af = 0,2

da3'4/d.x3 = _0,009 + O,OOOX3
Ru(x;) = —0,009,4f = 5
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Odgovor ays

days/dx; = —1,266 + 0,015x,
Ru(x;) = 0,041, 4f = 1

Ru = 0,007

da4_'5/d.x2 = 0,162 - 0,017.x2
Ru(x,) = 0,057, Af = 0,2

da, 5/dx; = —0,009 + 0,000x;
Ru(x;) = —0,009,Af = 5

Odgovor asg

dase/dx; = —0,606 + 0,007x,
Ru(x;) = 0,009,4f = 1

Ru = 0,000

da5'6/d.x2 = _0,011 - 0,005x2
Ru(x,) = 0,018, Af = 0,2

dag /dx; = —0,002 + 0,000x;
Ru(x;) = —0,002,Af = 5
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Vrednosti odabranih hromatografskih odgovora pri optimalnim uslovima iznosile su:
kz = 0,360; k3 = 2,090; k4 = 2,940; k5 = 3,510; ke = 4,130; 23 = 5,806; 034 = 1,407;
O45 = 1,194; O46 = 1,177

Analizom dobijenih rezultata za parcijalne robusne kriterijume moze se uoditi da je na
retencione faktore ispitivanih supstanci najmanji uticaj imao faktor xs, dok su faktori x;

I X2 imali veéi uticaj.

S druge strane, vrednosti totalnog robusnog kriterijuma pokazuju koliko su odgovori
osetljivi na istovremenu promenu svih ispitivanih faktora. Stoga se moze zakljuciti da
retencioni faktori ks (Ru = -0,891) i kg (Ru = —1,204) pokazuju relativno znacajne
vrednosti robusnih kriterijuma. Medutim, uticaj promena faktora na oba odgovora ima
isti znak, usled ¢ega ¢e pomeranje obe supstance u okviru hromatografske analize biti u
istom smeru i nece se narusSiti separacija. Retencioni faktori ky, ks i k4 okarakterisani su

nizim vrednostima totalnog robusnog Kkriterijuma.

Dobijeni totalni robusni kriterijumi za vrednosti faktora selektivnosti pod optimalnim
uslovima pokazuju da ¢e, u najgorem slucaju, variranja eksperimentalnih faktora

promene faktora selektivnosti dovesti do sledec¢ih korigovanih vrednosti:

02,3 korigovano = 9,806 — 1,153 = 4,653
0.3 4 korigovano = 1,407 + 0,010 = 1,417
04,5 korigovano = 1,194 + 0,007 = 1,201
05,6 korigovano = 1,177 + 0,000 = 1,177

185



Dobijeni totalni robusni kriterijumi za o34, 045 1 056 imaju veoma male numericke
vrednosti i moze se smatrati da su ovi odgovori stabilni na variranje ispitivanih faktora.
S druge strane, vrednost totalnog robusnog kriterijuma za a3 ima vrednost od —1,153
Sto je numericki znaCajna vrednost, ali u poredenju sa dobijenom vrednoS¢u za ovaj
odgovor pod optimalnim uslovima (a3 = 5,81) moze se smatrati prihvatljivom.
IzraCunate korigovane vrednosti za faktore selektivnosti potvrduju da ¢e metoda
verovatno zadrzati zadovoljavajuci kvalitet separacije i u fazi testiranja robusnosti u

okviru postupka validacije metode.
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7.5. RAZv0OJ NOVE METODOLOGIJE KREIRANJA MATEMATICKIH MODELA 1Z PLAKET—-

BURMAN DIZAJNA U TESTIRANJU ROBUSNOSTI METODA TECNE HROMATOGRAFIJE

7.5.1. METODOLOGIJA DEMASKIRANJA VELIKIH DUMMY EFEKATA

Plaket-Burman dizajn najces$ce je primenjivani eksperimentalni dizajn za testiranje
robusnosti metoda tecne hromatografije. Ovaj dizajn omoguc¢ava uspostavljanje linearne
veze izmedu posmatranih faktora koji mogu uticati na robusnost i odabranog odgovora
sistema. Takva linearna zavisnost opisana je samo glavnim faktorima dok se
tradicionalnim nacinima interpretacije rezultata ne moZe proceniti uticaj interakcija.
Detaljan opis pristupa analizi Plaket-Burman dizajna dat je u poglavlju 3.2. U ovoj
disertaciji po prvi put predlaze se unapredena statistiCka analiza rezultata iz Plaket—
Burman dizajna koja omogucava kreiranje matematickog modela koji ukljucuje i
dvofaktorske interakcije.

Kreiranje novog pristupa analizi Plaket-Burman dizajna polazi od definisanja glavnih

koraka koji su vazni za reSavanje ovog problema:

1) Ako je potrebno identifikovati (N-1) glavnih faktora i (N-1)(N-2)/2 dvofaktorskih
interakcija, ukupan broj promenljivih bice (N-1) + (N-1)(N-2)/2. S druge strane,
ukupan broj izvedenih eksperimenata omogucava procenu koeficijenata za svega N-1
faktora 1 odsecak. Stoga je neophodno izvrSiti selekciju promenljivih koje ¢e uéi u

kreiranje modela.

2) Preselekcija je kljuéni korak jer zahteva izostavljanje relativno velikog broja
promenljivih §to moZe biti izuzetno rizi¢no. Stoga se mora uvesti dobro definisani

kriterijum na osnovu koga ¢e se identifikovati potencijalno znacajne promenljive.
3) Ukupno vreme potrebno za ra¢unanje treba svesti na minimum. Stoga, pozeljno je

koristiti jednostavne statisticke analize koje se mogu sprovesti pomoc¢u komercijalno

dostupnih softvera.
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Kako bi se resili navedeni problemi, predlozena je nova strategija nazvana Metodologija
demaskiranja velikih dummy efekata (eng. Demasking Large Dummy Effects — DDE).
Osnovna ideja predstavlja uvodenje novog kriterijuma za identifikaciju znacajnih
interakcija u Losonovu strategiju [38], objasnjenu u poglavlju 3.2.5, polaze¢i od
pretpostavke da se znacajne interakcije najjednostavnije mogu uociti u velikim
vrednostima znacajnih dummy efekata. Naime, dummy faktori su imaginarni faktori i
efekti koji su izraCunati za njih predstavljaju eksperimentalni Sum. Medutim, ako se
dogodi da neki od dummy efekata bude zaista znaCajan, uzrok tome moZe biti
preklapanje sa nekom od interakcija koja doprinosi visokoj vrednosti efekta. Stoga,
demaskiranje velikih dummy efekata moze otkriti nekoliko znac¢ajnih interakcija koje ¢e

doprineti poboljSanju modela.

Glavna prednost DDE pristupa je njegov veliki prakticni znacaj. Kada se identifikuju
modeli za prakti¢énu/farmaceutsku namenu, krajnji cilj nije postizanje savrSenog
matematickog ili statistickog reSenja, ve¢ najboljeg reSenja koje se moze interpretirati u
stvarnim sistemima. To znaci da jedan model moze imati R? od 0,9999 sto ¢e ga Ciniti
statisticki najboljim, ali ako sadrzi previse faktora i faktorskih interakcija, odnosno ako
je preterano uklopljen (eng. overfitted), bi¢e komplikovan za interpretaciju i njegov
praktiCan znacaj bi¢e mali. S druge strane, DDE pristup ne bira kandidate za
modelovanje nasumic¢no, ve¢ prema njihovom doprinosu velikim dummy efektima Sto
¢e omoguciti da samo interakcije koje su prakti¢no znacajne udu u model. Druga vazna
prednost DDE pristupa je mali broj kandidata interakcija Sto znacajno smanjuje vreme

racunanja i ne zahteva slozene kompjuterske programe.

NovopredloZzena metodologija demaskiranja velikin dummy efekata za kreiranje modela

za analizu podataka iz Plaket—-Burman dizajna sastoji se iz Cetiri faze:
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Faza 1. Preselekcija glavnih faktora

Neka Sy bude polazni skup za analizu koji se sastoji od svih stvarnih i dummy faktora F.

Faktorski efekti (Ef) procenjuju se slede¢om jedna¢inom [31]:

e _2YE-XY0O)
F N/2
gde je E. efekat faktora F, ZY(+) i ZY(—) sume odgovora gde je faktor F; na (+) il

(-) nivou. Nakon toga, faktorski efekti u So rangiraju se od 1 do N-1 gde 1 predstavlja

najveci efekat. Sledeci skup S; dobija se na slede¢i nacin:

-

Faza 2. Preselekcija interakcija

rank (E;) s%}

Konstruisati matricu preklapanja 4 = (X7,X,)"*(XT,X,) iz modela y = g, X; +
B.X, + € (y je N x 1 vektor odgovora, X; je N x N matrica odsecka i glavnih efekata, B
je N x 1 vektor koeficijenata dobijenim viSestrukom linearnom regresijom, X, je N x U
matrica dvofaktorskih interakcija koje se ne mogu proceniti, f#, je odgovarajuc¢i U x 1

vektor regresionih koeficijenata i € je N x 1 vektor greske).

Matrica preklapanja moze otkriti kompleksnu strukturu preklapanja Plaket—Burman
dizajna. Stoga se iz nje moze proditati interferencija svake interakcije | sa glavnim
faktorima. Sumirajuci koeficijente interferencije koji odgovaraju faktorima uklju¢enim
u S1 moze se izraCunati potencijalni doprinos svake interakcije modelu oznacen sa C,

[40]:
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U narednoj fazi moze se definisati slede¢i skup:

s, ={llc, >> 0}

Zatim, interakcije ukljuene u S; rangiraju se prema novopredlozenom kriterijumu —
relativnom doprinosu velikim vrednostima dummy efekata Cd,. Cd;, se dobija
sabiranjem koeficijenata preklapanja koji odgovaraju dummy faktorima i dobija se skup
Sj:

s, =il es,ACd, >>0}

Faza 3. Korekcija modela

Primarno definisani model koji sadrzi samo glavne faktore koriguje se dodavanjem
interakcija ukljucenih u skup S3. Na taj nacin, dobija se novi skup S4. U ovoj fazi ve¢ se
ocekuje znacajno poboljSanje koeficijenta determinacije 1 prilagodenog koeficijenta

determinacije.

Faza 4. Finalno podeSavanje modela

Finalno podesavanje modela sastoji se u analizi promenljivih uklju¢enih u S, primenom
metode svih mogucéih regresija (eng. all subsets regressions). Iako je logi¢no oc¢ekivati
da ¢e model koji ukljucuje sve promenljive imati najvece koeficijente determinacije,
ova faza je bitna jer omogucava odabir modela koji ima najvecu prakticnu vrednost bez
obzira na vrednost koeficijenta determinacije. Ovaj korak omogucava, takode, da se
uzmu u obzir princip razudenosti efekata i1 princip naslednosti efekata kako bi se donela

konacna odluka o Zeljenom modelu.
Novopredlozena DDE metodologija verifikovana je na primeru testiranja robusnosti

metoda te¢ne hromatografije za analizu raloksifena i njegovih necistoce, smese agonista

| antagonista beta receptora i smeSe antidepresiva.
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7.5.2. VERIFIKACIJA DDE PRISTUPA NA PRIMERU TESTIRANJA ROBUSNOSTI METODE ZA

ANALIZU RALOKSIFENA I NJEGOVIH NECISTOCA

Paralelno sa metodom za ispitivanje raloksifena 1 njegovih necisto¢a opisanom u
poglavlju 7.1.2. razvijena je i back up metoda (metoda podrske). Back up metoda
predstavlja alternativnu metodu koja omogucava analizu ispitivane smese i na taj nacin
obezbeduje dodatnu sigurnost u slucaju da je izvodenje primarno definisane metode
nemoguce u odredenoj analitickoj laboratoriji. Definisani eksperimentalni uslovi za
back up metodu opisani su u poglavlju 6.3.2. Zatim je testirana robusnost tako
definisanih optimalnih uslova metodologijom eksperimentalnog dizajna prema

koracima opisanim u poglavlju 3.2.

1. Odabir faktora koji ¢e biti ispitivani
Faktori ¢iji je uticaj na robusnost razvijene metode ispitivan bili su sadrzaj acetonitrila u
mobilnoj fazi, sadrZzaj SDS—a u vodenoj fazi, temperatura kolone, pH vrednost mobilne

faze i protok mobilne faze.

2. Odabir faktorskih nivoa
Variranja za odabrane faktore definisana su tako da odgovaraju stvarnim ocekivanim
promenama vrednosti ovih faktora u toku eksperimentalnog rada.

Nivoi faktora prikazani su u tabeli 2 u poglavlju 6.3.3.

3. Odabir eksperimentalnog dizajna
Testiranje robusnosti izvrSeno je primenom Plaket—-Burman eksperimentalnog dizajna.

Plan eksperimenata prikazan je u tabeli 2 u poglavlju 6.3.3.

4. Odabir odgovora koji ¢e biti pra¢en
Odabrano je 9 hromatografskih odgovora koji ¢e biti praceni: pet retencionih faktora (ky
— ks) i Cetiri faktora selektivnosti (a1 — og4). Dobijeni rezultati u 12 definisanih

eksperimenata predstavljeni su u tabeli 27.
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Tabela 27. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. k1 ko ks K Ks o) a3 034 045
1 0,89 1,44 4,39 6,14 14,7 1,63 3,04 1,39 2,39
2 1,52 2,28 8,37 947 | 29,44 1,50 3,67 1,13 3,11
3 1,39 2,2 7,27 9,23 25,5 1,58 3,30 1,27 2,76
4 0,64 2,31 8,12 9,45 | 28,57 3,61 3,52 1,16 3,02
5 1,37 1,62 6,71 | 10,02 | 24,05 1,18 4,14 1,49 2,40
6 0,99 2,07 8,18 9,72 | 31,59 2,09 3,96 1,19 3,25
7 0,34 1,43 4,59 6,12 | 15,47 4,14 3,21 1,33 2,53
8 1,71 2,32 6,97 9,62 | 24,29 1,34 3,01 1,38 2,50
9 1,03 1,69 5,95 7,56 | 21,16 1,64 3,51 1,27 2,80
10 1,49 2,07 8,42 9,67 | 32,17 1,38 4,07 1,15 3,32
11 1,57 1,96 6,01 7,53 | 19,51 1,25 3,07 1,25 2,59
12 2,18 2,75 9,88 | 12,15| 37,07 1,26 3,58 1,23 3,05

ki — retencioni faktor neéisto¢e 1; K, — retencioni faktor necistoc¢e 2, k3 — retencioni
faktor raloksifena; ks — retencioni faktor necistoce 3; Ks — retencioni faktor necistoce 4;
aij — faktori selektivnosti za susedne pikove

5. Kreiranje matematickog modela i procena znacajnosti faktora

Tradicionalni nacin interpretacije rezultata iz visoko frakcionisanih dizajna sastoji se u
konstruisanju modela koji je opisan samo glavnim faktorima, dok su faktorske
interakcije zanemarene. Za kreiranje modela koristi se visestruka linearna regresija i
aproksimacija metodom najmanjih kvadrata. Dobijeni modeli i1 odgovarajuéi

koeficijenti determinacije za date odgovore bili su:
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k; =126 -0,114+ 0,13C — 0,21E — 0,28G — 0,24K R? = 0,884

k, =2,01-0,174-0,04C — 0,17E — 0,02G — 0,29K R? =0,991
k; =7,07—-1,12A + 0,05C — 0,71E + 0,08G — 0,7K R? = 0,992
k, =889+ 1,194 + 0,02C — 0,77E — 0,3G — 0,69K R? =0,923
ks = 25,29 — 5,194 + 0,01C — 3,34E — 0,01¢ — 2,1K R? = 0,985
a;, = 1,88+ 0,054 —0,46C + 0,34E + 0,54G + 0,13K R? = 0,743
a3 =3,51-0,324+0,12C — 0,06E + 0,02G + 0,15K R?*=0,974
az4s = 1,27+ 0,054 — 0,01C + 0,02E — 0,05G + 0,03K R?* =0,517
ays =2,81—-0,224+0,02C — 0,14E + 0,16 — 0,03K R? = 0,755

Analizirajué¢i dobijene R? vrednosti moze se uociti da su odgovori a3, Kz, K3, Kg, Ks
dobro opisani glavnim faktorima. S druge strane, prilicno lose vrednosti koeficijenta
determinacije dobijene su za odgovore a2, 034, 0a5 | K1, Sto ukazuje na to da su ovi
modeli manje prihvatljivi. Nezadovoljavaju¢i koeficijenti determinacije mogu se
podeliti u tri grupe: modeli sa ekstremno logim R? (kao $to je 0,517 dobijeno za 034),
umereno logim R? (kao $to je 0,743 za a1, i 0,755 za 045) i neznatno losim R? (kao $to
je 0,884 dobijeno za k;). Stoga je neophodno uraditi detaljnu analizu potencijalnog
uticaja faktorskih interakcija na ove odgovore. Kako bi se identifikovale znaajne
interakcije DDE pristupom izracunate su vrednosti efekata glavnih faktora (tabela 28) 1

matrica preklapanja za dati Plaket—Burman dizajn (tabela 29).
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Tabela 28. Faktorski efekti za ispitivane odgovore

Faktori 012 034 045 ki
A 0,09 0,09 -0,43 -0,21
d; -0,07 -0,05 0,09 -0,09
C -0,92 -0,02 0,04 0,27
d, 0,08 -0,07 0,16 -0,20
E 0,67 0,04 0,27 -0,41
ds -0,66 0,08 -0,15 0,10
G 1,09 -0,09 0,20 -0,55
ds 0,64 0,05 -0,11 -0,21
ds -0,06 0,04 -0,10 -0,08
K 0,25 0,07 - 0,06 0,48
de 0,13 - 0,06 0,15 0,02

A — sadrzaj acetonitrila (%); d; — dummy 1; C — sadrzaj SDS-a u vodenoj fazi (mM);
d, — dummy 2; E — temperatura kolone (°C); d3 — dummy 3; G — pH vrednost mobilne
faze; d, — dummy 4; ds — dummy 5; K — protok (mL min™); dg¢ — dummy 6; Qij —

faktori selektivnosti; k; — retencioni faktor

* sivo oznacena polja prikazuju faktore ukljucene u podskup S;

194



Tabela 29. Matrica preklapanja

AC AE AG AK CE CG CK EG EK GK

A 0 0 0 0 -1/3 13 -1/3  -1/3 1/3 1/3
C 0 -1/3 13 -1/3 0 0 0 -1/3  -13 -1/3
E -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 -1/3 0 0 -1/3

G 13 -1/3 0 13 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0

K -1/3 1/3 1/3 0 -1/3 -1/3 0 -1/3 0 0

d; -1/3  -1/3 -1/3 13 -1/3 1/3 1/3 13 -1/3 -1/3

d; 1/3 73 -3 -13 -3 -3 -3 -3 -13 -1/3

ds -1/3 -1/3 -1/3 -1/3 1/3 13 -1/3  -1/3 13 -1/3

ds -1/3  -1/3 1/3 -1/3 -1/3 -1/3 1/3 1/3 1/3 -1/3

ds 13 -3 -13 -1/3 1/3 -1/3 1/3 -1/3  -13 1/3

de -1/3 1/3 -1/3 -1/3 1/3 -1/3  -1/3 1/3 -1/3  1/3

A — sadrZaj acetonitrila (%); d, — dummy 1; C — sadrzaj natrijum-dodecilsulfata (SDS) u vodenoj
fazi (mM); d, — dummy 2; E — temperatura kolone (°C); d3 — dummy 3; G — pH vrednost mobilne
faze; ds — dummy 4; ds — dummy 5; K — protok (mL min™); dg — dummy 6
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor a3 4

Odgovor as4 pripada grupi odgovora sa ekstremno malim vrednostima koeficijenta
determinacije (R?> = 0,517). To znadi da glavni faktori nikako ne mogu da opiSu ovaj
odgovor na adekvatan nacin. Stoga je primenjen DDE pristup u cilju identifikacije
potencijalno znacajnih interakcija koje doprinose odgovoru asz4 i koje ¢e omogucditi

kreiranje pouzdanijeg modela.

Faza l
Pocetni skup So definisan je na slede¢i nacin:
So =1{A,C,E,G,K,dq,d,,d3,d,, ds, dg}
gde je znacenje promenljivih prikazano u tabeli 28. Izracunati su faktorski efekti i
prikazani su u tabeli 28. Dobijeni efekti su rangirani i promenljive koje ulaze u podskup

S, definisane su na sledeé¢i nadin:

Sl = {A; G; K: d21 dg, d6}

Tri od Sest najvecih efekata na model ¢ine efekti dummy faktora. Kao Sto se moze videti
u tabeli 28, efekti dummy faktora skoro su ekvivalentni efektima glavnih faktora, Sto

ukazuje na moguce snazno preklapanje sa dvofaktorskim interakcijama.

Faza 2

Matrica preklapanja (tabela 29) otkriva kompleksnu strukturu dizajna. Potencijalni
doprinos svake interakcije vrednostima velikih efekata izracunat je sabiranjem
odgovarajucih vrednosti iz matrice uzimajuci u obzir znak faktorskih efekata. Dobijeni

rezultati prikazani su u tabeli 30.
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Tabela 30. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C)
I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC | AE | AG | AK | CE | CG | CK | EG | EK | GK
A+ | 0 0 0 0 | 13 | U3 | -3 | =13 | 13 | 13
G- | w3 | <3| o | w3 |-u3| o |-w3| 0o | -u3| 0
K+ | -3 | 13 | 3 | o | -3 | -13| o |-u3]| o 0
do— | U3 | 3 | -u3 | -3 | —u3 | —u3 | -3 | —13 | -3 | —1/3
ds+ | U3 | —1/3 | -3 | -3 | 13 | w3 | w3 | -13 | u3 | -13
de— | <13 | w3 | —u3 | -u3 | 13 | -3 | -u3 | w3 | -u3 | 13
c | 13 | 213 0 0 33 | U3 | =33 | 53 | 0

3/3x*
Cd, | -1/3 | 33 33 | 13 | -13 | 33

* znak faktorskog efekta

**sivo oznacena polja C; redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3

Identifikovane znac¢ajne interakcije bile su:

S, = {AC, AE, AG,CG, CK,EG,EK}

Slede¢i korak je primena novog kriterijuma za identifikaciju znacajnih interakcija. Iz
podskupa S, izolovane su interakcije koje najviSe doprinose velikim dummy efektima
(tabela 30):

S, = {AE, CG,EK}

Faza 3

Korigovan model predstavljen je u okviru podskupa S,:

S, ={A,C,E, G, K,AE, CG, EK}
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Dobijeni koeficijent determinacije kona¢nog modela bio je 0,926, Sto predstavlja
znacajno povecanje u poredenju sa inicijalno dobijenom vrednoséu od 0,517 Sto je

potvrdilo sposobnost DDE pristupa da poboljSa model koji opisuje odgovor as 4.

Faza 4
Konac¢no, izvrSen je jedan ,prolaz* metode svih mogucih regresija koji ukljucuje
odabrane promenljive. Neki od karakteristicnih modela koji su dobijeni predstavljeni su

u tabeli 31.

Tabela 31. Pojedini modeli dobijeni metodom svih mogucih regresija

No**| A | C | E| G| K |EK|CG| AE | R* | Adj.R?
1 X* 0,554 | 0,509
5 X X | X | X X [0862| 0,747
6 X X | X [ X | X X (0904 0,790
7 X X | X[ x| X[ X | X |0922] 0,784
8 X | X [ x| X[ x| X[ x| X |0926]| 0,728

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model
** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model

Tabela 31 pokazuje da model odreden samo interakcijom EK ima veéi R? (0,554) nego
model definisan svim glavnim faktorima $to jo§ jednom istice znacaj procene interakcija

u Plaket—Burman dizajnu.
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor a »
Odgovor a1, pripada grupi odgovora sa umereno lodim koeficijentom determinacije (R?
= 0,743). DDE pristup je primenjen u pokuSaju da identifikuje potencijalne interakcije

koje ¢e poboljsati model.

Fazal
Polazec¢i od skupa Sy:

SO = {A, C, E, G, K, dll dz, d3, d4, ds, dﬁ}
na osnovu vrednosti faktorskih efekata prikazanih u tabeli 28, definisan je podskup S :

Sl = {C,E, G,d3,d4}
Faza 2
Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata izracunat je iz

matrice preklapanja (tabela 29) i predstavljen je u tabeli 32,

Tabela 32. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C,)
I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC | AE | AG | AK | CE] CG | cK | EG | EK | &K
C—~| o0 | -3 | 13 | <13 | o0 0 0 | -13 | -1/3 | -1/3
E+ | -13 | o | -3 | 13 0o | -3 | -3 | o 0 | -1/3
G+ | 13 | <13 | o0 73 | -3 | o | -w3 | o | -3 ]| o
doe | =13 | =13 | =13 | =3 | w3 | w3 | =13 | <113 | 13 | -1/3
det | =13 | =u3 | w3 | =13 | <u3 | -3 | 3 | 13 | w3 | 13
C, 0 0 0 33 | =33 | =33 | o0 3/3 0 0
Cd, 0 | oo 2/3
2/3%*

* znak faktorskog efekta
**sivo oznacena polja C; redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3
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Identifikovane znac¢ajne interakcije bile su:

S, = {AK, CE, CG,EG}

Iz podskupa S, izolovane su interakcije koje najviSe doprinose velikim dummy efektima
(tabela 32):
S; = {CE,CG,EG}

Faza 3
Korigovan model predstavljen je u okviru podskupa Sy:
S, ={A,CE G K,CE, CG EG)

Dobijeni koeficijent determinacije ovako definisanog modela bio je 0,979 za razliku od
prethodno definisanog modela sa R? = 0,743.

Faza 4

Izvren je jedan ,prolaz“ metode svih moguéih regresija koji ukljuuje odabrane
promenljive. Dobijeni rezultati predstavljeni su u tabeli 33. Kao Sto se moze videti iz
tabele 33, izostavljanje faktora A i K dovelo je do neznatnog pogorSanja modela isti¢uci

znacaj ukljucenih interakcija.

Tabela 33. Pojedini modeli dobijeni metodom svih mogucih regresija

No**| A | C | E| G| K|CE|EG]|CG| R |AdjR?
4 X* X X X [0862| 0,784
5 X | X | X X X [0917| 0,848
6 X | X | X X | X | X [0954]| 0,899
7 X | X [ x| X X | X | X [0979] 0941
8 X | X | X | x| x| x| x| x [0979] 0922

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model
** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor a5
Odgovor a4 5 pripada grupi odgovora sa umereno loSim koeficijentom determinacije
(R? = 0,755). DDE pristup primenjen je u poku$aju da identifikuje potencijalne

interakcije koje ¢e poboljSati model.

Fazal
Skup Sy i podskup S; definisani su na sledec¢i nacin:

SO = {A, C,E, G,K, dll dz, d3, d4, d5, dﬁ}
Sl == {A,E,G,dz,dg,dﬁ}

Faza 2
Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata izracunat je iz

matrice preklapanja (tabela 29), a dobijene vrednosti predstavljene su u tabeli 34.

Tabela 34. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C)
I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC AE AG AK CE CG CK EG EK | GK

A—* 0 0 0 0 -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 1/3

E- | -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 0 -1/3
G+ 1/3 -1/3 0 1/3 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
d, + 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 | -3 | -1/3 | -1/3 | =13 | -1/3 | -1/3
ds— | -1/3 | -1/3 | -1/3 | -1/3 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 | -1/3
de+ | -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 | 1/3

Cy |3/3** | 213 0 -1/3 | =13 | =33 0 2/3 -5/3 | 1/3

Cd, |1/3 3/3 -3/3 1/3 -3/3

* znak faktorskog efekta

** sivo oznacena polja C, redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3
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Identifikovane znac¢ajne interakcije bile su:

S, = {AC, AE, CG,EG, EK}

Iz podskupa S, izolovane su interakcije koje najviSe doprinose velikim dummy efektima
(tabela 34):
S; = {AE, CG,EK}

Faza 3

Korigovan model predstavljen je u okviru podskupa Sy:

S, ={A,C,E, G, K,AE, CG, EK}

U poredenju sa prvo izradunatim R? koji je bio 0,755, novodobijena vrednost od 0,959

predstavlja zna¢ajno poboljsanje.

Faza 4
Tabela 35 omogucava fino podesavanje modela. Moze se primetiti da model bez

interakcije CG opisuje sistem jednako dobro. Modelovanje pomocu promenljivih A, E,

G, K, EK i AE ima R? = 0,948 i najvisu Adj. R* vrednost.

Tabela 35. Pojedini modeli dobijeni metodom svih mogucih regresija

No**| A | C | E| G| K|CG|EK]| AE| R* | Adj.R®
5 [ x* X | X X | X 0916 0,845
6 X X | X X | X | X [0,936 0,859
6 X X | X | X X | X 10,948 0,885
7 X X | x| x| X | X | x [0956 0,879
8 X | X [ x| X[ x| X ] x| X [0959 0,850

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model
** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor k;

Odgovor k; razlikuje se od ostalih analiziranih odgovora, jer efekti njegovih dummy
faktora ne prelaze vrednosti efekata glavnih faktora (tabela 28). Posledi¢no, model za ki
opisan samo glavnim faktorima ima bolji koeficijent determinacije u odnosu na modele
za ostale odgovore (012, 034, 0s5), ali i dalje ne prelazi vrednost 0,9. Uprkos ¢injenici
da DDE prestup otkriva znacajne interakcije iz velikih dummy efekata, a ovaj odgovor
nema velike dummy efekte, DDE je primenjen za pokuSaj poboljSanja modela.
Odabrana su dva najve¢a dummy efekta i ukljucena su u podskup S, zajedno sa svim

glavnim faktorima.
Faza 1
Skup Sy i podskup S; definisani su na sledec¢i nacin
SO = {A, C, E, G, K, dll dz, d3,d4, d5, d6}
Sl = {A,C,E,G,K,dz,d4}
Faza 2

Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata izracunat je iz

matrice preklapanja (tabela 29), a dobijene vrednosti predstavljene su u tabeli 36.

203



Tabela 36. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C,)

I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC AE AG AK CE CG CK EG EK | GK
—* 0 0 0 0 -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 1/3
C+ 0 -1/3 1/3 -1/3 0 0 0 -1/3 | -1/3 | -1/3
E- | -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 0 -1/3
G- 1/3 -1/3 0 1/3 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
K- | -1/3 1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 -1/3 0 0
d, - 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 | -3 | -1/3 | -1/3 | =13 | -1/3 | -1/3
d,— | -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 | 13 | -1/3 1/3 1/3 1/3 | -1/3
C |13 -1/3 1/3 -1/3 | 5/3** | 3/3 3/3 1/3 -1/3 | 1/3

* znak faktorskog efekta
** sivo oznacena polja C, redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3

Identifikovane znac¢ajne interakcije bile su:

S, = {CE, CG,CK}
S; = {CE, CG}

Faza 3

Korigovan model predstavljen je u okviru podskupa Sy:

S, ={A,C,E G K, CE, CG}

Kona¢no, dobijeni model imao je R? = 0,976, §to ukazuje na to da je DDE pristup uspeo

da popravi i ovaj model.
Faza 4

Tabela 37 predlaze neke alternativne modele, poput modela bez glavnog faktora A koji
ima R? = 0,944 i Adj. R* = 0,876.
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Tabela 37. Pojedini modeli dobijeni metodom svih moguéih regresija

No** | A | C E| G| K |CE|CG| R | Adj.R?
4 x* [ X | X | X 0,843 0,754
5 X | X | X | X | X 0,922 0,857
6 X | X | x| X | X | X [0944 0,876
7 X | X [ x| X[ x| X | x [0976 0,934

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model

** No — broj promenljivih koji je ukljuc¢en u model

Za sve ispitivane odgovore DDE pristup identifikovao je znacajne faktorske interakcije 1

uspeo je da pronade modele koji opisuju sistem bolje nego inicijalni modeli definisani

samo glavnim faktorima. Analiza odgovora koji su inicijalno imali ekstremno male

vrednosti (as4) ili umereno male vrednosti R? (ui12, a45) primarno je pokazala

postojanje nekoliko znacajnih dummy efekata, ali DDE pristup je otkrio da velike

vrednosti ovih efekata poti¢u od znaCajnih efekata interakcija sa kojima se preklapaju.

Dodatno, na primeru odgovora k; (neznatno mala vrednost R?) gde nijedan od efekata

dummy faktora nije bio veé¢i od efekata glavnih faktora, moze se uociti da je DDE

pristup mogao da izoluje informaciju o znacajnim interakcijama 1 da omoguci

poboljSanje modela ¢ak i u ovakvoj situaciji.
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7.5.3. VERIFIKACIJA DDE PRISTUPA NA PRIMERU TESTIRANJA ROBUSNOSTI METODE ZA

ANALIZU SMESE AGONISTA | ANTAGONISTA BETA RECEPTORA

Metodologijom eksperimentalnog dizajna testirana je robusnost metode za analizu
smeSe agonista i antagonista beta receptora opisane u poglavlju 7.1.3. Kao i u
prethodnom primeru, nakon definisanja eksperimentalnog plana i kreiranja inicijalnih
modela okarakterisanih glavnim faktorima, DDE pristup je primenjen za poboljSanje

modela koji nisu bili zadovoljavajuéi.

1. Odabir faktora koji ¢e biti ispitivani
Faktori ¢iji je uticaj na robusnost razvijene metode ispitivan bili su sadrZaj acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi,

temperatura kolone i protok mobilne faze.

2. Odabir faktorskih nivoa

Variranja za odabrane faktore definisana su tako da odgovaraju stvarno océekivanim
promenama vrednosti ovih faktora u toku eksperimentalnog rada. Nivoi faktora
prikazani su u tabeli 4 u poglavlju 6.4.2.

3. Odabir eksperimentalnog dizajna
Testiranje robusnosti izvrSeno je primenom Plaket—-Burman eksperimentalnog dizajna.

Plan eksperimenata prikazan je u tabeli 4 u poglavlju 6.4.2.

4. Odabir odgovora koji ¢e biti prac¢en

Odabrano je 9 hromatografskih odgovora koji ¢e biti praceni: 5 retencionih faktora (k; —
ks) 1 4 faktora selektivnosti (a1, — a45). Dobijeni rezultati u 12 definisanih
eksperimenata predstavljeni su u tabeli 38.
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Tabela 38. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. K1 K, ks Kq Ks 012 023 034 o5
1 1,73 2,29 3,09 4,21 6,44 1,32 1,35 1,36 1,53
2 1,42 1,87 2,66 3,62 5,28 1,32 1,42 1,36 1,46
3 1,90 2,76 3,72 5,00 7,38 1,45 1,35 1,35 1,48
4 0,98 1,34 1,85 2,54 3,84 1,37 1,38 1,37 1,52
5 0,98 1,32 1,96 2,77 4,23 1,35 1,49 1,42 1,53
6 1,08 1,46 2,00 2,65 4,01 1,36 1,37 1,33 1,52
7 1,76 | 2,40 3,19 4,35 6,50 1,36 1,33 1,36 1,49
8 1,36 | 1,90 2,60 3,47 5,36 1,40 1,37 1,34 1,54
9 1,37 2,07 2,84 3,89 5,84 151 1,38 1,37 1,50
10 1,53 1,94 2,85 3,80 5,66 1,27 1,47 1,33 1,49
11 1,26 1,75 2,57 3,61 5,49 1,40 1,47 1,40 1,53
12 1,54 1,97 2,67 3,47 5,22 1,28 1,36 1,30 151

ki — retencioni faktor fenoterola; k, — retencioni faktor propranolola; ks — retencioni
faktor salbutamola; k4 — retencioni faktor metoprolola; ks — retencioni faktor atenolola;
aij — faktori selektivnosti za susedne pikove

5. Kreiranje matematickog modela i procena znacajnosti faktora

Metodom linearne regresije dobijeni su inicijalni modeli koji opisuju odgovore u

funkciji glavnih faktora:
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k; = 1,41+ 0,154 + 0,00C — 0,05E — 0,01G — 0,24/
k, =192+ 0,274 + 0,29C — 0,09E + 0,06G — 0,29/
k; = 2,67+ 0,334+ 0,1C — 0,11E + 0,04G — 0,36/
k,=3,61+0474A+0,17C — 0,10E + 0,06G — 0,46/
ks =5,43 + 0,734+ 0,21C — 0,14E + 0,04G — 0,64/
a;, =121+ 0,034+ 0,01C — 0,01E + 0,02G + 0,00/
a3 =1,25-0,004 + 0,02C — 0,00E — 0,01G + 0,00/
az, = 1,27+ 0,014+ 0,01C + 0,01E — 0,006 — 0,00/
ass =1,39—-0,014—-0,00C — 0,00E —0,01G — 0,00/

R? = 0,995

R? =0,986
R? = 0,991
R? =0,990
R?* =0,988
R? = 0,944
R?* =0,856
R? =10,988
R? = 0,962

Analizirajuci dobijene R? vrednosti moZe se uociti da su svi odgovori, osim a3, dobro

opisani modelima predstavljenim samo sa glavnim faktorima. Stoga je model za a3

kreiran DDE metodologijom.

DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor a3
Faza 1l
Pocetni skup Sp definisan je na slede¢i nacin:

SO = {A, C, E, G,], dll dz, d3, d4_, d5, d6}

gde je znaCenje promenljivih prikazano u tabeli 39. Izracunati faktorski efekti prikazani

su u tabeli 39.
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Tabela 39. Faktorski efekti za ispitivane odgovore

Faktori 023
A 0,00
d; 0,00
C 0,05
dz 0,01
E 0,01
ds -0,01
G -0,03
ds 0,00
J -0,01
ds 0,00
ds 0,02

A — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); d; — dummy 1; C — pH vrednost vodene faze;
d, — dummy 2; E — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM); d3 — dummy 3;
G — temperatura kolone (°C); d4 — dummy 4; J — protok mobilne faze (mL min™);

ds — dummy 5; d¢ — dummy 6; a,3 — faktor selektivnosti izmedu propranolola i
salbutamola;

* sivo oznacena polja prikazuju faktore ukljuc¢ene u podskup S

Dobijeni efekti su rangirani i definisane su promenljive koje ulaze u podskup S;:
S; ={C,G,d¢}

Faza 2

Konstruisana je matrica preklapanja i predstavljena u tabeli 40.
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Tabela 40. Matrica preklapanja

AC AE AG Al CE CG (ON EG EJ GJ
A 0 0 0 0 -1/3 1/3 1/3 -1/3  -13 -1/3
C 0 -1/3 1/3 1/3 0 0 0 -1/3 1/3 -1/3
E -1/3 0 -1/3  -1/3 0 -1/3 1/3 0 0 -1/3
G 13 -1/3 0 -1/3  -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
J 3 -1/3 -1/3 0 1/3 -1/3 0 -1/3 0 0
d; -1/3 -1/3 -1/3 13 -1/3 1/3 -1/3 13 -1/3 153
d, 1/3 1/3 -1/3 -13 -13 -1/3 -1/3 -1/3 1/3 1/3
ds -1/3  -13 -13 -1/3 1/3 1/3 -1/3 -13 -13 -1/3
ds -1/3  -1/3 1/3 -1/3 -1/3 -1/3 -1/3 1/3 13 -1/3
ds -1/3 1/3 1/3 -1/3  -1/3 -1/3 1/3 -1/3  -13 1/3
de -1/3 1/3 -1/3 1/3 1/3 -1/3 -1/3 13 -1/3 -1/3

Potencijalni doprinos svake interakcije vrednostima velikih efekata izracunat je

sabiranjem odgovaraju¢ih numerickih vrednosti iz matrice uzimaju¢i u obzir znak

faktorskih efekata (tabela 41).
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Tabela 41. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C)
I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC AE AG Al CE CG CJ EG EJ GJ
C(+)* 0 -1/3 | 113 1/3 0 0 0 -1/3 | 13 | -1/3
GH | 13 | -1/3 0 -1/3 | -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0

de (+) | -1/3 1/3 -1/3 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 | -1/3

C, —2/3** 1/3 0 3/3 2/3 -1/3 0 0 1/3 -2/3

* znak faktorskog efekta
**sivo oznacena polja C, redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3

Identifikovane znacajne interakcije ukljucene su u skup S»:

S, = {AC, AJ,CE,GJ}

Kako je samo jedan dummy faktor definisan kao potencijalno znacajan, u skup Sj

ukljucene su iste interakcije, kao i u skup S;

Faza 3

Korigovan model predstavljen je u okviru podskupa S,:

S, ={A,C,E,G,],AC,A],CE,GJ}

Za ovaj model izracunat je koeficijent determinacije koji je iznosio 0,958 dok je

koeficijent determinacije primarno definisanog modela bio R? = 0,856.

Faza 4

Metoda svih mogucih regresija koja ukljucuje promenljive ukljucene u S, omogucava
definisanje alternativnin modela koji su prikazani u tabeli 42. Moze se primetiti da
poslednja tri modela prikazana u tabeli 42 imaju isti koeficijent determinacije, a da se
prilagodeni koeficijent determinacije smanjuje kako se broj ¢lanova modela povecava.

To znaci da dolazi do vesStackog poboljSanja modela, pa se kao najadekvatniji model
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moze izabrati onaj koji se sastoji iz glavnih faktora C, E, G i J i dvofaktorskih
interakcija AC, AJ i GJ.

Tabela 42. Pojedini modeli dobijeni metodom svih moguéih regresija

No** | A | C E | G J |AC| AJ|CE| G| R® |Adj.R?
1 X* 0,627 | 0,590
2 X X 0,696 | 0,629
3 X X | X 0,758 | 0,668
4 X | X X | X 0,850 | 0,764
5 X | X | X X | X 0,925 | 0,862
6 X | X | x| X | x| X 0,938 | 0,863
7 X | X | x| x| X [ x X 10958 0,883
8 X | X | X | x| x| X | X X 10958 0,846
9 X | X | X | x| x| x| x| x| X 098] 0771

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model

** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model
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7.5.4. VERIFIKACIJA DDE PRISTUPA NA PRIMERU TESTIRANJA ROBUSNOSTI METODE ZA

ANALIZU SMESE ANTIDEPRESIVA

Kao i u testiranju robusnosti metoda prethodne dve ispitivane smeSe, metodologija
eksperimentalnog dizajna primenjena je i u testiranju robusnosti metode razvijene za

analizu smese antidepresiva koja je opisana u poglavlju 7.2.

1. Odabir faktora koji ¢e biti ispitivani
Faktori ¢iji je uticaj na robusnost razvijene metode ispitivan bili su sadrzaj acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi,

temperatura kolone i protok mobilne faze.

2. Odabir faktorskih nivoa
Variranja za odabrane faktore definisana su tako da odgovaraju stvarno ocekivanim
promenama vrednosti ovih faktora u toku eksperimentalnog rada. Nivoi faktora

prikazani su u tabeli 6 u poglavlju 6.5.2.

3. Odabir eksperimentalnog dizajna
Testiranje robusnosti izvrSeno je primenom Plaket—Burman eksperimentalnog dizajna.

Plan eksperimenata prikazan je u tabeli 6 u poglavlju 6.5.2.

4. Odabir odgovora koji ¢e biti praceni
Ispitivanjem je pra¢eno 9 hromatografskih odgovora: 5 retencionih faktora (k; — ks) i 4
faktora selektivnosti (023 — os6). Dobijeni rezultati u 12 definisanih eksperimenata

predstavljena su u tabeli 43.
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Tabela 43. Eksperimentalno dobijeni rezultati

Eksp. | k2 ks K4 Ks Kse 023 034 a45 ds6
1 0,37 1,99 2,60 2,81 3,21 5,32 131 1,08 1,14
2 0,46 1,92 2,12 3,26 3,85 4,19 1,42 1,20 1,18
3 0,65 3,17 4,65 6,14 7,43 4,91 1,46 1,32 1,21
4 0,47 1,99 2,78 3,32 3,92 4,27 1,40 1,19 1,18
5 0,27 1,48 191 1,96 2,23 5,44 1,29 1,03 1,14
6 0,31 2,13 3,02 3,79 4,52 6,93 1,42 1,25 1,19
7 0,26 1,78 2,66 3,43 4,17 6,85 1,49 1,29 1,22
8 0,84 3,39 4,78 5,48 6,28 4,04 141 1,15 1,15
9 0,37 2,48 3,72 5,00 6,10 6,76 1,50 1,34 1,22
10 0,39 1,99 3,07 2,78 3,58 5,06 1,54 0,91 1,28
11 0,63 2,52 3,25 3,46 3,94 4,02 1,29 1,06 1,14
12 0,72 2,68 3,67 3,99 4,60 3,70 1,37 1,09 1,15
13 0,43 2,08 2,96 3,45 4,01 4,81 1,42 1,17 1,16
14 0,44 2,08 2,96 3,44 4,01 4,78 1,42 1,16 1,16

15 0,44 2,09 2,96 3,45 4,02 4,78 1,42 1,17 1,16

k, — retencioni faktor selegilina; ks — retencioni faktor mianserina; k4 — retencioni
faktor sertralina; ks — retencioni faktor moklobemida; ke — retencioni faktor maprotilina;
aij — faktori selektivnosti za susedne pikove

5. Kreiranje matemati¢kog modela

Dobijeni linearni modeli i odgovarajuci koeficijenti determinacije koji ih karakterisu

bili su:

k, =048 + 0,044 — 0,02C — 0,07E — 0,06G — 0,15K R? = 0,996
ks =229+ 0,264 - 0,03C — 0,35F — 0,05G — 0,32K R? = 0,986
k, =3,23+0,374—-0,02C — 0,58F + 0,02G — 0,41K R%? = 0,985
ks = 3,78+ 0,604 — 0,02C — 0,74F + 0,37G — 0,49K R? =0,975
ke = 4,48 +0,70A + 0,03C — 0,93F + 0,51G — 0,52K R%? =0,981
a3 =512+ 0,194 - 0,06C — 0,11E + 0,53G + 0,94K R? = 0,957
az4s = 1,41+ 0,004 + 0,01C — 0,04E + 0,04G + 0,02K R? = 0,605
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ass = 1,16 + 0,054 — 0,02C — 0,02E + 0,116 — 0,01K
asq = 1,18 — 0,004 + 0,01C — 0,02E + 0,02G — 0,01K

R?> =0,913
R? = 0,544

Dobijene R? vrednosti ukazuju da je veéina odgovora adekvatno opisana ovakvim

modelima. lzuzetak predstavljaju odgovori as4 i asg pa su njihovi modeli kreirani DDE

metodologijom.

Izracunati efekti za glavne faktore predstavljeni su u tabeli 44, a matrica preklapanja u

tabeli 45.

Tabela 44. Faktorski efekti za ispitivane odgovore

Faktori 034 056
A 0,00 -0,01
d; 0,04 0,02
C 0,02 0,02
d; -0,01 0,02
E -0,09 -0,03
ds -0,05 -0,03
G 0,08 0,03
ds 0,05 0,02
ds -0,05 -0,03
K 0,03 0,03
de 0,04 0,02

A — sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); d; —dummy 1; C — pH vrednost vodene faze;
d, —dummy 2; E — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mM); ds — dummy 3;

G — temperatura kolone (°C); d4 — dummy 4; ds — dummy 5; K — protok mobilne faze (mL min™);

ds —dummy 6; a;; — faktori selektivnosti
* sivo oznacena polja prikazuju faktore ukljucene u podskup S
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Tabela 45. Matrica preklapanja

AC AE AG AK CE CG CK EG EK GK
A 0 0 0 0 -1/3 1/3 -1/3 -1/3 1/3 1/3
C 0 -1/3 1/3 -1/3 0 0 0 -1/3  -13 -1/3
E -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 -1/3 0 0 -1/3
G 13 -1/3 0 13 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
K -1/3 1/3 1/3 0 -1/3  -1/3 0 -1/3 0 0
d; -1/3  -1/3 -1/3 13 -1/3 1/3 1/3 13 -1/3 -1/3
d, 1/3 1/3 -1/3 -3 -13 -13 -1/3 -1/3 -1/3 -1/3
ds -1/3 -13 -13 -1/3 1/3 1/3 -1/3  -1/3 1/3 -1/3
ds -1/3  -1/3 1/3 -1/3  -1/3 -1/3 1/3 1/3 13 -1/3
ds 3 -13 -1/3 -1/3 1/3 -1/3 1/3 -1/3  -13 1/3
de -1/3 1/3 -1/3 -1/3 1/3 -1/3 -1/3 13 -1/3 173
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor a3 4

Fazal

Pocetni skup Sp definisan je na slede¢i nacin:

Na osnovu vrednosti faktorskih efekata (tabela 44) definisan je prvi podskup:

Faza 2

Sl = {E,G, d3'd4' dS}

SO = {A, C, E, G, K, dll dz, d3,d4, d5, d6}

Na osnovu matrice preklapanja (tabela 45) izracunat je potencijalni doprinos svake

interakcije vrednostima velikih efekata i predstavljen je u tabeli 46.

Tabela 46. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C)

I velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirani odgovor

AC AE AG AK CE CG CK EG EK | GK
E—* | -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 0 -1/3
G+ 1/3 -1/3 0 1/3 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
ds - 1/3 1/3 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3 1/3 -1/3 | 1/3
ds+ | -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 | -1/3 1/3 1/3 1/3 | -1/3
ds - 1/3 -1/3 | -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 | 13
Ci | 33** 0 4/3 1/3 -4/3 0 1/3 3/3 0 0
Cd, | -1/3 3/3 -3/3 3/3

* znak faktorskog efekta

**sivo oznacena polja C, redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S,, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3

Identifikovane znacajne interakcije bile su:

S, = {AC, AG, CE,EG}
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Iz podskupa S, izolovane su interakcije koje najvise doprinose velikim dummy efektima
(tabela 46):
S; = {AG, CE,EG}

Faza 3
Model koji ukljucuje glavne faktore i odabrane interakcije predstavljen je u okviru

podskupa Ss:

S, ={A.C,E,G,K, AG,CE, EG}
Koeficijent determinacije ovakvog modela iznosi 0,982 S$to predstavlja znacajno

poboljSanje u odnosu na koeficijent determinacije pocetnog modela koji je iznosio

0,605.

Faza 4

Konacno, izvrSen je jedan ,prolaz* metode svih mogucih regresija koja je ispitala sve
faktore i interakcije ukljucene u S4. Neki od karakteristiénih modela predstavljeni su u
tabeli 47.

Tabela 47. Pojedini modeli dobijeni metodom svih mogucéih regresija

No**| A | C | E| G| K |AG|CE|EG| R |AdjR?
4 x* | X X | X [0823] 0,752
5 X | X | x| X X [0894| 0,835
6 X | x| x| x| X X [0956| 0,923
7 X | x| x| x| X X | X 0976 0,959
8 X | x| x| x| x| x| x| x |092]| 0957

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model
** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model
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DDE pristup u kreiranju modela koji opisuje odgovor asg
Faza 1l

Pocetni skupovi Sy i Sy definisani su na slede¢i nacin:

SO = {A, C, E, G,], dll dz, d3, d4_, d5, d6}
Sl = {E, G,K,d3,d5}

Faza 2
Na osnovu dobijene strukture preklapanja glavnih faktora i interakcija prikazane u tabeli
45, izraCunati su relativni doprinosi interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata

| predstavljeni su u tabeli 48.

Tabela 48. Relativni doprinos interakcija velikim vrednostima procenljivih efekata (C)
i velikim vrednostima dummy efekata (Cd,) za analizirane odgovore

AC AE AG AK CE CG CK EG EK GK

E—* | -1/3 0 -1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 0 -1/3
G+ 1/3 -1/3 0 1/3 -1/3 0 -1/3 0 -1/3 0
K+ | -1/3 1/3 1/3 0 -1/3 | -1/3 0 -1/3 0 0
d;— | -1/3 | -1/3 | -1/3 | -1/3 1/3 1/3 -1/3 | -1/3 13 | -1/3

ds— 1/3 -1/3 | -1/3 | -1/3 1/3 -1/3 1/3 -1/3 | -1/3 1/3

Ci -1/3 213 | 413** | 213 -4/3 0 0 1/3 -1/3 | 1/3

Cd, |0 2/3 2/3 2/3 2/3 0 0 2/3 0 0

* znak faktorskog efekta
**sivo oznacena polja C, redova predstavljaju promenljive koje ulaze u podskup S, a
siva polja u Cd, redovima promenljive koje ulaze u podskup S3

Identifikovane znacajne interakcije uklju¢ene su u podskup S»:

S, = {AE, AG, AK, CE}
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Sve interakcije uklju¢ene u S, doprinose vrednosti dummy efekata, pa su one ukljucene
I uskup Ss. Takode, skupu S3 dodata je i interakcija EG jer je primeceno da ona ima isti

udeo u dummy efektima kao i ostale interakcije (tabela 48):

Ss = {AE, AG, AK, CE, EG}

Faza 3

Konac¢an model predstavljen je u okviru podskupa Sj:

S, ={A,C,E, G K, AE, AG,AK, CE}

Koeficijent determinacije ovog modela iznosi 1,000 dok je koeficijent determinacije

primarno definisanog modela bio R* = 0,544.

Faza 4

Konacno, izvrsen je jedan ,prolaz“ metodologije svih mogucih regresija i neki od
dobijenih modela predstavljeni su u tabeli 49. U skladu sa principima naslednosti i
razudenosti efekata model sa¢injen od faktora C, E, G, K, AE, CE, EG sa vrednostima

0,958 za R? i 0,883 za Adj. R?, moZe se smatrati najadekvatnijim.

Tabela 49. Pojedini modeli dobijeni metodom svih mogucih regresija

No**| A| C | E|G|K|AE|AG|AK | CE | EG | R* | Adj.R?
5 X* | X X X | X [0,834 0,695
6 X | X[ X ]| X X | X 10,897 0,772
7 X | X[ X[ x| X X | X 10,958 0,883
8 X | X[ X[ x| X X | X | X |0,988 0,956
9 [ X | X | X[ X[ X ] X X | X | X ]0995 0,970
10 [ X[ X [ X[ x| X[ x| x| x| x| X [1000 0,997

* znak X predstavlja promenljive koje ulaze u model

** No — broj promenljivih koji je uklju¢en u model
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Glavno ograni¢enje DDE pristupa je Cinjenica da je on zasnovan na dummy efektima, pa
dizajni bez dummy efekata ili sa malim brojem ovakvih efekata ne mogu da se
analiziraju. Medutim, dizajni koji se koriste za testiranje robusnosti u farmaceutskoj
analizi obi¢no poseduju svega pet ili Sest glavnih faktora, tako da je primena DDE

pristupa za analizu Plaket-Burman dizajna sa 12 eksperimenata uvek moguca.
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8. Zakljucak

1. Razvijena je nova funkcija hromatografskog odgovora (Ncge) koja se sastoji od
dva individualna ¢lana od kojih jedan procenjuje kvalitet separacije, a drugi
ukupnu duzinu trajanja analize. Funkcija je uporedena sa Sest prethodno
razvijenih funkcija na primeru simuliranih hromatograma i eksperimentalno
dobijenih hromatograma u RP-LC i HILIC sistemu. Pokazano je da separacioni
¢lan ukljucen u Ncgre ima sposobnost da adekvatno meri razdvajanje pikova na
baznoj liniji hromatograma c¢ak i u slu¢ajevima asimetri¢nih pikova i velikih
razlika u koncentracijama susednih pikova. Takode, izbegnuto je maskiranje
loSe razdvojenih pikova velikim vrednostima faktora rezolucije dobro
razdvojenih pikova. Clan funkcije koji procenjuje duZinu trajanja analize
pokazao je zadovoljavajucu osetljivost na ovaj parametar kvaliteta. Potvrdeno je
da tezinski koeficijenti ukljuceni u dizajn funkcije pruzaju analitiCaru moguénost
da je prilagodi odgovaraju¢em separacionom problemu u RP-LC i HILIC

sistemu.

2. Novorazvijena funkcija ukljué¢ena je u metodologiju eksperimentalnog dizajna
za razvoj 1 optimizaciju metoda za analizu raloksifena i njegovih necistoca u
RP-LC sistemu. Uspostavljena je kvadratna funkcionalna zavisnost izmedu
vrednosti  funkcije i ispitivanih eksperimentalnih faktora. Metodologijom
povrSine odgovora identifikovane su slede¢e optimalne vrednosti ispitivanih
faktora za analizu raloksifena i njegovih necistoca: acetonitril-4 mM SDS
(47:53 VIV), pH mobilne faze podeSen na 2,5, temperatura kolone 35 °C. Na isti
nacin, Ncrr je primenjena za hemometrijski pristup optimizaciji metode za
analizu smeSe beta agonista i antagonista u HILIC sistemu. Pokazano je da
dobijeni matematicki modeli na odgovaraju¢i nacin opisuju ispitivani Sistem, pa
su metodologijom povrSine odgovora identifikovani slede¢i optimalni uslovi
razdvajanja: acetonitril-40 mM rastvor amonijum-acetata u vodi (85 : 15 V/V),

pri ¢emu je pH vodene faze podeSen na 5,1.

3. Nova funkcija hromatografskog odgovora unapredena je tako da ima sposobnost

da proceni oblik pikova na hromatogramu i oznacena je sa Ncgre*. Procena
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oblika pikova od narocitog je znacaja za adekvatnu kvantifikaciju analiziranih
supstanci. Pogodnost funkcije potvrdena je na seriji eksperimentalno dobijenih
hromatograma iz analize smeSe antidepresiva u HILIC sistemu. Zatim je Ncre*
upotrebljena kao jedinstveni odgovor sistema za optimizaciju date metode
primenom metodologije eksperimentalnog dizajna i metodologije povrSine
odgovora. Dobijene optimalne vrednosti faktora bile su: acetonitril-20 mM
rastvor amonijum-acetata u vodi (86 : 14 V/V), pri ¢emu je pH vodene faze

podesen na 6,0.

Definisana je nova tehnika matematickog modelovanja hromatografskih
odgovora zasnovana na interpolacionom polinomu sa podeljenim razlikama.
Retencioni faktori supstanci iz analize smeSe antidepresiva u HILIC sistemu
direktno su modelovani u funkciji tri promenljive. Modelovanje u
Interpolacionim ¢vorovima izvr$eno je sa greskom koja je jednaka nuli. Dobijeni
rezultati omogucili su precizno pretrazivanje eksperimentalnog prostora i
indirektno modelovanje funkcije hromatografskog odgovora koja je
modifikovana tako da separacioni ¢lan bude funkcija retencionog faktora.
Optimizacija je izvrSena metodologijom pretrazivanja C¢vorova mreze 1
identifikovana su dva optimuma: optimum 1 (acetonitril-60 mM rastvor
amonijum-acetata u vodi (90 : 10 V/V), pri ¢emu je pH vodene faze podeSen na
5,1) i optimum 2 (acetonitril-60 mM rastvor amonijum-acetata u vodi (90 : 10
VIV), pri ¢emu je pH vodene faze podesen na 4,8). Oba optimuma
eksperimentalno su verifikovana i dobijeno je visoko slaganje sa teorijskim

hromatogramima.

Kriterijumi za procenu parcijalne i totalne robusnosti primenjeni su za skrining
robusnosti optimuma u fazi optimizacije metoda za analizu raloksifen-
hidrohlorida 1 njegovih necistoa, smeSe agonista 1 antagonista beta receptora i
smeSe antidepresiva. U slucaju sve tri ispitivane smeSe pokazano je da su
odabrani optimumi stabilni na male promene eksperimentalnih uslova.
Identifikovani su najuticajniji faktori koji su kod prve smeSe bili sadrzaj

organskog rastvarata u mobilnoj fazi, pH vrednost mobilne faze i molaritet
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natrijum-dodecilsulfata u vodenoj fazi, a kod druge i tre¢e smeSe sadrzaj

organskog rastvaraca i pH vrednost vodene faze.

Razvijena je nova metodologija =za kreiranje matemati¢kih modela
hromatografskih odgovora koji ukljuc¢uju dvofaktorske interakcije nakon analize
Plaket-Burman dizajnom. Metodologija je verifikovana na primeru testiranja
robusnosti metoda za analizu raloksifena i njegovih necisto¢a, smeSe beta
agonista i antagonista beta receptora i smeSe antidepresiva. Potvrdeno je da
novopredloZeni pristup omogucava adekvatno poboljsanje matematickih modela
1 identifikaciju dvofaktorskih interakcija koje uti¢u na stabilnost sistema iz
dizajna sa kompleksnom strukturom preklapanja. Modeli predstavljeni samo
glavnim faktorima koji su imali veoma male vrednosti koeficijenta determinacije,
reda veli¢ine 0,7; 0,6 i 0,5, dopunjeni su sa svega nekoliko interakcija
identifikovanih  novim pristupom, a vrednosti njihovih koeficijenata

determinacije znacajno su poboljSane 1 dostigle su vrednosti preko 0,9.
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Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a TujaHa Fakuh

Bpoj ynuca

Hzjamyjem
fa je QoKTopCKa AucepTaumja Nogd HacnoBom

XemMoMETPH|CKO yHanpeljewe pa3soja Metona TedHe Xpomartorpauje Kpos
MaremaTu4ko ModenoBake M HoBe (PYHKUKje Xpomartorpadpckor oaroeopa

& Pe3IYNTAT CONCTEEHOT MCTRAMWEdYROT Dand,

» A npednomeHa guceprauuia y UenuHK HY ¥ genoBuma Hije Buna npegnoxeqa
za Oobwjarwe OMNo Koje OunnoMe NpeMa CTYOWJCEMM Nporpamuma gpyrix
BUCOKOLWIKONCKWY YCTAHoBA, '

e [la Cy peaynTaTv KOPeKTHO HaBedeH! U

s« [a HMCaM KpLIMO/Ma ayTopcka npaBa M KOPUCTHUO WHTENEKTYanHy CBOJUHY
APYTMX vua,

MoTnuc poxkTopanaa
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Mpwnor 2,

MzjaBa 0 LCTOBETHOCTK LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uvje OOKTOpPCKOr paga

Mme w npeaume aytopa  Twjada Pakuh
Bpaj ynuca
CTyawjcrik nparpam

Hacnoe paga XemomeTpujcko yHanpehere pa3soja MeToda TeyHe
XpomaTorpacwje Kpos MaTtemMaTUyKo MOOENOBaHkEe U HOBE
(hyHKUMje xpomaTorpadpckor oarosopa

MeHTop aou. ap Bursana CrojaHoeuh

Motnucann  Tujada Pakuh

WajaBMbyjeM Ja je wramnada Bepavja Mor OoKTOPCKOr pada MCTOBETHA &nNeKTPOHCKO)
Bepavju  Kojy cam npegac/na  3a  objaelbuBake Ha  noptany  QurutanHor
peno3uTopujyma Yuueepautera y Beorpagy.

Joseorsaeam fa ce ofijase MojW NUYHKW NogauwW BesadHu 3a aobujarse akagemcKor
3BaHA AOKTOPA HaYKa, Kao WTo Cy MME W NPeauMs, roaMHa W MecTo pofjarka 1 Jatym

oabpade papa.

OBWM NWYHK nofgaur Mory ce objaBuTi Ha MpPewHWmM CTRaHMUEmMa  gurvrande
GubnuoTere, ¥y ENeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHueepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc gokTopasna

¥ beorpagy, 20.5.2013. roauHe
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lMpwnor 3.

Usjaga o kopuwherwy

Oenawhyjem YHueepauTeTcky bDubnuotery ,Ceetozap Maproswh® na y OurutanHu
pEncauTopujyM YHUBEpaMTeTa vy Beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY OWCepTauny nog
HACMoBOM:

XemoMeTpwjcko yHanpefierwe passoja MeTofa Te4YHe xpomartorpadpuje Kpos
MaTeMaTMYko ModenoBake U HoBe pyHKLWje XpomaTtorpadickor ogrosopa

KOja je moje ayTopcKo genao.

AucepTauujy ca Ceum NPMNosMMa Npetao/na cam y enekTpoHcKoM opMaTy NoreaHom
3a TPajHO apXuBUpar:E.

Mojy OoKTOpCKY OWMCEepTauUW)y noxpakeeHy ¥ OWruTanduy peno3vTopujym YHUBeSpauTeTa
y Beorpagy Mory 0a KOpUCTE CBM KOjW NowTyjy ogpente cagpkaHne y oaabpaHom tvny
nuueHue Kpeatvede 3ajeqHuye (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AyTopcTED
2. AYTOPCTED - HEKOMEPLUWjanHo
@:}Aympma@ — HekoMepuMjanHo — 6es npepaﬁe
4. AYTOPCTEO — HEKOMEPLMJANHO — OSnUTY Noa UCTHM YCIoBUMA
5. AyTopcTeD — Oe3 npepage
6. AYTOPCTED — AENWUTW NoO MCTUM YCNOoBMMA

{(Monumo g3 330KpyRuTE Camo jeady of wecT noHyfeHux NUUEeHUM, KpaTak onuo
NUUEHUK AT je Ha nonefjuHn nucTa)l.
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Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a TujaHa Fakuh

Bpoj ynuca

Hzjamyjem
fa je QoKTopCKa AucepTaumja Nogd HacnoBom

XemMoMETPH|CKO yHanpeljewe pa3soja Metona TedHe Xpomartorpauje Kpos
MaremaTu4ko ModenoBake M HoBe (PYHKUKje Xpomartorpadpckor oaroeopa

& Pe3IYNTAT CONCTEEHOT MCTRAMWEdYROT Dand,

» A npednomeHa guceprauuia y UenuHK HY ¥ genoBuma Hije Buna npegnoxeqa
za Oobwjarwe OMNo Koje OunnoMe NpeMa CTYOWJCEMM Nporpamuma gpyrix
BUCOKOLWIKONCKWY YCTAHoBA, '

e [la Cy peaynTaTv KOPeKTHO HaBedeH! U

s« [a HMCaM KpLIMO/Ma ayTopcka npaBa M KOPUCTHUO WHTENEKTYanHy CBOJUHY
APYTMX vua,

MoTnuc poxkTopanaa

¥ beorpagy, 20.5.2013. rogvhe
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Mpwnor 2,

MzjaBa 0 LCTOBETHOCTK LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uvje OOKTOpPCKOr paga

Mme w npeaume aytopa  Twjada Pakuh
Bpaj ynuca
CTyawjcrik nparpam

Hacnoe paga XemomeTpujcko yHanpehere pa3soja MeToda TeyHe
XpomaTorpacwje Kpos MaTtemMaTUyKo MOOENOBaHkEe U HOBE
(hyHKUMje xpomaTorpadpckor oarosopa

MeHTop aou. ap Bursana CrojaHoeuh

Motnucann  Tujada Pakuh

WajaBMbyjeM Ja je wramnada Bepavja Mor OoKTOPCKOr pada MCTOBETHA &nNeKTPOHCKO)
Bepavju  Kojy cam npegac/na  3a  objaelbuBake Ha  noptany  QurutanHor
peno3uTopujyma Yuueepautera y Beorpagy.

Joseorsaeam fa ce ofijase MojW NUYHKW NogauwW BesadHu 3a aobujarse akagemcKor
3BaHA AOKTOPA HaYKa, Kao WTo Cy MME W NPeauMs, roaMHa W MecTo pofjarka 1 Jatym

oabpade papa.
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