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ANOTACIJA

Vitaminus saturoSu preparatu uideni SkistoSo komponentu noteikS§anas metoZu
salidzinasana, optimizacija un validacija. Popova O., zinatniskie vaditaji: lab. vad. Trifonova
M., asoc. prof. Bartkevi¢s V. Magistra darbs, 102 lappuses, 16 att€li, 20 tabulas, 57 literattiras
avoti, 8 pielikumi. Latviesu valoda.

Magistra darbs aptver divu farmaceitisko preparatu tident $kisto$o komponentu ultra
efektivas  Skidrumu  hromatogafiskas un tie$sas infuzijas augstas izSkirtspgjas
masspektrometriskas noteik§anas metozu izstradi un to pielietojamibas izvertgjumu.

Literattiras apskata izpétita un apkopota informacija par tideni S$kistoSo vitaminu
Skidrumu hromatografijas noteikSanas metodém, ka arT par ultra efektivo Skidrumu

hromatogafijas un Orbitrap augstas izskirtsp&jas masspektrometrijas teorétiskajiem pamatiem.

UDENI  SKISTOSIE VITAMINI, ASKORBINSKABE, L-CISTINS, KALCIJA
D-PANTOTENATS, NIKOTINAMIDS, AMINOBENZOSKABE, PIRIDOKSINS,
TIAMINS, RIBOFLAVINS, ULTRA EFEKTIVA SKIDRUMU HROMATOGAFIJA,
AUGSTAS IZSKIRTSPEJAS MASSPEKTROMETRIJA, ORBITRAP.



ABSTRACT

Comparison, optimization and validation of methods for water-soluble component
assay in vitamin products. Popova O., supervisors: head of lab. Trifonova M., asoc. prof.
Bartkevics V. Master thesis, 102 pages, 16 figures, 20 tables, 57 literature references, 8
appendixes. In Latvian.

Ultra performance liquid chromatography and direct infusion high-resolution mass
spectrometry methods for analysis of water-soluble components in two vitamin products were
developed and applicability of those methods was assessed in frame of this thesis.

The literature review summarizes a comparison of the methods for analysis of water-
soluble vitamins by liquid chromatography, as well as theoretical principles of ultra

performance liquid chromatography and Orbitrap high-resolution masspectrometry.

WATER SOLUBLE VITAMINS, ASCORBIC ACID, L-CYSTINE, CALCIUM D-
PANTOTHENATE, NICOTINAMIDE, AMINOBENZOIC ACID, PYRIDOXINE,
THIAMINE, RIBOFLAVIN, ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY,
HIGH-RESOLUTION MASS SPECTROMETRY, ORBITRAP.



SATURS

APZIMEJUMU SARAKSTS .....oouiuitititieitctetctetcteteeseeteeeeeaeaeseasasasass s asasasasss s essasasssasasssasasasanans 6
TEVADS ..ttt b ettt h et a e a et b e bt ae st ne e st et ententen 8
1. LITERATURAS APSKATS ...ttt 9
1.1. Biologiski aktivu vielu analizes Metodes.........cc.eeeevuieriieieriieiieieeieeie e 9
1.2. Ultra efektiva skidrumu hromatografija.........cccecveeviieeiiiiiieiiiciecieeeece e 16
1.3. Augstas izskirtsp&jas Orbitrap massSpektrometrija.........ocoverveeruiercveeneeniieenieeereeneeeenen 20
1.4. Prasibas farmaceitiska preparata analizes metodes validacijai.........ccceeevveruveeveeninennnn. 23

2. EKSPERIMENTALA DALA ....oeooeoeeeeeeeeee oo e se e ee e eeee s s s ee s eeeseseess e 26
2.1. Izmantotas ieKArtas Un TEAZENLI.........ccueevirierieeieirieieeteesteeee et esteeae e esaeeaesseesseeesesseens 26

2. 1.1 REAGENLL .ttt ettt ettt ettt e e b e e aa e beesseeaeeseenseesaenseenaeeneas 26
2.1.2, StaNAArtVICLAS ...ccuveiieiieieeitesie et st 26
2.1.3. Izmantota aparatiira, programmatiira un trauki..........ccccceeeeeeeieerieniieeniesieeseeeenn 26

2.2. Skidrumu hromatografijas apStakli............coveeveeveeeeveieeeeeeeeeeeeeeeeee s e 27
2.3. Tiesas infuzijas augstas izskirtsp&jas masspektrometrijas apstakli ..........ccceeeveerirennnen. 27
2.4, Paraugu raKStUTOJUIMIS. ....vieuieeieeiieeteetie et esteeeteeteeebeeteesebeesseessseeseessseenseessseenseennsens 28
2.5. SKIAUMU PAZALAVOSAN. .........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e en s 28
2.6. Paraugu, standartu un placebo skidumu pagatavosana............ccoeeeevveeciienieecieenieennnen. 29
2.7. Selektivitates PArDAUAE .........cccvieriiiiiiieiieeit ettt s 29
2.8. Skidumu stabilitates PADAUAE .............o.oveeveveeeieeeeeeeeeee e 30
2.9. Linearitates, precizitates un pareizibas parbaude............ccceeeveeviieiiienienciienieeieeee e 31
2.9.1. Linearitates PArbaAUAE .........cocveiiieiiieiiieiieeie ettt s 31
2.9.2. Precizitates PArDAUAE .........ocvvieiiiieiieeiieieeeie ettt ettt st ebe e b e eane s 33
2.9.3. Pareizibas PArbatde ........cccoecuieiiiiiiecii e 35
2.10. Augstas izSkirtsp&jas masspektrometriska analize.............cccoeveeviienieniienieciieieee, 37

3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS........oooiiiiiiiiieeeeeeeee st 39
3.1. Skidrumu hromatografiskas metodes OPtMIZACTA............covveveiveeeeereeeeeeeeeereeeeeea. 39
3.2. Skidrumu hromatografiskas metodes VAIAACTIA ............o.veeveereeeeeeeeeeeeeee e, 42
3.2.1. Metodes selektivitates parbaude ...........coeveeeiierieeiiieniieieeee e 42
3.2.2. Skidumu stabilitates PArDAUAE .............c..evveeveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 43
3.2.3. LinearTtates PATDAUAE ........ecvieiieeiieiie et etee ettt ettt ebeessbeestaesnveensee e 45
3.2.4. Precizitates PArbAUAE ........cccuieuieeiieiiieeie ettt ettt et saaeeaee e 47
3.2.5. Pareizibas PArbAUAE .......c..oocuieriiiiiieiiecie ettt 47



3.2.6. RODUStUMA PATDAUAE. .......eeiiieiieeiiieiie ettt e eae e 47

3.3. Augstas izSkirtsp&jas masspektrometriska analize............cccoeveevieeiiieniieniieniecieees 49
3.4. MetoZu SalTAZINAJUINS .....oeviiiiiieiieiieeieecte ettt et siee e staeeebeesseessbeensaeensaesneens 52
SECINAJTUMIL......ocoititititeteietetetetetete ettt ettt ettt ettt s et s et s et s st s st s st et e st sesenns 53
IZMANTOTA LITERATURA ..ottt 54
PIELIKUMI ..ottt sttt ettt et ettt ae bt sae e st en e eneeneensennens 59
1. Pielikums. Analiz€jamo savienojumu molekularas absorbcijas spektri ............c.ccuen.e... 59
2. Pielikums. Selektivitates parbaude ..........c.cccveerieiiiieniieeiieie et 62
3. pielikums. Stabilitates parbaude ...........ccceeviieiiiiiiieiiee e 67
4. Pielikums. Linearitates parbaude...........ccceeeciierieiiiienieciieiieeieeeee e 69
5. Pielikums. KalibréSanas taiSnes ..........coveririerienieiienienieeiesitesiceie sttt 85
6. Pielikums. Precizitates parbaude ...........ccoovvveeiierieeiiieiieeieeee e 87
7. Pielikums. Pareizibas parbaude ...........cccoeiiieiiiiiiieiieiiecieee e 90
8. Pielikums. Robustuma parbaude..............cccvieriiiiienieiiieiiccecece e 101



ABA
ASC
AU

Bi

B;

B3

Bs

Be

By

Bio
B2
C18
C8
CaD
CID
CYS
Eudral.ex
FDA
FLD
FTICR

GC

GMP

HCD

HPLC

HPTLC

HRMS

ICH

APZIMEJUMU SARAKSTS

para-aminobenzoskabe

askorbinskabe

absorbcijas vienibas (anglu val. absorbance units)

tiamins, tiamina mononitrats, tiamina hidrohlorids

riboflavins

nikottnamids, nikotinskabe

kalcija D-pantotenats, D-pantoténskabe

piridoksina hidrohlorids, piridoksals, piridoksins, piridoksamins

folskabe

para-aminobenzoskabe

cianokobalamins

oktadecilsilans

oktilsilans

kalcija D-pantotenats

jonu fragmentacijas rezims (anglu val. Collision-induced dissociation)
L-cistins

Eiropas Savienibas zalu tiesiska reguléjuma dokumentu krajums

ASV Partikas un zalu parvalde (anglu val. Food and Drug Administration)
fluorescences detektéSana

Furjé transformacijas jonu ciklotrona rezonanse (anglu val. Fourier transform
ion cyclotron resonance mass spectrometry)

gazu hromatografija (anglu val. gas chromatography)

Laba razoSanas prakse (anglu val. Good Manufacturing Practice)

augstas energijas sadursmju un disociacijas $tna (anglu val. Higher energy
collisional dissociation cell)

augsti efektiva Skidrumu hromatografija (anglu val. high performance liquid
chromatography)

augsti efektiva planslana hromatografija (anglu val. High performance thin
layer chromatography)

augstas izskirtsp&jas masspektrometrija (anglu val. high-resolution mass
spectrometry)

Starptautiska konference zalu registracijas prasibu harmonizéSanai (anglu val.
International Conference On Harmonisation Of Technical Requirements For

Registration Of Pharmaceuticals For Human Use)



LC Skidrumu hromatografija
MS masspektrometrija

MS/MS  tandéma masspektrometrija

NIC nikottnamids

PYR piridoksina hidrohlorids
RIB riboflavins

TEA trietilamins

TEOA trietanolamins

THI tiamTna mononitrats

TOF nolidojuma laika masspektrometrija (anglu val. time-of-flight
masspectrometry)

TQMS triskarsa kvadrupola masspektrometrija (anglu val. triple quadrupole mass
spectrometer)

UPLC ultra efektiva Skidrumu hromatografija (anglu val. ultra performance liquid
chromatography)

USP Amerikas Savienoto Valstu farmakopeja (anglu val. United States
Pharmacopeia)

uv ultraviol&ta gaisma



IEVADS

Vitamini ir organiski savienojumi, kuri neliela daudzuma ir nepiecie$ami visu organu un
to sisttmu funkciongSanai: augSanai un attistibai, redzes un asinsrades procesiem, kaulu
kalcifikacijai, vielmainai un citam svarigam funkcijam. Tie palielina organisma spgju pretoties
infekcijam. Organisms pats nesp€j sintez€t vitaminus vai sintez€ tos nepietickama
daudzuma [1-3], tap&c uztura nepietickamibas apstaklos ir nepiecieSamiba uznemt tos papildus
ar uztura bagatinatajiem un farmaceitiskiem preparatiem, kuri miisdienas ir plasi pieejami tirgd.

Vitaminu kvantitativa noteikSana ir uzdevums, ar kura risinasanu analitikiem jasastopas
loti biezi. Tam pamata ir liels visdazadako vitaminu kombinaciju saturo$o preparatu klasts, ka
ari GMP un ICH vadliniju noteikumi, kuri reglamente aktivo farmaceitisko vielu satura
parbaudi produktos gan pirms izlaiSanas, gan visa produkta deriguma termina laika [4-6]. Lidz
ar to ir izstradats atbilsto§s metozu klasts vitaminu analizei. Tadgjadi, sastopoties ar jaunu
objektu, analitika uzdevums dalgji reduc€jas uz atbilstosas metodikas izveli no literatiira
atrodamajam. Neskatoties uz Skietami lielo piedavajumu, pareiza panémiena izvéle vienmer
saistas ar ieveérojamu eksperimentala darba apjomu.

Sis darbs fokusgjas uz diviem vitaminu saturo§iem preparatiem:

* preparats A, kapsulas ar kalcija D-pantotenatu (60 mg/kapsula), L-cistinu
(20 mg/kapsula), p-aminobenzoskabi (20 mg/kapsula) un tiamina mononitratu
(60 mg/kapsula);

* preparats B, drazejas ar nikotinamidu (10 mg/drazeja), kalcija D-pantotenatu
(3 mg/drazeja), tiamina mononitratu (1,2 mg/drazeja), riboflavinu (1,6 mg/drazeja),

piridoksina hidrohloridu (1,2 mg/drazeja) un L-cistinu (30 mg/drazeja).

Darba meérkis: apskatit un salidzinat literatiira aprakstitas tideni $kistoSo vitaminu
noteikSanas metodes, izvElgties vispiemérotako panémienu to noteikSanai farmaceitiskajos

preparatos, veikt metodes pielietojamibas izvert§jumu, optimizaciju un validaciju.

Darba uzdevumi:
e atrast un optimiz€t metodi piedavato farmaceitisko preparatu tident skistoSo komponentu
noteikSanai;
* izvertet metodes pielietojamibu interes€joso savienojumu kvantitativai noteikSanai;

* veikt izvéletas metodes validaciju atbilstosi labas razoSanas prakses prasibam.



1. LITERATURAS APSKATS

P&tot tident SkistoSo vitaminu noteikSanas iesp&jas, konstatéts, ka visas metodes var
nosaciti iedalit 2 pamatgrupas:

1. Individualu vitaminu noteikSanas metodes, kas parsvara ir nehromatografiskas

metodes;

2. Vairaku vitaminu vienlaiciga noteikSana, izmantojot hromatografiskas metodes.

Lidz ar tehnologisko progresu analitiskas kimijas joma péd&jo 25-30 gadu laika ir strauji
pieaudzis pétijumu un publikaciju skaits, kur ir izmantotas hromatografiskas metodes. Metozu
attistibu veicinaja jaunu spiedienizturigo hromatografisko aparatu, selektivu sorbentu un jutigu
detektoru rasanas un pastaviga uzlabosana.

Misu darba fokusa ir 8 dazadu savienojumu (askorbinskabe, tiamina mononitrats,
riboflavins, nikotinamids, kalcija D-pantotenats, piridoksina hidrohlorids, p-aminobenzoskabe
un L-cistins) vienlaiciga noteikSana, tapec ir detaliz&ti apskatitas tieSi hromatografiskas
metodes, bet citas iesp&jamas analizes metodes ir tikai parskaititas.

Magistra darba ietvaros tika aprob&tas divas modernakas instrumentalas metodes
vairaku savienojumu vienlaicigai analizei: ultra efektiva Skidrumu hromatografija un augstas
iz8kirtsp&jas Orbitrap masspektrometrija, — apskatita literatiira un apkopota informacija par tas

principiem, aktualitati un priekSrocibam, salidzinot ar radnieciskam metodem.

1.1. Biologiski aktivu vielu analizes metodes

Nehromatografiskas analizes metodes. Literatiira ir atrastas vairakas individualu
vitaminu un L-cistina noteikSanas metodes, informacija ir apkopota 1.1. tabula.

Minétas metodes ir novecojusas un laikietilpigas, tas nevar tikt pielietotas visu
interesgjosu vielu vienlaicigai noteik3anai ar apmierinou precizitati. So iemeslu dé| $aja darba
ir apskatitas hromatografiskas metodes, kuras dod iesp&ju veikt vienlaicigu daudzkomponentu

analizi.



1.1. tabula

Individualu vitaminu un L-cistina noteik§anas metodes

Literaturas
Savienojums Noteik§anas metode
avota Nr.
Fluorimetrija 7
B, Potenciometrija 1
Voltamperometrija 8
B Spektrofotometrija 9
2
Voltamperometrija 10
Spektrofotometrija 11,12
B;
Fluorimetrija 13
Bs Fluorimetrija 14
Spektrofotometrija 15
Bs Potenciometrija 1
Voltamperometrija 16
Fluorimetrija 17
Bio >
Spektrofotometrija 18
Hemiluminiscences analize 19
Fluorimetrija 20
L-Cistins
Voltamperometrija 21
Amperometrija 22

Hromatografiskas analizes metodes. Literatira ir plasi aprakstitas iden1 $kistoSo
vitaminu Skidrumu hromatografijas noteikSanas metodes. Vitaminu un L-cistina noteik$anai ir
atrastas konvencionala Skidrumu hromatografijas metode (LC) [23, 24], augsti efektiva
Skidrumu hromatografijas metode (HPLC) [2, 3, 25-31] un ultra efektiva Skidrumu
hromatografijas metode (UPLC) [32, 33]. Apskatitas analizes metodes ir paredz&tas 2 lidz 9
dazadu tident skistoso vitaminu vienlaicigai noteikS$anai, tomer netika atrasta neviena metode,
kura biitu pielietojama visu mis interes€joSo aktivo vielu noteikSanai. Apskatito

hromatografisko metozu 1ss parskats ir apkopots 1.2. tabula.
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Hromatografisko metoZu apkopojums tident $kistoSo vitaminu noteikSanai

1.2. tabula

Kolonnas parametri

(sorbents, Analizes Literatiiras
Metode Savienojumi garums X iek$gejais Kustiga faze laiks,
. . . avota Nr.
diametrs, dalinu min.
izmeérs)
C18 Gradients:
B, B, B3, Bg, Bo, A: 15 mM amonija formiats, kas satur 0,1 % TEA,
LC-UV Bio, Bi2, ASC 250 > 4,6 mm, pH 4,0 (ar skudrskabi); 12 23
5 pm o
B: acetonilrils.
C18 Gradients:
B, B, B3, Bg, Bo, A: 10 mM KH,PO4 buferskidums, kas satur 3 mM
LC-UV B, ASC gSOmX 4,6 mm, natrija heksansulfonatu pH 2,80 (ar H3PO,); 1 24
H B: metanols .
B:, B;, B3, B, B
HPLC-UV AIS’ C 2 23 26, 59 Gradients:
. 0 - V], - — —.
PLCAISNS | . B B BB | 01 s s e,
(TQMS) B, Bo, Bio, Bz | 250 x 2,0 mm, P e g ‘ 25 2
4 um Gradients:
HPLC-FLD | Bg, B> A: 0,01 % skudrskabes skidums tident;
B: 0,01 % skudrskabes Skidums acetonitrila.
HPLC-UV B1, B2, B3, Bs, Bo, .
B2 C18 Gradients:
HPLC-MS/MS | By, B2, B, Bs, Bs, | 150 x 4.6 mm A: 10 mmol/L amonija formiata Skidums, pH 3,8 (ar 30 3
(TQMS) B, Bo, B1» 35 Mm’ ’ skudrskabi);
’ B: metanols.
HPLC-FLD Bg, B>




1.2.tabula (turpinajums)

Kolonnas parametri
(sorbents,

Analizes

Metode Savienojumi garums X iek$gejais Kustiga faze laiks, Literatiras
. . . avota Nr.
diametrs, dalinu min.
izmeérs)
B1, B2, B3, Be, Bo, Gradients:
HPLC-UV B, ASC A: 5,84 mM natrija heksansulfonata $kidums un
C18 acetonilrils (95:5) ar 0,1 % TEA, pH 2,5 (ar IM
100 x 4,6 mm, H;PO,); 5 25
HPLC-FLD | B¢, B 3,5 um B: 5,84 mM natrija heksansulfonata skidums un
acetonilrils (50:50) ar 0,1 % TEA, pH 2,5 (ar IM
H;POy).
C18 Gradients:
HPLC-UV By, Bs, Bjo, CYS 150 x 4.6 mm, I{l%de?;&g natrija heksansulfonata un 2 mL H;PO4 1 L 39 2
4 pm B: metanols.
C18 Gradients:
A: 11,0 mM fosfata buferskidums (pH 2,25), kas satur
HPLC-UV B1, B, B3, Be 250 > 4,6 mm, 4 % acetonitrila un 10,5 mM natrija heksansulfonatu; 25 27
5 pm ) o
B: acetonitrils.
C18 - . _
HPLC-UV B,. B,, B, By 150 x 4,6 mm, Udens un _rne.:j[anola r_nalsljurn_s (82:18), kas satur 17 78
5 um 2,5 mM natrija heksansulfonatu.
Alkilamid- aizvietots
C18 Metanola un 5 mM natrija heksansulfonata Skidums
HPLC-UV. | By, Bs, Bs, By 150 x 4,6 mm, (25:75), kas satur 0,1 % TEA. 8 30
S pm
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1.2.tabula (turpinajums)

Kolonnas parametri
(sorbents,

Analizes laiks,

Literatiiras

Metode Savienojumi garums Xx ieks$éjais Kustiga faze .
. . min. avota Nr.
diametrs, dalinu
izmeérs)
Bi, B,, B3, Be, Udens un metanola maisfjums (85:15) ar natrija
ASC heksansulfonatu un TEOA, pH 2,8 (ar H;POy).
Gradients:
C8 A: Udens un metanola maistjums (92:8) ar
HPLC-UV 250 x 4,6 mm, natrija heksansulfonatu un TEOA, pH 2,8 (ar 7 29
Bl, Bz, B3, B6, B10 3,5 pm H3PO4);
B: Udens un metanola maisijums (82,8:17,2) ar
natrija heksansulfonatu un TEOA, pH 2,8 (ar
H;POy).
C18 Gradients:
Ul?fgi};/[s B, By, B3, Bs, Bg | 50 x 2,1 mm, A: 0,1 % skudrskabes §kidums tident; 15 32
1,8 um B: 0,1 % skudrskabes $kidums acetonitrila.
C18 Gradients:
UPLC-MS/MS Bi, By, B3, Bs | 50x 2,1 mm, A: 10 mM amonija formiata §kidums {ident; 5 33
(TQMS) 1,8 B: acetonitril
,8 um : acetonitrils.
Gradients:
cs A(i 340 mg natrija heklsénsulfonéta, 950 rr(le)
tidens, 50 mL metanola, pH 2,25 (ar H3POy,);
HPLC-UV Bi, Bs, Bio, CYS %58():;1"0 mm, B: 340 mg natrija heksansulfonata, 100 mL 40 31

tidens, 900 mL metanola pH 2,6 (ar H3POy,).
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Visas atrastas metodes pieder pie apgrieztas fazes Skidrumu hromatografijas, tas ari bija
sagaidams, jo Gident $kistoSie vitamini ir polari savienojumi, un to analize polara vide ir logiska
un pamatota. Par stacionaro fazi izmanto modificétos silikagelus, galvenokart, C18 [2, 3, 25-
28, 32, 33], ka ar1 C8 [29, 31] un alkilamidaizvietotos [30], ar dalinu izm@riem 3,5 — 5 pm
HPLC gadijuma un 1,8 pm UPLC gadijuma. HPLC analizei parsvara izmanto 150 un 250 mm
garas kolonnas ar iek$gjo diametru 4,0 un 4,6 mm, bet UPLC analizei — 50 mm garas kolonnas
ar diametru 2,1 mm.

Neskatoties uz to, ka visi apskatiti vitamini ir tideni $kistoSie, to hidrofilitate stipri
atSkiras, tapéc ir gruti piemeklet kustigas fazes sastavu, lai veiktu elu€Sanu izokratiskos
apstaklos, tomér tadu hromatografisko sisttmu pielietoSana ir aprakstita [28-30]. Apskatita
literatiira ir aprakstita [idz 5 vitaminu vienlaiciga analize izokratiskos apstaklos, pie tam
B, vitaminu nosaka mononitrata [28] vai hidrohlorida forma [29, 30], Bs vitaminu visos
gadijumos analiz€ nikotinamida forma, bet Bs vitaminu — hidrohlorida forma. Izokratiskai
eluéSanai izmanto kustigu fazi, kas sastav no metanola un tidens maisijuma, kuram visos
gadijumos ir pievienots jonu paru reagents un atseviskos gadijumos TEA [30] vai TEOA [29].
TEA un TEOA pievieno smailu simetrijas uzlabosanai [30, 34, 35], it Tpasi B; un B vitaminu
gadijuma [23]. Konstatgts, ka, pievienojot kustigai fazei 0,1 % TEA, notiek ievérojama smailes
simetrijas uzlabosana, bet 0,2 % TEA pievienoSana labaku efektu jau nedod, tap&c ir pienemts,
ka 0,1 % TEA koncentracija ir optimala [23].

Tomér biezak vitaminu skidrumu hromatografisko analizi veic gradienta apstaklos [2, 3,
23-27, 31-33]. Analizi sak ar zemaku organiska S$kidinataja saturu kustigaja fazé un to
pakapeniski palielina. Gradienta elu€Sana dod iesp&u samazinat analizes laiku un uzlabot
smailu simetriju [36]. Gradienta apstaklos elu€Sanai izmanto tidens un acetonitrila [2, 23, 25,
27, 32, 33] vai metanola [3, 24, 26, 29, 31] maisjjumu. Autori [24] rekomend@ izmantot
metanolu nevis acetonitrilu, lai padaritu metodi ekonomiski izdevigaku.

Daudzas metodés [24-31] ir aprakstita jonu paru reagenta (piem&ram, natrija
heksansulfonata) izmantoSana kustigas fazes sastava. Vitaminu klase apvieno savienojumus ar
dazadam funkcionalam grupam (pieméram, aminogrupam, amidogrupam,
aminokarbonilgrupam), kuram ir tiecksme jonizg&ties skaba vid€. Jonizgjoties, savienojumiem
pieaug polaritate, pastiprinas afinitate péc polaras kustigas fazes un pavajinas sorbcija, vai
ari §Ts vielas vispar netiek aizturtas uz sorbenta apgrieztas fazes rezima [36]. Saja gadijuma
izmanto jonu paru reagentus. Tie ir savienojumi, kas iedarbojas uz analiz€jamas vielas
jonizétam vai joniz&€jamam funkcionalajam grupam, regulgjot So vielu aizturi un uzlabojot
hromatografisko izskirtsp&ju, taja pasa laika nekada veida neiedarbojoties uz neitralam

molekulam [36]. Autori [24], salidzinot 4 dazadu jonu paru reagentu (natrija butansulfonats,
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natrija pentansulfonats, natrija heksansulfonats un natrija heptansulfonats) ietekmi uz tdent
SkistoSo vitaminu aizturi, konstatgja, ka labaki rezultati ir sasniedzami, izmantojot natrija
heksansulfonatu. Tas uzradija apmierinoSu aizturi vitaminiem, kas elugjas atrak (C, Bs, B¢), un
neuzradija parmérigu aizturi analitiem, kas elugjas vélak. Bez tam zinots [24], ka natrija
heksansulfonata izmantoSana ieveérojami uzlabo smailu formu: novérotas asakas un
simetriskakas smailes.

Jonu paru hromatografijas gadijuma liela nozime ir kustigas fazes izv€lei: gan analitiem,
gan jonu paru reagentam jabiit joniz&ta forma [36]. Visas apskatitas jonu paru hromatografijas
metodgs autori izvelgjas fosfata buferskidumu pH diapazona 2,25 — 2,8.

Literatiira aprakstita petijuma [23] autori konstat&ja, ka pH 3,0 nodroSina optimalu
aizturi visiem vinu noteiktiem vitaminiem, tacu izskirtspgja, it Ipasi starp B; un Bg vitaminu
smailém, nav pietickama smailu formas un asimetrijas d€l. Lai uzlabotu formu un izskirtsp&ju,
autori [23, 25] pievieno eluentam 0,1 % TEA, bet autori [29] — TEOA. Savukart ir zinots [24]
nepietiekoss B; un B, vitaminu sadalijums smailu sliktu formu del, ja kustigas fazes pH ir
lielaks par 3,0. Lidz ar to secinats, ka atdaliSanas efektivitates uzlaboSanai tom&r jaizmanto
kustiga faze ar pH vértibu zem 3,0.

Vel viens biitisks analizes aspekts ir detekt€sana, jo tas izvele var ievérojami ietekméet
metodu jutibu, robustumu, ka arT pielietojamibu ikdiena. Apskatita literatiira analitu signala
registréSanai izmantota fluorimetriska [2, 25], masspektrometriska [2, 3, 32, 33] un
UV-VIS [2, 3, 23-31] detektéSana. MS detektéSana ir ]oti jutiga, bet tas izmantoSana ir
apgrutinata, ja analizei ir izmantoti jonu paru reagenti un fosfata buferSkidums to zemas
gaistamibas d€] [23]. FLD detekt€Sana ir jutiga un selektiva, tacu vairaku vitaminu noteikSanai
ir japielieto derivatizacija, nederivatizeta veida iesp&jams noteikt tikai B¢ un B, vitaminus [3].
Praks€ vitaminu signalu registréSanai visplasak izmanto UV-VIS detektorus, jo tiem ir laba
jutiba, ka ari tie ir salidzino$i I&ti un ir pieejami gandriz visas analitiskajas laboratorijas.
Misdienu spektrofotometri lauj detektet katru analttu ta absorbcijas spektra maksimuma vai
kada cita optimala vilna garuma.

Tatad, analizgjot literatiras datus, par piemérotako analizes metodi atzita jonu paru
Skidrumu hromatografija uz apgrieztas fazes ar UV-VIS detektéSanu. Izv@loties apstaklus,
nemam vera to, ka miisu gadijjuma ir liels savienojumu skaits, kas ir jaatdala, tapec miisu
mérkim noteikti neder eluéSana izokratiskos apstaklos. Ta ka L-cistina smailes forma ir butiski
atkariga no kustigas fazes A pH vertibas [31], savukart tiamina smailes forma — no kustigas

fazes B pH vértibas [31], nolemam iestadit eluentu A un B pH vertibas 2,25 un 2,6 attiecigi.
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1.2. Ultra efektiva Skidrumu hromatografija

HPLC ir efektiva analitiska metode dazadu komponentu sadaliSanai maisijumos, kuru
jau vairakus desmitus gadu izmanto biologiski aktivu vielu identificéSanai un kvantitativai
noteikSanai. Vairak ka 40 gadus zinatnieki méginaja uzlabot hromatografisko atdaliSanas
efektivitati, fokusgjoties uz nekustigas fazes dalinu izméru samazinasanu. Bet p&c noteikta laika
optimizacijas tehnologijas attistiba bija sasniegusi robezu, kad, samazinot dalinu izméru, vairs
nebija iespgjams uzlabot efektivitati ierobezota spiediena diapazona un joslu izpleSanos
del [37]. 2004. gada kompanija Waters pazinoja, ka ir izstradats jauns Skidruma hromatografijas
paveids — UPLC. UPLC metode balstas uz nekustigds fazes dalinu maziem
izm@riem (1,7-2,0 um, HPLC gadijuma dalinu izméri ir 3-5 pm) un kustigas fazes augstu
spiedienu (lidz 1030 bar, HPLC gadijuma — 11dz 400 bar) [38-40]. UPLC metodes prieksrocibas,
salidzinot ar HPLC, ir labaka izSkirtsp&ja, jutiba, atrums, ka armT mazaki kustigas fazes
patérini [37].

Konstatéts, ka izmantojot sorbentu, kura dalinu izméri ir mazaki par 2,5 pm, ievérojami
uzlabojas atdaliSanas efektivitate, un S§1 efektivitate nesamazinas, palielinot pliismas
atrumu [38]. Literatiira [38] atrasta informacija, ka ar UPLC metodi kustigas fazes patérins
samazinas vismaz par 80 %, salidzinot ar HPLC.

UPLC darbibas  pamatprincipi ir  aprakstami ar van  Demtera
vienadojumu (1.1. formula), kas izskaidro teoretiska Skivja augstuma H atkaribu no kustigas

fazes lineara atruma u [37-40]:
B
H=A+Z+Cu (1.1.)

kur u — kustigas fazes linearais atrums un 4, B, C ir konstantes:
* A ir virpuldifizijas un plismas sadalijuma komponenta ieguldijums joslas

paplasinajuma (1.2. formula) [37, 39].
A= 21d, (1.2))
kur A — pildijuma konstante, d, — sorbenta dalinu diametrs.

* B ir garendifuzijas ieguldijums (1.3. formula). Garendifuzija ir paradiba, kad parauga

molekulas kustigaja fazg izklied€jas ar1 bez jebkadas argjas iedarbibas [37, 40].
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kur vy ir likumainibas faktors un Dy, — parauga difuzijas koeficients.

(1.3.)

e (ir masas parneses konstante (1.4. formula). Masas parnese raksturo analita molekulu

parvietoSanos kustigaja un nekustigaja fazes [37, 40].

(== —— L -4 (1.4,

kur k£’ ir kapacitates faktors, dr — nekustigas fazes slana biezums un Dj;;, — parauga

diftizijas koeficients nekustigaja faze.

Konstantes 4, B un C var att€lot grafiski ka teorétiska skivja augstuma H funkciju no

kustigas fazes lineara atruma u (1.1. att.).

......

A 4 skaits

Optimals skivju
skaits

g &

1.1.  att. Individuali attelotas van Demtera vienadojuma konstantes

Konstantes 4 funkcija ir horizontala taisne. Konstante 4 ir atkariga no kolonnas
uzpildisanas kvalitates un nav atkariga no kustigas fazes plismas atruma. Ta arT parada, ka
analita molekulas iziet dazadas trajektorijas, parvietojoties starp sorbenta dalinam kolonna.
CieSu novietotu maza izméra sorbenta dalinu lietoSanas rezultata iegiist Saurakas joslas,
augstaku atdaliSanas efektivitati un jutibu, ko atspogulo konstantes A vertibas samazinasanas

[37, 40].
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Lielas dalinas Mazas dalinas

1.2.  att. Sorbenta dalinu diametra ietekme uz joslas platumu (konstante 4)

Garendifuzijas ieguldijums (konstante B) ir lejupejosa likne. Tas nozimé, ka
palielinoties kustigas fazes linearajam atrumam u, teorétiskais skivja augstums H samazinas.
Konstantes B vértiba nav atkariga no sorbenta dalinu izméra. Konstante rada ar to, ka,
palielinoties kustigas fazes atrumam u, parauga molekulas uzturas kolon

na 1saku laiku, un rezultata iegutas joslas ir Saurakas (1.3. att.) [37, 40].

Mazs linears attums Liels linears atrums

1.3. att. Kustigas fazes lineara atruma ietekme uz joslas platumu (konstante B)

Masas parneses konstante C ir augos$a lineara teorétiska skivja augstuma H funkcija no
kustigas fazes lineara atruma u. Parauga molekulas var nonakt sorbenta poras un p&c tam
difundgt atpakal kustigaja fazg, bet $is process prasa laiku, kura molekulas, kas nenonak poras,
paspgj parvietoties talak uz priekSu. Ta rezultata josla paplasinas mazak, ja nekustigas fazes
dalinas ir mazakas. Ja kustigas fazes atrums u ir liels, tad attalums starp poras imobiliz&tam
parauga molekulam un tam, kas ir parvietojusas talak, ir lielaks, neka gadijuma, kad atrums u
ir mazs. No ta izriet, ka joslu paplaSinajuma samazinaSanai plusmas atrumam u ir jabut Iénakam

(1.4. att.) [37, 40].

18



Liels linears atrunms Mazs linears attums

1.4. art. Kustigas fazes lineara atruma ietekme uz uz joslas platumu (konstante C)

Van Demtera likne veidojas, apvienojot konstantes 4, B un C ieguldijumus. Veicot
hromatografisku atdaliSanu, pielietojot kustigas fazes atrumu, kas atbilst Iiknes zemakajam
punktam, iegiist visaugstako atdaliSanas efektivitati un izSkirtsp&ju [37]. Samazinot sorbenta
dalinu diametru d, samazinas konstantes C slipums — tas ir pamatprincips, kas darbojas UPLC
tehnologijas. Sorbents ar dalinu diametru d, 1,7 um nodro$ina 2-3 reizes mazaku teorétiska
Skivja augstumu H neka dalinas ar diametru 3,5 um (1.5. att.). Turklat zemakas H vértibas tiek
sasniegtas pie lielaka kustigas fazes lineara atruma [38, 39]. Ir atrasta informacija, ka UPLC
apstaklos samazinot sorbenta dalinu izméru 3 reizes, nemot 3 reizes 1saku kolonnu un palielinot
kustigas fazes atrumu 3 reizes, hromatografiska atdaliSana veikta 9 reizés atrak, neka HPLC
apstaklos, ar tadu pasu izskirtspgju [38]. ST iemesla dé] UPLC analizei izmanto Tsas, ar maza

izméra dalinam piepilditas kolonnas, lai paatrinatu atdaliSanu un uzlabotu efektivitati.

Optimals diapazons / S

3.5 jun

1.7 pm

il R e e e e

T T T Ll L] T T T T 1
03 ! 13 ) 23 3 b B 4 As

u, mL/min

1.5. att. Van Demtera liknes, sorbenta dalinu diametra ietekme uz teorétiska skivja

augstumu
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1.3. Augstas izSkirtspéjas Orbitrap masspektrometrija

Bez iekrieks apskatitam hromatografiskajam metodém p&dgjo piecpadsmit gadu laika
attistas vel viena instrumentala metode, kas dod iesp&ju veikt vienlaicigu daudzkomponentu
analizi — augstas izSkirtspgjas masspektrometrija (HRMS). Metodes strauja attistiba
galvenokart ir saistita ar tas jutibu, specifiskumu un dazada veida analizatoru pieejamibu.
HRMS metodi ir iesp&jams apvienot ar Skidrumu vai gazu hromatografiju, ka art izmantot tie$as
infuzijas rezima. Tie$as infuzijas pieejas novitate ir saistita ar iesp&u panakt maisijuma
komponentu uzticamu strukturalu profileSanu 1sa laika. Tiesas infuizijas HRMS ir atra un
preciza metode dazadu vielu identificéSanai un kvantificéSanai kompleksos paraugos, tas
galvénas prieksrocibas ir neliels parauga daudzums un Tss analizes laiks (daZas miniites uz vienu
analizi) [41-43]. V&l viena tiesas infuizijas priekSrociba, salidzinot ar HPLC metod€m, ir stipri
hidrofilu un hidrofobu savienojumu identificé$ana un kvantific€Sana, kas parasti nav iesp&jama,
izmantojot konvencionalu apgrieztas fazes C18 hromatografiju [44].

Tiesas infuzijas reZima pielietosanai ir instrumentali ierobezojumi — zemas izskirtsp&jas
masspektrometri nenodro$ina izvairiS$anos no matricas efektiem, kas var radit jonu signalu
nomakSanu vai pastiprinasanu. Turklat zemas izskirtsp&jas masspektrometri nelauj izskirt
izobaros savienojumus (ar vienadam nominalam masam, bet atSkirigam precizam masam) [41,
42, 45]. HRMS platformas spgj parvarét vai vismaz samazinat tos ierobezojumus. HRMS
instrumenti, tadi ka FTICR un Orbitrap, savienojumiem ar mazu molekularo masu (zem 1000
Da) nodrosina |oti precizus masas merijjumus ar ppm-kartas precizitati [45, 46]. Tom&r FTICR
instrumenti nav populari speciga un darga magnétiska lauka nepiecieSamibas un laikietilpiga
optimizacijas procesa dél [45].

Orbitrap tiek uzskaitits par vienu no modernakiem masas analizatoriem. Pirmo Orbitrap
masspektrometru kompanija Thermo Fisher Scientific izlaidija tirgt tikai 2005. gada. Taja ir
apvienoti vairaki vecako metozu principi: Kingstona jonu slazds, Paula jonu slazds un FTICR
[47]. Pedgjo desmit gadu laika masspektrometri, kuru pamata ir Orbitrap analizators,
nepartraukti uzlabojas, un to sp&jas paplasinas. Miisdienas ir pieejami vairaku veidu Orbitrap
detektori, kas atSkiras ar jonu SkelSanas tehnologijam (CID, HCD), ka ari jonu Skiro$anas
soliem, izmantojot tandéma kvadrupolu. Visus Orbitrap masspektrometrus var iedalit tris
grupas: LTQ Orbitrap, Q Exactive/Exactive Orbitrap un Orbitrap Fusion. Galvenie Orbitrap
masspektrometra elementi ir paraditi 1.6. attela.

Orbitrap iekartas izmanto divus jonizacijas avotu veidus: atmosferas spiediena kimiska
jonizacija vai elektroizsmidzinasanas jonizacija [48, 49]. P&c jonizacijas procesa caur radio
frekvences lécam notiek jonu parnese uz transporta kvadrupolu. Radio frekvences l&cas un

transporta kvadrupols parvieto jonus ar dazadam masas/ladina (m/z) attiectbam no atmosferas

20



spiediena apstakliem uz augsta vakuuma zonu [47, 49]. Transporta kvadrupols pilda arT masu
filtra funkciju, ar to palidzibu iesp&jams izvéleties konkrétu m/z attiecibu vai noteiktu m/z

diapazonu [47].
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. Paraugu silditajs

Izsmidzinatajs

1.6. att. Eksperimentala Orbitrap masspektrometra principiala shema

Uzglabasanas kvadrupola jonu parvietosanas atrums samazinas sadursmes ar inertu gazi
un elektrisko lauku ietekmes d&]. Saja posma joni tiek uzkrati un fokuséti izejas virziena lidz
Orbitrap analizei. P&c 1. lécas impulsveida atvérSanas, telpiski fokuseti jonu kili 1sa laika
perioda (100 — 200 ns) tiek stumti uz Orbitrap masas analizatoru. Joni tiek paatrinati ar novirzes
1€cu sistému un p&c tam ievaditi Orbitrap analizatora. Joni ar lielaku m/z attiecibu sasniedz
Orbitrap velak, neka joni ar mazaku m/z attiecibu [47, 49]. Orbitrap analizators sastav no
ieks€ja un argja elektrodiem, kas rada elektrisko lauku (1.7. att.). Joni taja tiek ievaditi ar
salidzino$i lielu atrumu perpendikulari ieks$€jam elektrodam. Ievadito jonu kilu atrums
kombinacija ar pielikto elektrisko lauku izraisa jonu svarstibu ap ieksgjo elektrodu ar konstantu
trajektoriju. Analizatora iek fiks€ta jonu mijiedarbiba ar argjo elektrodu, kas ir atkariga no
aksialo oscilaciju frekvencém. Atra Furjé transformacija tiek izmantota, lai iegiitu jonu m/z

vertibas ar dazadam oscilaciju frekvences vértibam un parveérstu informaciju masspektra [47].

1.7. att. Orbitrap masas analizators
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Modernakie Orbitrap masspektrometri, pieméram Q Exactive, ir aprikoti ar papildus
iericém, tadam ka C-slazds un oktopola sadursmju Suna (1.8. att.). C-Slazds ir uzlabots jonu
slazds, kuru var salidzinat ar jau aprakstito uzglabasanas kvadrupolu — no oktopola parvietoti
joni C-slazda tiek bremzgeti. UzglabaSanas kvadrupola gadijuma Orbitrap veiktspgja ir
ierobezota, jo kvadrupola kapacitate lielu jonu skaitu uzglabaSanai ir limiteta. C-Slazda
kapacitate, pateicoties specialai konstrukcijai, ir lielaka, salidzinot ar kvadrupolu, Iidz ar to
paaugstinas Orbitrap jonu uzglabasanas jauda. C-Slazda joni tiek akumul&ti un to energijas tieck
lidzsvarotas gazveida slapekla atmosfera. [50]. Turklat HCD Siina nodrosina efektivaku jonu

fragmentaciju, kuras rezultata iegiist kvalitativaku masspektru.

El_(.D C-slazds Kvadrupols
Suna

A

L1
%-\ﬂ: Radio

V.‘ frekvences lécas

Orbitrap

— 4

H

Jonizacijas
avots

kd

1.8. att. Q Exactive Orbitrap masspektrometra shéma

Masu izskirtsp&ja — iekartas spgja iegit atdalitus signalus joniem ar minimalu masu
starpibu, — ir svarigs MS parametrs. Orbitrap tehnologiju attistibas rezultata ir raditi
masspektrometri, ar kuriem ir iesp&jams sasniegt masu izskirtsp&ju Iidz pat 500000 [47, 51].
Augsta precizitate (zem 5 ppm) tandéma ar augstu izskirtsp&ju samazina iesp&jamo kimisko

struktiiru skaitu, kas var ietekmét kvantitativu noteikSanu.
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1.4. Prasibas farmaceitiska preparata analizes metodes validacijai
Misdienas analitisko metozu validacija ir stingri pieprasita procedura, kas ir
nepiecieSama zalu registracijas procesa. Validacijas praktiska vértiba ir tada, ka jau izstrades
procesa var identific€t analizes metodes triikumus un noverst tos. Validacijas eksperimentu
rezultati sniedz izpratni par metodologiju un parada, cik svarigi ir stingri ievérot metodes
parametrus. Izmantojot analizei validéto metodi, biitiski samazinas varbitiba iegut kliidainus
rezultatus. Prasibas un rekomendacijas analitisko metozu validacijai farmaceitiskajiem
preparatiem ir aprakstitas vairakos normativajos dokumentos, svarigakie no tiem ir:
* [ICH Q2(R1) — Analitisko procediiru validacija: teksts un metodologija;
* FEudralex:
o 3AQI3A — Analitisko procediiru validacija: metodologija;
o 3AQI4A — Analitisko procediiru validacija: definicijas un terminologija;
* USP/Pamatinformacija <1225> — Farmakopejas metozu validacija;
* FDA vadlinijas ripniecibai:
o Hromatografisko metozu validacija;

o Analttiskas procediiras un metozu validacija.

No harmonizéSanas viedokla svarigaka ir ICH vadlinija [41], kas ir obligata ASV,
Japana un Eiropas Savienibas valstis.

Katram gatavo zalu formu analizes veidam (pamatvielas saturs, piemaisijumu
daudzums, identitates pieradiSana) ir atSkirigas prasibas un parametri validacijai. Pamatvielas
satura noteikSanai pienemts parbaudit zemak apliikotos parametrus [41].

Selektivitate. Raksturo metodes sp€ju noteikt analiz€jamo vielu citu gatavas zalu
formas sastavdalu klatbtitné. Analiz€jamo vielu noteik$anai nedrikst traucét placebo (gatavo
zalu formas neaktivo komponentu un tehnologisko piedevu maisijums) un $kidinasanas vides
signali.

Pieméram, Skidrumu hromatografijas gadijuma selektivitati var panakt, izv€loties
kolonnu ar piem&rotu sorbentu un geometriju, ka ari regul&jot hromatografiskos apstak]us,
tadus ka kustigas fazes sastavs un pH, gradienta slipums, kolonnas temperatiira un detekt€Sanas
vilna garums [42].

Linearitate. Raksturo sakaribu starp detektora signala intensitati un analizejamas vielas
koncentraciju parauga noteikta intervala robezas. Linearitates pieradijumam atlauts izmantot
standartvielu Skidumus, kas ir pagatavoti, atSkaidot standarta pamatSkidumu lidz vajadzigam
koncentracijam, vai katras koncentracijas Skidumu pagatavoSanai izmantojot atseviskus

iesvarus. Pagatavo vismaz 5 standartSkidumus (parasti izmanto 80 %, 90 %, 100 %, 110 % un
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120 % no darba koncentracijas. Linearitates parbaudé iegiitus rezultatus att€lo grafiski ka
signala intensitates funkciju no analiz€jama standartSkiduma koncentracijas un veic statistisko
novert§jumu. Statistiskai datu apstradei visbiezak izmanto mazako kvadratu metodi, ar to
aprékina taisnes vienadojumu (virziena koeficientu un brivo locekli), korelacijas koeficientu un
novirzu kvadratu summmu. AtbilstoSi Eiropas Farmakopejas prasibam korelacijas
koeficientam jabtut ne mazakam par 0,99.

Precizitate. Demonstré sakaribas pakapi starp neatkatigiem rezultatiem, kuri ir iegtti
pie noteiktiem nosacijumiem. Precizitati ietekmé tikai gadijuma kludas. Atbilstosi ICH
vadliniju prasibam noveérteésanu veic trijos [imenos:

* Atkartojamiba. Noverté viens analitikis, izmantojot vienu iekartu, tos pasus
reagentus un Skidumus, veicot vismaz seSas noteikSanas standartSkidumam 100 %
koncentracija.

* Laboratorijas precizitate. Atkariga no metodes izmantosanas apstakliem: laiks,
analitikis, iekarta utt. Nav nepiecieSams parbaudit katru faktoru atseviski, bet
ieteicams tos novertet, veicot piemerotu eksperimentu.

* Atgistamiba. Ir nepiecieSama, ja ir javeic analitiskas metodes standartizacija.
Noverte tada pasa veida ka atkartojamibu un laboratorijas precizitati, bet izmantojot
starplaboratoriju rezultatus. Dod iesp&ju veikt metodes parnesi uz citu laboratoriju

bez atseviskas procediiras.

Katram precizitates veidam ir jaizverté standartnovirze, relativa standartnovirze un
ticamibas intervals.

Pareiziba. Parada rezultatu atbilstibu realam analiz&jamas vielas saturam parauga visa
darba koncentraciju diapazona. Analitiskas metodes pareiziba atspogulo sistematiskas kltidas
esamibu vai neesamibu. To noverte, salidzinot matricai pieliktos un atgiitos analizejamas vielas
daudzumus. Pareizibas parbaudei gatavo 9 standartSkidumus tris koncentraciju Iimenos, kas
aptver visu darba diapazonu (piem&ram 80 %, 100 % un 120 % no darba koncentracijas).

Robustums. Raksturo metodes stabilitati pret nelielam, bet apzinatam novirz€ém no
metodika aprakstitajiem eksperimenta nosacijumiem un metodes izmanto$anas piemé&rotibu
rutinas darbam. Vert§jot metodes robustumu, analiz€ informaciju, kas ir iegiita metodes
izstrades laika, un piever§ uzmanibu apstakliem, kas varétu ietekmét rezultatus. Robustuma

faktori katrai metodei ir specifiski, piem&ram, skidrumu hromatografijas gadijuma tie var but:
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* kustigas fazes sastavs;

* kustigas fazes pH;

¢ dazadas kolonnas (piem&ram, atSkirigas sorbentu sérijas);
* kolonnas temperatira;

* kustigas fazes plusmas atrums.

Sistémas funkcionéSanas tests ir hromatografisko analizes metozu neatnemama dala,
kuru izmanto, lai pieraditu, ka hromatografiskas sist€émas darbspgjas atkartojamiba un
iz8kirtspg&ja ir pietickamas precizu rezultatu iegiiSanai. Tests balstas uz koncepcijas, ka iekartas,
elektronika, analitiska metode un paraugi veido veselu nedalamu sistému, kuru ta kopa art ir

javerta.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantotas iekartas un reagenti

2.1.1. Reagenti

metanols, tirs hromatografijai (Sigma-Aldrich);

dejonizéts tidens, attirits ar Milli-Q iekartu, R > 18 Q-cm;

natrija heptansulfonats (Merck);

salsskabe, ~37 % (Stanlab);

orto-fosforskabe, 85 % (Acros);

prepardta A placebo maisijums, izgatavots, ievérojot raZotaja tehnologiskos
noradijumus;

preparata B placebo maisijums, izgatavots, ievérojot razotaja tehnologiskos

noradijumus.

2.1.2. Standartvielas

CaD, tiriba 97,1 % (Merz);

CYS, tiriba 99,4 % (Merz);

ABA, tiriba 99,7 % (Fisher Chemical);,
THI, tiriba 99,7 % (Merz);

NIC, tiriba 99,9 % (Sigma-Aldrich);
PYR, tiriba 99,6 % (Acros);

RIB, tiriba 98,7 % (Acros);

ASC, tiriba 100,0 % (Sigma-Aldrich);

2.1.3. Izmantota aparatira, programmatiira un trauki

augstas izskirtsp€&jas masspektrometrs (Thermo Scientific Q Exactive), kas savienots ar
UHPLC sistemu (Thermo Accela UHPLC);

ultra-efektiva Skidrumu hromatografiska sistéma ar UV-VIS detektoru (Waters
Acquity UPLC);

analitiskie svari, sverSanas precizitate = 0,01 mg (Satorius BP 211 D);

pH-metrs, meérijjumu precizitate + 0,01 (WTW pH 540 GLP);

termokratitajs (INFORS AG CH-4103);

membranfiltri, 0,2 um (Whatman, Spartan RC);
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e meérkolbas, 100,0 mL, 250,0 mL, 1000,0 mL, 2000,0 mL;

* Mora pipetes, 100,0 mL;

* automatiska pipete ar mainamo tilpumu, 200-1000 pL (Gilson);
* hromatografiskas pudelites ar skeltiem korkiem, 2 mL;

e datu apstrades programmas Xcalibur 3.0, Empower 2 un Microsoft Excel 2015.

2.2. Skidrumu hromatografijas apstakli
* kolonna: 100 x 2,1 mm, C18, 1,8 um (Acquity UPLC HSS C18 SB, Waters);
* detektéSana: 210 nm;
* paraugu uzglabasanas temperatiira: 4 °C;
* kolonnas temperatiira: 30 °C;
¢ plismas atrums: 0,5 mL/min.;

* gradients:

Laiks, min. A, % B, %

0 100 0
0,45 100 0
1,35 60 40
1,70 60 40
2,35 100 0
3,00 5 95
3,70 5 95
4,50 100 0
7,00 100 0

* injekcijas tilpums: 1 pL;

e analizes laiks: 7 min.

2.3. Tiesas infuizijas augstas izSkirtspéjas masspektrometrijas apstakli
* paraugu ievadiSana masspektrometra realizéta ar hromatografa injekcijas sisteémas
palidzibu, bet neizmantotjot hromatografisko kolonnu:
- kustiga faze: iidens:metanols (1:1);
- plismas atrums: 250 pL/min.;
- injekcijas tilpums: 5 pL;
- paraugu nodalas temperatiira: 4 °C;

* jonizacijas avots: apsildams elektroizsmidzinasanas (HESI-II):



- areja gaze: 46 pienemtas vienibas;
- paliggazes pliismas atrums: 11 pienemtas vienibas;
- izsmidzinataja spriegums: 3,5/-2,5 kV (pozitivs/negativs);
- kapilara temperattra: 253 °C;
- S-Iécu Iimenis: 50 pienemtas vienibas;
- paliggazes temperatira: 406 °C;
Orbitrap detektors:
- jonizacija: pozitiva/negativa;
- iz8kirtsp&ja: 17500;
- AGC: 5-10°;
- IT: 100;
- masu diapazons: 100 — 500.

2.4. Paraugu raksturojums

Analizei izmantoja divus vitaminu saturoSus preparatus:

preparats A, kapsulas ar CYS (20 mg/kapsula), CaD (60 mg/kapsula),
ABA (20 mg/kapsula) un THI (60 mg/kapsula);

preparats B, drazejas ar CYS (30 mg/drazeja), CaD (3 mg/drazeja),
NIC (10 mg/drazeja), PYR (1,2 mg/drazeja), THI (1,2 mg/drazeja),
RIB (1,6 mg/drazeja).

Kalibrésanas un validacijas paraugu pagatavosanai izmantoja ASC, CYS, CaD, NIC,

ABA, PYR, THI un RIB standartvielas, ka ar1 preparata A un B placebo paraugus. Placebo

paraugus pagatavoja laboratorijas apstaklos, ievérojot razotaja tehnologiskos noradijumus.

2.5. Skidumu pagatavo$ana

Kustiga faze A

Merkolba (2000,0 mL) iesvéra 680 mg natrija heptansulfonata un izskidinaja apmeéram

500 mL udens. Pievienoja 100,0 mL metanola, 400 uL. 85 % orto-fosforskabes, samaisija un

piepildija kolbu ar tideni I1dz atzimei. Pievienoja 85 % orto-fosforskabi Iidz skiduma pH ir 2,15.
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Kustiga faze B
Merkolba (1000,0 mL) iesvéra 340 mg natrija heptansulfonata un iz8kidinaja 100 mL
tidens. Pievienoja ~600 mL metanola, samaisija, lava atzist un piepildija kolbu ar metanolu lidz

atzimei. Pievienoja 85 % orto-fosforskabi lidz skiduma pH ir 2,60.

0,1 N salskabes Skidums
1000 mL t@idens pievienoja 8,4 mL 37 % salskabes.

2.6. Paraugu, standartu un placebo §kidumu pagatavoSana

Iesvéra noteiktu paraugu, standartvielu vai placebo daudzumu 250,0 mL tumsa stikla
mérkolba un pievienoja ~100 mL 0,1 N salskabes $kiduma. Skidumu apstradaja termokratitaja
(40 min., 37 °C, 200 apgr./min.). Tad atdzesgja lidz istabas temperatiirai un piepildija kolbu ar
0,1 N salskabi lidz atzimei. Pirms analizes filtréja caur membranfiltru (pirmo mL neizmantoja

analizei).

2.7. Selektivitates parbaude
Metodes selektivitati parbaudija, salidzinot sava starpa zemak mingto Skidumu
hromatogrammas. Novertja analitu smailu atdaliSanas kvalitati, ka arT Skidinosas vides un

placebo maisijuma traucgjoso signalu neesamibu.

Skidinos$a vide

Pagatavoja 0,1 N salskabes skidumu (skat. 2.3. nodalu).

Udeni $kistoso komponentu individualie standartSkidumi
Pagatavoja katra komponenta individualo standartskidumu. Standartvielu iesvari un

iegiitas koncentracijas apkopotas 2.1. tabula. Skiduma pagatavoSana aprakstita 2.6. nodala.

2.1. tabula
Komponentu iesvari un standartSkidumu koncentracijas
Paraugs ASC |[CYS |CaD |NIC |ABA |PYR |THI |RIB
lesvars, mg 375 150 30 50 10 6 30 8
Koncentracija,
mg/mL 1,500 | 0,600 | 0,120 | 0,200 | 0,040 | 0,024 | 0,120 | 0,032
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Preparata A placebo Skidums
lesvéra 174 mg preparata A placebo 250,0 mL mérkolba, pagatavoja Skidumu atbilstosi

2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

Preparata B placebo Skidums
lesvéra 3000 mg prepardata B placebo 250,0 mL mérkolba, pagatavoja Skidumu

atbilstosi 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

Udeni $kistoSo komponentu maisijuma standart§kidums
Pagatavoja visu komponentu kopgjo standartskidumu. Standartvielu iesvari un iegiitas

koncentracijas apkopotas 2.1. tabula. Skiduma pagatavo3ana aprakstita 2.6. nodala.

Preparata A iideni §kistoSo komponentu un placebo Skidums
lesvéra 174 mg preparata A placebo, 10 mg CYS, 30 mg CaD, 10 mg ABA un 30 mg
THI 250,0 mL meérkolba, pagatavoja Skidumu atbilstosi 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

Preparata B iideni §kistoSo komponentu un placebo Skidums
Iesvéra 3000 mg preparata B placebo, 375 mg ASC, 150 mg CYS, 15 mg CaD, 50 mg
NIC, 6 mg PYR, 6 mg THI un 8 mg RIB 250 mL tumsa stikla mérkolba, pagatavoja skidumu

atbilstosi 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

2.8. Skidumu stabilitates parbaude

Pagatavoja visu interes€joso vielu saturosu standartSkidumu. Standartvielu iesvari un

iegiitas koncentracijas apkopotas 2.2. tabula. Skiduma pagatavo$ana aprakstita 2.6. nodala.

2.2. tabula
Komponentu iesvari un standartSkidumu koncentracijas
Paraugs ASC |CYS [CaD |[NIC |ABA | PYR |THI |RIB
lesvars, mg 375 94 24 50 10 6 21 8
Koncentracija,
mg/mL 1,500 | 0,376 | 0,096 | 0,200 | 0,040 | 0,024 | 0,084 | 0,032
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Svaigi pagatavotu standartS§kidumu nekavgjoties ievadija hromatografiskaja sist€ma.
Stabilitati parbaudija 24 stundu laika, veicot parauga analizi reizi 15 miniit€s. Katrai analizei
izmantoja paraugu no jaunas hromatografiskas pudelites (kopa 96 paraugi). Parbaudes laika
paraugi tika uzglabati automatiskaja paraugu nemsanas iericé 4 °C temperatiira.

Saja un visos turpmakajos eksperimentos iegiito rezultatu precizitates nodro§inasanai
hromatogrammu integréSanu veica automatiskaja rezima, izmantojot Empower 2 programmu.
Papildus aprekinus veica Microsoft Excel 2015 programma. Stabilitates noveértéSanai katram

savienojumam grafiski att€loja smailu laukumu atkaribu no laika.

2.9. Linearitates, precizitates un pareizibas parbaude

Linearitates, precizitates un pareizibas parbaudi veica viena piegajiena, izmantojot
vienu paraugu sekvenci. Linearitati parbaudija divam kalibréSanas Skidumu s€rijam: bez
placebo un preparata B placebo klatbuitng. Preparata A placebo ietekme netika konstatéta (skat.
3.2.1. nodalu).

2.9.1. Linearitates parbaude

Linearitates parbaudei pagatavoja 5 standartSkidumus dazados koncentracijas Iimenos:

* komponentiem, kas ir unikali katram preparatam (ASC, NIC, ABA, PYR, RIB) — 80 %,
90 %, 100 %, 110 % un 120 % koncentracijas;

* komponentiem, kas ir kopigie abiem preparatiem (CYS, CaD un THI), par zemaku
robezu nema 80 % no preparata ar mazaku analita saturu, par augstaku robezu — 120 %
no preparata ar lielaku analita saturu. Pargjie koncentraciju punkti tika aprékinati,

sadalot iegiito intervalu vienadas dalas.

1. Kalibrésanas Skidumu s@rija: iesvéra noteiktus standartvielu daudzumus (2.3. tabula)
piecas 250,0 mL tumsa stikla mérkolbas un pievienoja ~100 mL 0,1 N salskabes skiduma.
Skidumu apstradaja termokratitaja (40 min., 37 °C, 200 apgr./min.). Tad atdzesgja lidz istabas
temperatiirai un piepildija kolbas ar 0,1 N salskabi lidz atzimei.

2. Kalibrésanas skidumu sérija: piecas 100,0 mL tumsa stikla merkolbas iesvéra pa
1200 mg prepardata B placebo, katru kolbu piepildija lidz atzimei ar jau pagatavotiem references
Skidumiem. Tad visas 10 kolbas, lai divu references Skidumu sé€riju pagatavosanas apstakli
neatskirtos, apstradaja termokratitaja (20 min., 37 °C, 200 apgr./min.), atdzes€ja un pirms

analizes filtréja caur membranfiltru (pirmo mL neizmantoja analizei).

31



Komponentu iesvari linearitates parbaudei

2.3. tabula

Iesvari, mg

Savienojums | ASC CYS CaD |NIC |ABA |PYR |THI |RIB
1. Kalibrésanas

Skidums 298,24 15,32 | 11,46 | 39,34 | 15,53 4,41 4,73 6,03
2. Kalibrésanas

Skidums 337,70 57,47 | 27,13 | 45,10 | 17,95 5,37 | 20,44 7,61
3. Kalibrésanas

Skidums 374,92 97,82 | 42,23 | 52,01 | 20,82 6,07 | 37,87 8,06
4. Kalibrésanas

Skidums 42566 | 137,45| 56,97 | 58,76 | 22,75 6,70 | 55,58 9,23
5. Kalibrésanas

Skidums 45396 | 182,02 | 74,15| 61,03 | 24,25 8,13 | 72,97 | 10,20

Kalibrésanas Skidumus 1. un 5. injic§ja hromatografiskaja sist€éma sesas reizes, bet 2.,

3. un 4. — tris reizes.

Standartvielu tiribas korekciju veica saskana ar 2.1. vienadojumu:

m-P

Myor = Too (2.1.),

kur
My — Korigéts standartvielas iesvars kalibréSanas $kiduma, mg;
m — standartvielas iesvars, mg;
P — standartvielas tiriba, %.
Komponentu koncentracijas kalibréSanas paraugos

2.2. vienadojumu:

Myor

e (2.2.),

y =
kur
y — savienojuma koncentracija kalibrésanas skiduma, mg/100 mL;
2,5 — atSkaidiSanas koeficients.

Aprekinaja kalibréSanas taiSnu vienadojumus:
y=Bx+A (2.3)),

kur
y — savienojuma smailes laukums;
X — savienojuma koncentracija, mg/100 mL;
B — virziena koeficients;

A — brivais loceklis.

aprékinaja  saskana

ar
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Kalibrésanas taisnes korelacijas koeficientu aprékinaja, izmantojot 2.4. vienadojumu:

R = 2(X— Xvid) (Y~ Yvid)
VEE— Xvid)2 (Y- Yvid)?

2.4.),

kur
R — korelacijas koeficients.

Aprekinatas komponentu koncentracijas kalibréSanas paraugos:

Smailes laukums—A

Yapr = B (2.5.)

Yapr — aprekinata koncentracija
Relativa kluda (Ay, %) aprékinata, izmantojot 2.6. vienadojumu:

Ay = (Yapr = V) ¥ (2.6.)

Izmantojot ieglitos rezultatus, ar Empower 2 programmas palidzibu katram

savienojumam konstrugja divu s€riju kalibréSanas taisnes.

2.9.2. Precizitates parbaude
Precizitates parbaudei pagatavoja seSus preparata A un sesus preparata B Skidumus.

Katru skidumu injicgja hromatografiskaja sisteéma tris reizes.

Preparata A Skidums
Atvera 20 kapsulas, apvienoja to saturu, nosvéra un aprékinaja vienas kapsulas satura
vidgjo masu. Kapsulu saturu homogenizgja piesta. lesvéra ~168 mg (precizi iesvari 2.4. tabula)

100,0 mL mérkolba un pagatavoja Skidumus atbilstosi 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

2.4. tabula
Preparata A iesvari Skidumu pagatavoSanai precizitates parbaudei

1. 2. 3. 4. 5. 6.

Kapsulu satura | 16877 | 168,65 | 168,86 | 168,86 | 168,32 | 168,26
1esvars, mg

Kapsulas satura 348,13
vidéja masa, mg
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Preparata B Skidums

Nosvéra 20 drazejas, aprékinaja vienas drazejas vidéjo masu. Samala 20 drazejas

laboratorijas dzirnavinas. legiito pulveri un drazeju apvalka nesasmalcinatas atliekas parnesa

piesta un velreiz homogenizgja. lesvéra ~1350 mg (precizi iesvari 2.5. tabula) iegiita pulvera

100,0 mL tumsa stikla mérkolba un pagatavoja skidumus atbilstosi 2.4. nodala aprakstitai

metodikai.

2.5. tabula

Preparata B iesvari Skidumu pagatavoSanai precizitates parbaudei

1. 2. 3. 4. S.

DraZeju iesvars, mg | 135108 | 1351,71 | 1351,43 | 1351,24 | 135125 | 1351.3

Drazejas vidgja masa, mg 669,59

Savienojumu saturu viena kapsula/drazeja aprékinaja atbilstosi 2.7. vienadojumam:

¢ = Y-Amvid 2.7.),
BW

kur

C — savienojuma saturs, mg/kapsula (drazeja);

myiq — vienas kapsulas satura (drazeja) vidéja masa, mg

W — kapsulu satura (drazeju) iesvars, mg.

Standartnovirzi aprékinaja saskana ar 2.8. vienadojumu:

_ |X(C=Cyiq)?
S, = /—(n_ . 2.8),

kur
n — mérijumu skaits.
S, — standartnovirze.
Drosibas intervals (2.9. vienadojums):
DI = Snﬁ -100%
Vn 2.9)
kur

DI — drosibas intervals, mg;

top - Stjidenta koeficients, seSiem mérijjumiem un pie varbitibas 0,95 ir 2,571.
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Relativo standartnovirzi aprékinaja, izmantojot 2.10. vienadojumu:
Sn-100
Cvid

Sy =

(2.10.),

kur

S, — relativa standartnovirze, %.

2.9.3. Pareizibas parbaude

Katra preparata komponentu kvantitativas noteikSanas pareizibu parbaudija, analizgjot
Skidumus, kas ir pagatavoti tris koncentracijas Itmenos — 80 %, 100 % un 120 %. Katram
koncentracijas ITmenim pagatavoja tris Skidumus. Katru skidumu injicgja hromatografiskaja

sistéma tris reizes.

Preparata A komponentu standartSkidumu pagatavoSana
Devinas 250,0 mL merkolbas iesvéra noteiktus standartvielu daudzumus (2.6. tabula)

un pagatavoja Skidumus atbilstos$i 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.

2.6. tabula
Preparata A komponentu iesvari (mg) Skidumu pagatavosanai pareizibas parbaudei
Kompo 80 % * 100 % * 120 % *
-nents 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.

CYS 16,00 | 16,00 | 16,28 | 21,18 | 21,73 | 20,93 | 23,90 23,95 | 24,00
CaD 48,73 | 48,45 | 48,70 | 61,25 | 60,95 | 61,25 | 72,28 70,80 | 70,45

ABA 17,13 | 17,13 | 16,30 | 20,98 | 20,68 | 21,58 | 23,68 23,80 | 23,80
THI 49,98 | 48,98 | 48,80 59,90 | 60,63 | 60,68 | 71,60 70,85 | 70,80
* — procenti no darba koncentracijas

Preparata B komponentu standart§kidumu pagatavoSana
Devinas 250,0 mL merkolbas iesvera noteiktus standartvielu daudzumus (2.7. tabula)

un pagatavoja Skidumus atbilstos$i 2.6. nodala aprakstitajai metodikai.
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2.7. tabula

Preparata B komponentu iesvari Skidumu pagatavoSanai pareizibas parbaudei

Kompo- 80 % * 100 % * 120 % *

nents * 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
ASC 301,75] 302,30 300,80] 375,85 | 380,40, 374,38 449,18 446,75 447,95
CYS 121,33| 121,33] 120,48 149,88 150,33| 149,18 179,38 179,18 178,68
CaD 12,45/ 12,20[ 12,00 16,15 15,28 15,93] 18,05 18,20] 17,90
NIC 40,43 40,73| 41,73] 50,50, 52,13) 50,23] 60,00 59,75 59,13
PYR 493 495 4,83 6,45 6,15 6,13 6,95 6,73 7,08
THI 5,000 5,13 4,80 5,93 6,20 6,13 7,25 7,03 7,00
RIB 7,43 6,95 6,53 8,73 8,65 8,23 9,60 9,60 9,45

* — procenti no darba koncentracijas

Savienojumu saturu Skiduma aprékinaja atbilstos$i 2.11. vienadojumam:

y-4A)
Capr = B

2.11.);

Pareizibu (atgiistamibu) noteica, salidzinot aprékinatas komponentu koncentracijas

Skiduma ar patiesam koncentracijam (2.12. vienadojums):

kur

Capr*100
A= =2— (2.12),

Cpat

A — atglistamiba, %;

Capr — aprékinata komponenta koncentracija, mg/100 mL;

Cpat — patiesa komponenta koncentracija, mg/100 mL.

Standartnovirzi aprékinaja saskana ar 2.13. vienadojumu:
_ ’Z(A — Avig)?
Sp = B (2.13.).

Relativo standartnovirzi aprékinaja, izmantojot 2.14. vienadojumu:
Sn+100
Avid

S, =

(2.14.).

2.9.4. Robustuma parbaude
Katram preparatam robustumu parbaudija, veicot 2 eksperimentus:
1. eksperiments: izmantoja citu hromatografu un citu kolonnu ar atSkirigu sorbenta
seriju;
2. eksperiments: analizi veica cits analitikis.
Analizes gaita aprakstita 2.9.2. nodala.
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2.10. Augstas izSkirtspejas masspektrometriska analize
HRMS metodes izstradei izmantoja tikai preparatu B, ta ideni $kistoSus komponentus
un koncentracijas diapazonus. Parbaudija metodes selektivitati, linearitati un precizitati:
* selektivitates parbaudei pagatavoja preparata B placebo skidumu (skat. 2.7. nodalu);
* linearitates parbaudei pagatavoja standartSkidumu ar 150 % koncentraciju: iesvéra
noteiktus standartvielu daudzumus (2.8. tabula) 250,0 mL tumsa stikla mérkolba un

pievienoja ~100 mL 0,1 N salskabes skiduma.

2.8. tabula

Preparata B komponentu iesvari standart§kidumu pagatavosanai linearitates parbaudei
Komponents | ASC CYS CaD NIC PYR THI RIB
Iesvars, mg | 562,59 224,98 26,56 74,95 8,99 8,95 12,07

Skidumu apstradaja termokratitaja (40 min., 37 °C, 200 apgr./min.). Tad atdzesgja lidz
istabas temperattirai un piepildija kolbas ar 0,1 N salskabi lidz atzimei. Pagatavoja
80 %, 90 %, 100 %, 110 % un 120 % Skidumus, tumsa stikla mérkolba pievienojot
noteiktu daudzumu pagatavota 150 % standartSkiduma, prepardata B placebo un

piepildija mérkolbu lidz atzimei (2.9. tabula).

2.9. tabula
Kalibresanas §kidumu pagatavoSana
Koncentracijas Iimenis 80 %* | 90 %* | 100 %* | 110 %* | 120 %*
Meérkolba, mL 30,0 25,0 30,0 30,0 30,0
150 % standartSkidums, | ¢ ( 15,0 20,0 22,0 24.0
Il?lgcebo, mg 360 288 360 360 360

* — procenti no darba koncentracijas
* precizitates parbaudei pagatavoja seSus preparata B Skidumus atbilstosi 2.9.2. nodalas

aprakstam. Prepardata B pulvera iesvari un drazejas vidéja masa atspoguloti 2.10. tabula.
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2.10. tabula

Preparata B iesvari Skidumu pagatavoSanai precizitates parbaudei

1.

2.

3.

4.

S.

6.

Drazeju iesvars, mg

1351,30

1351,82

1350,95

1351,65

1351,73

1351,08

Drazejas vid€ja masa, mg

669,59

Pirms HRMS analizes visus iegtitos Skidumus atSkaidija 10 reizes ar dejoniz&tu tideni

un péc tam vél 2 reizes ar metanolu. Katru paraugu analizgja tris reizes.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Darba izpétita un apkopota literatiira par tideni skistoSo vitaminu noteikSanas iesp&jam,
no ka secinats, ka vispiemérotaka metode izvirzitajiem darba meérkiem ir Skidrumu
hromatografija.

Magistra darba ietvaros veikta divu farmaceitisko preparatu tideni $kistoso komponentu
izveletas hromatografiskas noteikSanas metodes optimizacija un validacija, ka arT tika izstradata

masspektrometriska kvantitativas noteikSanas metode tie$as infuzijas reZima.

3.1. Skidrumu hromatografiskas metodes optimizacija

Balstoties uz kursa darba II [44] iegltajiem rezultatiem, izveéleéti sakotngjie
hromatografijas apstakli UPLC metodes izstradei 4 un B preparatu tideni skistosSo komponentu
noteikSanai.

Vispirms, izmantojot Waters apgrieztas fazes kolonnu selektivitates diagrammu [45]
un, atbilstos$i literatiras apskata rezultatiem, fokus&joties tikai uz ar C8 un C18 sorbentu
pilditam kolonnam, bija izv€letas un parbauditas tris UPLC kolonnas (Acquity UPLC BEH CS8,
Acquity UPLC BEH C18 un Acquity UPLC HSS C18 SB), kas selektivitates un hidrofilitates
zina ir tuvakas laboratorija patlaban izmantotai HPLC kolonnai (LiChrospher 60 RP-select B
C8) (3.1. att.). Lai nodrosinatu labaku atdaliSanu, izvélgjamies 100 mm garas kolonnas, jo
analttu skaits ir liels. Visas kolonnas paradija atSkirigu selektivitati, optimalaku atdaliSanu un
smailu formu nodrosinaja Acquity UPLC HSS CI18 SB kolonna, kura tika izveleta talakiem
eksperimentiem.

Viens no galvenajiem nosacijumiem efektivas atdaliSanas sasniegSanai ir optimala
gradienta reZima izvéle. Izmantojot dazadus gradienta profilus, ir iesp&jams sasniegt labu
hromatografisko smailu atdaliSana, ka ari iev@rojami samazinat analizes laiku. Kolonnu
parbaudei gradienta rezims tika parrékinats no HPLC apstakliem uz UPLC, izmantojot Waters
Acquity UPLC Column Calculator programmu. Parrékinatais gradienta reZims nedeva
apmierinoSus rezultatus, tapec piemérotaku apstaklu mekleéSanu turpindjam, mainot sakuma
izokratiska posma garumu, gradienta slipumu un elugSanas laiku. Konstatéts, ka ir
nepiecieSama kustigas fazes B koncentracijas paaugstinasana no 40 % lidz 95 % RIB elugSanas
paatrinasanai un kolonnas atbrivoSanai no stipri sorb&tam preparatu 4 un B paligvielam.
Secinats, ka katras hromatografiskas noteikSanas beigas kolonna ir jalidzsvaro ar 100 % kustigo
fazi A ap 3,5 mintSu laika, un ka kolonnas lidzsvaroSanas laiks ir kritisks komponentu

atdaliSanas atkartojamibai.
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3.1. att. Waters apgrieztas fazes kolonnu selektivitates diagramma (ar zilu kontiru

apvilktas UPLC kolonnas)

Nolemts noteikSanai izmantots tikai vienu vilpa garumu — 210 nm, jo gan visu
analiz€jamo vielu UV-spektru uzpemsanas (skat. 1. pielikums), gan literatiiras dati [57]
apliecina, ka §T vilna garuma izmanto$ana nodroSina nepiecieSamu jutibu visu savienojumu
noteikSanai.

Lai uzlabotu CYS un NIC smailu formas, veikti eksperimenti ar pakapenisku kustigas
fazes A pH vértibas pazeminaSanu no 2,25 Iidz 1,80, pargjiem hromatografiskiem apstakliem
paliekot nemainigiem (3.2. att.). Izv€loties robezas pH ietekmes pé€tijumiem, nemam véra
kolonnas izturibas diapazonu (no pH 2 Iidz 8) un iepriek§ zinamu informaciju par dazu
komponentu (CYS un THI) izskirtsp€jas pasliktinasanos un smailu formu asimetriskumu,

izmantojot kustigo fazi A ar pH vertibu virs 2,3.
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Salidzinot 3.2. att€la apkopotas hromatogrammas, secinats, ka CYS pie pH vertibas
2,25, NIC pie pH 2,25 un 2,20 elugjas ka dubultsmailes, ka arT konstatéts, ka pazeminoties pH
vertibai, pavajinas CYS un NIC sorbcija, rezultata samazinas smailu aiztures laiki. CYS
gadijuma to var izskaidrot ar CY'S pastaveésanu vairakas jonizacijas formas, jo molekula ir divas
karboksil- un divas aminogrupas. NIC dubultsmaile un aiztures laika nobides (no 1,70 Iidz 2,10
min.) liecina par to, ka skaba vide NIC pastav pamata protonéta forma, bet, pieaugot vides pH
vertibai, protonéta NIC dala maisijuma samazinas, tapec paradas otra, neprotonéta NIC, smaile.
Analizgjot iegiito informaciju, secinats, ka optimalakas eluenta A pH robezas apmierinosai
komponentu atdali$anai ir 1,85 — 2,15. JaatzZimg, ka eluenta pH vértibas paaugstiSanai nedrikst
izmantot natrija hidroksida §kidumu, jo ta ir stipra baze, kas konkur€ ar jonu-paru reagentu —
notiek jonu-paru reagenta darbibas nomaksana. Ilep&jams, eluenta pH vértibas palielinasanai var

izmantot vajakas bazes, pieméram, natrja formiatu vai acetatu.

3.2. Skidrumu hromatogrifiskas metodes validacija

3.2.1. Metodes selektivitates parbaude
Metodes selektivitate parbaudita vizuali, salidzinot sekojoSas hromatogrammas
(2. pielikums):
* katra komponenta individualas hromatogrammas;
* visu interes€joso komponentu maisijuma hromatogramma;
¢ Skidinosas vides hromatogramma;
* preparatu A un B placebo hromatogrammas;
* preparata A komponentu un placebo maisjjuma hromatogramma;

* preparata B komponentu un placebo maisijuma hromatogramma.

Secinats, ka interes€joSo komponentu joslas ir atdalitas, preparata A gadijuma
traucgjoso signalu interesgjosa apgabala nav, bet preparata B gadijuma konstat€tas divas
kritiskas vietas: CYS un CaD elugSanas intervala detektetas nezinamo placebo komponentu
traucgjosas smailes. P&c dazu eksperimentu veikSanas (izokratiska posma garuma, gradienta
slipuma un analizes laika maina) secinats, ka, izmantojot eluentu A ar pH vertibu virs 2,10,
izSkirSana starp CYS un CaD ar placebo komponentiem nav pietickama kvantitativai

noteikSanai (3.3. att.).
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3.4. att. Preparata B hromatogrammas piemers, izmantojot eluentu A ar pH

vertibu 2,05

Bija nolemts parbaudit atdaliSanas kvalitati, izmantojot eluentu A ar pH vértibu 2,05.
Eksperiments deva pozitivo rezultatu (3.4. att.), tapec talakajiem darbiem ir izmantots eluents

A ar pH vértibu 2,05.

3.2.2. Skidumu stabilitates parbaude

Interes€joso savienojumu stabilitates novértéSanai 0,1 N salsskabes Skiduma 4 °C
temperattra veikta standartSkiduma parbaude, ievadot paraugu hromatografiskaja sistéma ik
pec 15 minttém 24 stundu laika. legiitie dati tika att€loti grafiski ka smailes laukuma funkcija

atkariba no laika.
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Par pienemamu komponentu smailu laukumu izmainu bija pienemta to samazinasanas
par 2 %, salidzinot ar sakotn&jo (apaks$€ja robeza atziméta ar sarkano Iiniju). Komponenti CYS,
NIC, ABA, PYR, RIB demonstréja nenozimigu koncentracijas izmainu 24 stundu laika (3.
pielikums), bet komponenti ASC, CaD un THI (3.5. att.) uzradija ievérojamu atsauces
samazinasanos laika. Bet neskatoties uz zinamo ASC, CaD un THI nestabilitati, pienemtajas
robezas standartvielu un paraugu $kidumi ir stabili un var tikt izmantoti analizei vismaz 16

stundas.
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3.2.3. Linearitates parbaude

Lai parliecinatos par atsauces intensitates un parauga esoSo komponentu daudzumu
savstarpgjo korelaciju, veikta kalibréSanas Skidumu analize piecu koncentraciju Itmenos,
nodrosinot intervalu no 80 % Iidz 120 % no darba koncentracijam. Nemot véra selektivitates
parbaudes rezultatus, preparata B placebo komponentu ietekmes nozimigumu izvertéSanai
linearitates parbaudi veicam gan bez placebo, gan preparata B placebo klatbutng.

legiitie rezultati liecina, ka atsauces atkariba no analitu koncentracijam gan ar placebo,
gan bez ir labi aprakstama ar linearu funkciju, korelacijas koeficienti ir apkopoti 3.1. tabula un
to vertibas atbilst izvirzitajam prasibam (ir lielaki par 0,995), iegiitie dati un aprékinatie rezultati

ir apkopoti 4. pielikuma 1. un 2. tabulas.

3.1. tabula
Kalibresanas taiSpu korelacijas koeficienti

Kalibrésana | Kalibrésana

bez placebo ar placebo
ASC 0,99915 0,99759
CYS 0,99996 0,99979
CaD 0,99996 0,99995
NIC 0,99971 0,99956
ABA 0,99937 0,99976
PYR 0,99938 0,99952
THI 0,99998 0,99999
RIB 0,99988 0,99979

Vizuali salidzinot kalibréSanas taisnes, konstatéts:

1. placebo klatbiitne ietekm& divu savienojumu noteikSanu — ASC un RIB, jo pie
salidzinama virziena koeficienta tiem atskiras brivais loceklis, kas norada uz placebo
efektu (3.6. att.);

2. CaD gadijuma pie salidzinama briva locekla atskiras virziena koeficients, kas liecina
par iesp&jamu savienojuma degradaciju hidrolizes rezultata (kalibréSanas tika iegiitas
viena péc otras) (3.7. att.);

3. pargjiem komponentiem kalibréSanas taisnes sakrit (5. pielikums).
Tapec, lai nodrosinatu precizaku ASC un RIB kvantificéSanu, nolemts turpmak,

pagatavojot kalibréSanas paraugus, pievienot tiem divu drazeju iesvaram atbilstosu preparata B

placebo daudzumu.

45



Smailes laukums, AUsmin.

Smailes laukums, AUsmin
g
>

2 6x108-]
ASC

; 20105

2
%’ i

g
3

o
R

2000 4000 8000 8000 10000

Koncentracija, mg/100 mL

120.00

200000 RIB

T

e

L Dt IEee Sy UNSN RIS RN D Sy JENN EE DX Eem

T T T_°
1.00 150 200 250

Koncentracija, mg/100 mL

3.6. att. ASC un RIB kalibréSanas taiSnu salidzinajums (ar un bez placebo)

180000.04 CaD
; 1600000
= ]
£ 140000.01
&
E’, 120000.0-
N
& 1000000
=]
Z 800000
-
= 60000.01
@ ]
2 40000.0]
= |
[ 4
£ 20000.0
—
7 ]
00
-20000.01
—
000

Koncentracija, mg/100 mL

3.7. att. CaD kalibrésanas taiSnu salidzinajums (ar un bez placebo)

46



3.2.4. Precizitates parbaude

Lai novertetu rezultatu precizitati, pagatavojam un analiz€jam katra preparata sesus
paralélus paraugus. Komponentu saturu aprékinaja, izmantojot linearitates parbaudé iegiito
kalibréSanas taiSnu vienadojumus (placebo klatbiitn€). Metodes precizitati izsaka ka relativo
standartnovirzi seSu paraugu rezultatiem.

Visu komponentu iegutie vid€jie rezultati atrodas preparatu deriguma termina
specifikacijas robezas. Prepardta A gadijuma relativa standartnovirze komponentiem seSu
paral€lu paraugu analizg ir no +0,32 lidz +1,76 (1. tabula 6. pielikuma); preparata B gadijuma
— no 0,55 lidz +£2,34 (2. tabula 6. piclikuma), kas ir labs raditajs sarezgita objekta analizg.
Lielakas rezultatu izkliedes noverotas CYS un RIB, ko, visticamak, var izskaidrot ar sliktaku
komponentu $kidibu skaba vidg, salidzinot ar citiem analitiem. Salidzinosi lielu ASC un CaD
satura izkliedi, iesp&ams, var izskaidrot ar komponentu zinamo nestabilitati. Metodes

atkartojamiba izverteta kopa ar robustumu (3.2.6. nodala) un atzita par pietickamu.

3.2.5. Pareizibas parbaude

Pareizibas parbaudei, kas raksturo sakaribu starp vielas patieso saturu parauga un
analizes rezultata iegtito vertibu, katram preparatam tika pagatavoti tris paraléli standartSkidumi
tr1s koncentracijas Itmenos, katru analizgja tris reizes.

Preparata A komponentiem atglistamiba ir robezas no 98,1 % Ilidz 102,1 %
(7. pielikums, 1. tabula), prepardata B komponentiem — no 97,7 % Iidz 101,7 % (7. pielikums,
2. tabula). Relativa standartnovirze visos gadijumos ir mazaka par 2,0 %.

legtitie rezultati apliecina, ka metode sniedz pareizus rezultatus visa darba koncentraciju

diapazona.

3.2.6. Robustuma parbaude
Nemot veéra mainigus faktorus, kuri rutinas darba varétu ietekmet metodes robustumu,
veicam divus eksperimentus, mainot:
1. eksperiments: hromatografiska sisteéma (cits hromatografs, cita kolonna ar atskirigu
sorbenta sériju);

2. eksperiments: cits analitikis.
Lai novert€tu metodes robustumu, gatavojam un analiz€jam katra preparata sesus

paral€lus paraugus, visam parbaudeém izmantojot vienas un tas pasas preparatu A un B s€rijas.

legtitie rezultati ir salidzinati ar precizitates parbaudé iegttajiem rezultatiem un ir apkopoti
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8. pielikuma. Robustuma izvert€Sanai aprékinatas relativas standartnovirzes visiem

komponentiem (3.2. tabula).

3.2. tabula
Metodes precizitate
Komponents | ASC | CYS | CaD | NIC | ABA | PYR | THI RIB
Sr, OA) _ _ _ _
Preparits A 1,92 | 1,63 1,02 0,35
S, %o 1,31 | 2,34 | 1,55 | 1,76 - 1,31 | 0,75 2,46
Preparats B ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Redzams, ka relativas standartnovirzes ir robezas no 0,35 1idz 2,46, kas ir labs rezultats.
Atsevisku komponentu paaugstinatas izkliedes pamatc€loni ir apspriesti 3.2.4. nodala.

Aprekinats un salidzinats komponentu saturs viena kapsula/drazeja (3.3. un
3.4. tabulas).

3.3. tabula
Aprekinatais preparata A komponentu saturs viena kapsula (mg/kaps.)
Komponents CYS CaD ABA THI
1. eksperiments 22,47 | 65,68 20,71 61,83
2. eksperiments 22,19 | 65,06 20,65 61,60
Precizitates parbaudes 22,12 | 65,18 | 20,64 | 61,42
rezultati
Sr, % 0,83 0,51 0,20 0,34
3.4. tabula
Aprekinatais preparata B komponentu saturs viena draZeja (mg/draz.)
Komponents ASC | CYS |CaD |NIC |PYR | THI | RIB
1. eksperiments 80,42 | 32,24 | 4,02 | 11,21 | 1,34 | 1,28 | 1,08
2. eksperiments 79,05 | 32,01 3,98 11,01 1,37 1,28 1,09
Precizitates | 9915 | 32,12 | 3,98 | 10,99 | 1,33 | 1,25 | 1,08
parbaudes rezultati
S, % 0,96 | 0,35 | 0,56 | 1,08 | 1,62 | 1,14 | 0,98

Robustuma parbaudé (3 eksperimenti) ieglito rezultatu relativa standartnovirze ir
robezas no 0,20 % lidz 1,62 % un no ta var secinat, ka visos eksperimentos iegiitie rezultati

sava starpa labi korel€ un metode ir robusta.
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3.3. Augstas izSkirtspéjas masspektrometriska analize

Meklgjot optimalus hromatografiskus apstaklus vienlaicigai komponentu noteikSanai ar
UPLC-VIS metodi, bija pienemts lémums izstradat jaunu, atru un uzticamu tideni $kistoSo
komponentu tiesas infiizijas (bez hromatografiskas sadaliSanas) Orbitrap HRMS noteikSanas
metodi. Metodes izstrades procesa, ievadot paraugu masspektrometra ar $lirces palidzibu, kura
bija izveleta ka sakotngja pieeja, noverota liela izkliede starp merijjumu atkartojumiem. Tapec,
lai uzlabotu ievadiSanas precizitati, ka ari automatiz€tu procesu nolémam veikt parauga
ievadisanu HRMS sistéma ar skidrumu hromatografu bez kolonnas.

Ka sakotngjo detekteSanas veidu pielietoja pozitivo jonizacijas rezZimu (prepardta B
masspektra pieméers paradits 3.8. att€la), jo taja parasti jonizg&jas lielaks savienojumu skaits neka
negativaja [57]. Konstatéts, ka atseviskiem savienojumiem (ASC, CY'S un CaD) ir novérojamas
lielakas signalu intensitates, veicot merjjumus negativaja rezima. Tas var biit izskaidrojams ar
to, ka matricas komponenti labak jonizgjas pozitivaja rezima, Iidz ar to taja ir nov@rojama
analitu signalu nomaksana. Galvena negativa jonizacijas rezima prieksrociba ir zemaks fona
signalu troksnis [57]. Savukart THI, RIB un NIC negativaja rezima netika detektgti, jo ir vajas
bazes, bet PYR gadijuma labaka jonizacija noverota pozitivaja reZima.

Izstradatas metodes veiktsp€ja izverteta, parbaudot linearitati un precizitati. Linearitates
noverteésana veikta placebo klatieng, izmantojot piecu punktu (80 %, 90 %, 100 %, 110 % un
120 % no darba koncentracijas) kalibraciju. Korelacijas koeficienti un kalibréSanas taiSnu

vienadojumu parametri ir apkopoti 3.5. tabula.

3.5. tabula
HRMS metodes linearitates parametri
Kompo- Jonizacijas Virziena Brivais R

nents reZims koeficients loceklis

ASC negativais 152632450 1058137236 | 0,959
CYS negativais 30446985 368857691 | 0,980
CaD negativais 190362354 55452593 | 0,959
NIC pozitivais 452567322 934000783 | 0,980
PYR pozitivais 1622679055 360140668 | 0,990
THI pozitivais 1281464282 151092055 | 0,954
RIB pozitivais 278995630 96039291 | 0,985

KalibréSanas taisnes izradija linearitati, korelacijas koeficients visiem komponentiem ir

lielaks par 0,95.
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Metodes precizitate noteikta, izmantojot seSus praparata B paral€li sagatavotus

paraugus, rezultati apkopoti 3.6. tabula.

3.6. tabula
HRMS metodes precizitates parametri
Npk Komponents, mg
ASC CYS CaD NIC PYR THI RIB
1. 77,49 34,92 3,73 9,66 1,45 1,27 1,72
2. 83,95 33,47 4,02 9,75 1,37 1,20 1,56
3. 79,80 32,83 3,63 10,25 1,39 1,24 1,67
4. 80,28 28,58 4,00 10,69 1,42 1,29 1,74
3. 75,26 32,40 3,71 10,36 1,42 1,24 1,66
6. 82,08 33,20 4,41 11,32 1,33 1,41 1,63
videjais 79,81 32,57 3,92 10,34 1,40 1,28 1,66
Sh 3,12 2,13 0,29 0,62 0,04 0,07 0,06
DI 3,27 2,24 0,30 0,65 0,04 0,08 0,07
Se, % 3,9 6,6 7,3 6,0 3,1 5,8 3,9

legiitas relativas standartnovirzes ir robezas no 3,1 % lidz 7,3 %. HRMS metodes
rezultati salidzinati ar UPLC-VIS precizitates parbaude iegttajiem rezultatiem (3.7. tabula) —

abos gadijumos parbaude veikta vienai un tai pasai preparata B s€rijai.

3.7. tabula
HRMS un UPLC-VIS metoZu rezultatu salidzinajums

Komponents, mg
ASC CYS | CaD NIC PYR | THI | RIB
HRMS 79,81 | 32,57 | 3,92 10,34 1,4 1,28 | 1,66
UPLC-VIS 79,15 32,1 3,98 10,99 1,33 1,25 1,65
AC, % -0,83 -1,46 1,51 5,91 -5,26 | -2,40 | -0,61

Metode

Tiesas infuzijas HRMS analiz€ iegitie rezultati atSkiras no UPLC-VIS rezultatiem ne
vairak ka par 5,91 %, no ta var secinat, ka abu metozu rezultati labi korelg.

Ar HRMS metodi ieglitajiem rezultatiem ir noveérojamas diezgan lielas izkliedes, ko var
izskaidrot ar neviendabigas jonu pliismas ietekmi uz komponentu analitisko signalu

intensitatém. Metodes precizitati ieplanots uzlabot, pielietojot ieks€jo standartu metodi.
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3.4. MetoZu salidzinajums

Patlaban visu interes€joSo komponentu noteikSanai laboratorija izmanto tris dazadas

metodes (3.8. tabula).

3.8. tabula
Patlaban izmantotas @ideni SkistoSu komponentu noteik§anas metodes
Komponents, preparats Analizes metode
CYS, CaD, ABA, THI (preparats A);
HPLC-UV
CaD, NIC, PYR, THI, RIB (prepardats B)
CYS (preparats B) HPTLC-UV
ASC (preparats B) Potenciometriska titréSana

Izmantojamas hromatografiskas metodes ir laikietilpigas: viena HPLC analize ilgst 60
miniites, viena HPTLC analize — 90 minttes. Savukart titréSanas metodei, salidzinot ar
Skidrumu hromatografiskam metodém, ir priekSrociba — ta ir bezstandarta metode, bet ta ka
laboratorija paraugu skaits ir liels un tas nepartraukti pieaug, radas nepiecieSamiba optimizéet
komponentu kvantific€Sanas procesu — izstradat atraku metodi, ar kuru biitu iesp&jams noteikt
visus Udent $kistoSos komponentus vienlaicigi, abu preparatu analizei izmantojot vienu
kalibrésanu.

Ar izstradatajam UPLC un HRMS metodém izdevas panakt ievérojamus rezultatus —
UPLC analizes laiks ir 7 minites, bet HRMS analize ilgst 1 minditi. Salidzinot sava starpa
izstradato UPLC un HRMS metozu veiktsp&ju, secinats, ka miisu gadijuma prieksroka ir UPLC
metodei, jo, neskatoties uz to, ka ta ir ilgaka neka HRMS analize, iegutie validacijas rezultati
tai ir labakie.

Savukart izstradata tiesas infiizijas HRMS metode ir laba un atra skrininga metode
tident $kistoSo vitaminu noteikSanai, kuru ir iesp&jams izmantot ne tikai farmaceitisko produktu

analizei, bet arT jebkura cita matrica, pieméram, dazados partikas produktos.
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SECINAJUMI

Izstradata un optimizéta ultra efektiva Skidrumu hromatografijas metode divu
farmaceitisko preparatu tident skistosSo komponentu (8 analiti) vienlaicigai noteikSanai.
Izstradata ultra efektiva Skidrumu hromatografijas metode ir lineara, preciza un
raksturojama ar apmierinosu atgiistamibu un pareizibu.

Izstradata jauna tie$as infuzijas augstas izSkirtsp&jas Orbitrap masspektrometrijas
metode Gident $kistoSo vitaminu noteikSanai. Veikta metodes linearitates un precizitates
parbaude.

Izstradatas ultra efektiva Skidrumu hromatografijas un tiesas infuzijas augstas
iz8kirtsp&jas Orbitrap masspektrometrijas metodes ieverojami samazina laika un citu

resursu ieguldijumu, salidzinot ar patlaban izmantojamam metodem.
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PIELIKUMI

1. Pielikums. Analizéjamo savienojumu molekularas absorbcijas spektri

2.0

1.5

Abs

1.0

0.5

0.0

2.0/

1.5

Abs

1.0

0.5

0.0

200 300 400
Wavelength (nm)

ASC molekularas absorbcijas spektrs

200 300 400

2.0 |/

1.5

Abs

0.5

0.0

Wavelength (nm)
CYS molekularas absorbcijas spektrs

200 300 400
Wavelength (nm)

CaD molekularas absorbcijas spektrs

ASC

500

CYS

500

500

59



2.0 |
\,
1.5 ‘1{
[72] |
=]
< |
1.0 t\
1.
\
0.5 \\
. /’"\
0.0 —_—
200 300 400
Wavelength (nm)
NIC molekularas absorbcijas spektrs
25 ,
/\
2.0
1.5 |
w |
2 ‘
< |
1.0 |

o5 \/ \

\
\

0.0 -

200 300 400
Wavelength (nm)
ABA molekularas absorbcijas spektrs
N
25 /|
I
‘\
2.0 \
15 \
= \
<C ;‘l
1.0 \
\ /\
0.5 \\\\ / \\
\
\, ,// \\
0.0 - — —
200 300

400
Wavelength (nm)

PYR molekularas absorbcijas spektrs

NIC

500

ABA

500

PYR

500

60



THI
,/'\!
/|
20 |
|
\
1.5 |
7]
2 ‘
< 1
1.0 |
|
\
\
0.5 \
0.0 e s
200 300 400 500
Wavelength (nm)
THI molekularas absorbcijas spektrs
RIB
2.5 /|
/\
1
2.0 l‘
15 |
(7] |
o) |
<< \'.
1.0 ‘@1
“1 / \
WRVAN
__,, - \\\‘,7
0.0
200 300 400 500

Wavelength (nm)
RIB molekularas absorbcijas spektrs

61



2. Pielikums. Selektivitates parbaude
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3. pielikums. Stabilitates parbaude
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4. Pielikums. Linearitates parbaude

1. tabula
Komponentu linearitates parbaudes rezultati (bez placebo)
- aprs apr.vid. n, M
Bents | N |V s | locekls | Koeficients | 1oomt | myrover | AT% | tomp | So%
1.1. 288046 6,232 0,62
1.2. 287075 6,211 0,28
1.3. 6.19 286557 6,200 6.201 0,11 0.018 0.29
1.4. 286367 6,196 0,04
1.5. 285933 6,187 -0,11
1.6. 285812 6,184 -0,15
2.1. 329822 7,125 -0,47
2.2. 7,16 330233 7,133 7,130 -0,35 0,005 0,07
2.3. 330173 7,132 -0,37
3.1. 385927 8,324 0,25
ABA 3.2. 8,30 386975 | -3499 46784 8,346 8,336 0,52 0,011 0,14
3.3. 386581 8,338 0,42
4.1. 418655 9,023 -0,54
4.2. 9,07 417971 9,009 9,018 -0,70 0,008 0,09
4.3. 418529 9,021 -0,57
5.1. 447790 9,646 -0,26
5.2. 446753 9,624 -0,48
5.3. 9.67 446660 9,622 9.648 -0,50 0.038 0.40
54. 446895 9,627 -0,45
5.5. 447787 9,646 -0,26
5.6. 451397 9,723 0,54
1. tabula

69



(turpinajums)

- mg/ 1 mail Brivai Virzi(?na aprs Mg/ 1 apr.vi n, Mg/

Kl(l):,lllllt)so Npk v n%i " lZSlllku::lSS locevkliz koeﬁsc1ent v ng/ w mg/lpﬂi) (;;IL AY, % ISOO mgL Se, %o
1.1. 1407394 119,877 0,49
1.2. 1402743 119,469 0,14

1.3. 119,30 1399558 119,189 119,28 -0,09 0.34 0,29
1.4. 1398836 119,126 -0,14
L.5. 1398824 119,125 -0,14
1.6. 1396441 118,916 -0,32
2.1. 1577741 134,828 -0,19

2.2. 135,08 1579488 134,981 134,99 -0,07 0,16 0,12
2.3. 1581491 135,157 0,06
3.1. 1761771 150,979 0,67

ASC |32 149,97 1765395 | 41514 11394 151,297 151,16 0,89 0,16 0,11
3.3. 1764176 151,190 0,82
4.1. 1910603 164,042 -1,18

4.2. 166,00 1907783 163,794 163,91 -1,33 0,12 0,08
4.3. 1908972 163,898 -1,27
5.1. 2114747 181,958 0,21
5.2. 2108920 181,447 -0,08

5.3. 181,58 2110629 181,597 182,08 0,01 0.75 0.41
54. 2110708 181,604 0,01
5.5. 2120324 182,448 0,48
5.6. 2131404 183,420 1,01
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1. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivai.s Virzi.ena Y apr, mg/ 100 Y apr.vid., AY, % Sn, mg/ S, %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL 100 mL
1.1. 25386 4,415 -0,81
1.2. 25259 4,392 -1,32
1.3. 4,45 25184 4,379 4,396 -1,62 0.017 0.39
1.4. 25282 4,396 -1,23
L.5. 25405 4,418 -0,74
1.6. 25173 4,377 -1,66
2.1. 60278 10,587 0,47
2.2. 10,54 60323 10,595 10,586 0,55 0,009 0,09
2.3. 60220 10,577 0,38
3.1. 94011 16,554 0,93
CaD 3.2 16,40 94022 429 5653 16,556 16,557 0,94 0,003 0,02
3.3. 94049 16,561 0,97
4.1. 125498 22,124 -0,01
4.2. 22,13 125447 22,115 22,114 -0,05 0,011 0,05
4.3. 125376 22,103 -0,11
5.1. 163004 28,759 -0,14
5.2. 162501 28,670 -0,45
5.3. 28.80 162520 28,673 28.764 -0,44 0.119 041
54. 162670 28,700 -0,35
5.5. 163206 28,795 -0,02
5.6. 164285 28,986 0,65
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1. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivai.s Virzi.ena Y apr, mg/ 100 Y apr.vid., AT, % Sn, mg/ S, %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL ’ 100 mL i
1.1. 38968 6,134 0,71
1.2. 38931 6,129 0,62
1.3. 6,09 38997 6,138 6.17 0,77 0.06 0.91
1.4. 38909 6,126 0,57
L.5. 39632 6,226 2,21
1.6. 39833 6,253 2,66
2.1. 159457 22,708 -0,62
2.2. 22,85 159883 22,766 22,72 -0,37 0,05 0,20
2.3. 159228 22,676 -0,76
3.1. 276541 38,813 -0,21
CYS 3.2 38,89 279066 | -5628 7270 39,160 38,94 0,69 0,19 0,49
3.3. 276862 38,857 -0,09
4.1. 389766 54,387 -0,48
4.2. 54,65 389646 54,371 54,35 -0,51 0,05 0,10
4.3. 389022 54,285 -0,67
5.1. 521091 72,451 0,11
5.2. 518471 72,091 -0,39
5.3. 72,37 521333 72,484 72.48 0,16 0,32 0.45
54. 519340 72,210 -0,22
5.5. 522677 72,669 0,41
5.6. 525032 72,993 0,86
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1. tabula

(turpinajums)
Kompo- mg/ 1 mail Brivai Virziefna aprs Mg/ 1 apr.vi S., mg/
1(1)en[t)s0 Npk. ’ II%L " l?lllkulilss locevkliz koeﬁscwnt T mE/ w mgllpﬂi) (:;IL AT, % 100 mgL Se, %o
1.1. 1081445 15,806 0,65
1.2. 1077340 15,746 0,26
1.3. 15,70 1075768 15,723 15,731 0,12 0,043 0.27
1.4. 1074417 15,703 -0,01
1.5. 1076069 15,727 0,14
1.6. 1073045 15,683 -0,14
2.1. 1221026 17,858 -0,81
2.2. 18,00 1222385 17,878 17,878 -0,70 0,019 0,11
2.3. 1223599 17,896 -0,60
3.1. 1422369 20,819 0,27
NIC 3.2. 20,76 1423019 | 6440 68012 20,828 20,832 0,32 0,016 0,08
3.3. 1424502 20,850 0,42
4.1. 1594158 23,345 -0,48
4.2. 23,46 1592291 23,317 23,335 -0,60 0,015 0,07
4.3. 1593989 23,342 -0,49
5.1. 1659749 24,309 -0,22
5.2. 1655309 24,244 -0,49
5.3. 2436 1655870 24,252 24,324 -0,46 0.102 0,42
54. 1656019 24,254 -0,45
5.5. 1664344 24,377 0,06
5.6. 1673096 24,505 0,58
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1. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivai.s Virzi.ena Y apr, mg/ 100 Y apr.vid., Ay, % Sn, mg/ S, %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL 100 mL
1.1. 137251 1,755 0,16
1.2. 136779 1,748 -0,20
1.3. 175 136630 1,746 1,747 -0,31 0,004 0.25
1.4. 136462 1,744 -0,44
L.5. 136582 1,746 -0,35
1.6. 136281 1,742 -0,58
2.1. 163914 2,110 -1,09
2.2. 2,13 164060 2,112 2,113 -1,00 0,003 0,15
2.3. 164390 2,116 -0,79
3.1. 189285 2,448 1,53
PYR |32 2,41 190025 | 5567 75055 2,458 2,454 1,93 | 0,005 0,21
3.3. 189871 2,456 1,85
4.1. 205778 2,668 0,24
4.2. 2,66 205326 2,662 2,665 0,01 0,003 0,11
4.3. 205580 2,665 0,14
5.1. 247084 3,218 -0,35
5.2. 246397 3,209 -0,64
5.3. 3.3 246554 3,211 3221 -0,57 0,016 0.51
54. 246549 3,211 -0,57
5.5. 247855 3,228 -0,03
5.6. 249586 3,251 0,68
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1. tabula

(turpinajums)
. - Virziena
Soents | Nk | e | ocekiis | Koeticient | T T L | A% | oL, | %
1.1. 96994 2,3848 0,69
1.2. 96254 2,3668 -0,07
1.3. 237 96092 2,3629 23704 -0,24 0.0075 0.32
1.4. 96367 2,3696 0,04
1.5. 96379 2,3699 0,05
1.6. 96324 2,3685 0,00
2.1. 121296 2,9763 -0,43
2.2. 2,99 121305 2,9765 2,9804 -0,42 | 0,0069 0,23
2.3. 121791 2,9883 -0,03
3.1. 129182 3,1682 0,07
RIB 3.2, 3,17 129208 -994 41088 3,1689 3,1682 0,09 0,0007 0,02
3.3. 129149 3,1674 0,05
4.1. 148089 3,6284 0,08
4.2. 3,63 147925 3,6244 3,6271 -0,03 | 0,0023 0,06
4.3. 148094 3,6285 0,08
5.1. 163481 4,0030 -0,09
5.2. 163112 3,9940 -0,31
5.3. 4,01 163168 3,9954 4,0070 -0,28 0.0168 0,42
5.4. 163223 3,9967 -0,25
5.5. 163995 4,0155 0,22
5.6. 164890 4,0373 0,77
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1. tabula

(turpinajums)
- mg/ 1 mail Brivai Virzie.:na aprs Mg/ 1 apr.vi n, M
Kl(l’glllt’s" Npk. v H%L " l:ukunelz locevkliz koeﬁsc1ent o n?ﬁ mg/lpﬂi) (;;IL A, % ISOO mgI/J Se, %o
1.1. 41132 1,910 1,34
1.2. 40676 1,889 0,23
1.3. 1,88 40663 1,888 1,898 0,20 0,008 0.43
1.4. 40961 1,902 0,92
1.5. 40852 1,897 0,66
1.6. 40915 1,900 0,81
2.1. 175447 8,070 -0,90
2.2 8,14 175557 8,075 8,076 -0,84 0,006 0,08
2.3. 175728 8,083 -0,74
3.1. 329148 15,119 0,21
THI 3.2. 15,09 330134 | -507 21804 15,164 15,138 0,51 0,023 0,15
3.3. 329430 15,132 0,30
4.1. 482311 22,144 0,00
4.2. 22,14 481926 22,126 22,139 -0,08 0,012 0,05
4.3. 482412 22,148 0,02
5.1. 632446 29,029 -0,14
5.2. 631600 28,990 -0,28
5.3. 29,07 631639 28,992 29,067 -0,27 0.117 0.40
54. 631822 29,001 -0,24
5.5. 633990 29,100 0,10
5.6. 638145 29,291 0,75
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Komponentu linearitates parbaudes rezultati (ar placebo)

2. tabula

Soente | Npde | PURIY L ame | locelis | kocticients| " mb | mgiobmL | AT% | ihomt, | 5%
1.1. 286076 6,236 0,69
1.2. 285919 6,233 0,64
1.3. 6.19 284757 6,207 6.212 0,22 0.019 031
1.4. 284779 6,208 0,23
L.5. 284570 6,203 0,16
1.6. 283799 6,186 -0,12
2.1. 324745 7,089 -0,97
2.2. 7,16 325504 7,106 7,101 -0,74 0,011 0,15
2.3. 325653 7,109 -0,69
3.1. 379445 8,295 -0,09
ABA 3.2. 8,30 379482 | 3275 45348 8,296 8,312 -0,08 0,029 0,35
3.3. 381761 8,346 0,52
4.1. 414517 9,069 -0,05
4.2. 9,07 414893 9,077 9,073 0,05 0,004 0,05
4.3. 414790 9,075 0,02
5.1. 440724 9,646 -0,25
5.2. 441610 9,666 -0,05
5.3. 9.67 441125 9,655 9.636 -0,16 0,027 0.28
54. 440693 9,646 -0,26
5.5. 438713 9,602 -0,71
5.6. 438751 9,603 -0,70
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2. tabula

(turpinajums)
- aprs apr.vid. ns M
Svenne” | Npe | PIE IO PR ] ookl | keeicients | e g0 mL | A7 % toomt, | Sn%

1.1. 1306950 119,861 0,47
1.2. 1306392 119,811 0,43
1.3. 119,30 1299377 119,181 119,35 -0,10 0.41 0.34
1.4. 1300180 119,253 -0,04
1.5. 1299265 119,171 -0,10
1.6. 1295203 118,806 -0,41
2.1. 1472676 134,741 -0,25
2.2. 135,08 1475595 135,004 134,93 -0,06 0,17 0,13
2.3. 1476185 135,057 -0,02
3.1 1642556 149,995 0,02

ASC 3.2. 149,97 1643067 | -27940 11137 150,041 150,28 0,05 0,45 0,30
3.3. 1651558 150,803 0,56
4.1. 1813588 165,352 -0,39
4.2. 166,00 1813871 165,378 165,35 -0,38 0,03 0,02
4.3. 1813162 165,314 -0,42
5.1. 1997572 181,872 0,16
5.2. 2000765 182,159 0,32
5.3. 181,58 2002673 182,330 181,76 0,41 0.49 027
54. 1997626 181,877 0,16
5.5. 1989918 181,185 -0,22
5.6. 1989596 181,156 -0,24
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2. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivais | Virziena | 7y ,pr, mg/ 100 Y apr.vid., Ay, % Spn, mg/ S.. %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL i 100 mL "
1.1. 23452 4,438 -0,29
1.2. 23499 4,447 -0,08
1.3. 4,45 23347 4,418 4,421 -0,74 0.019 0.43
1.4. 23327 4,414 -0,82
1.5. 23323 4,414 -0,84
1.6. 23219 4,394 -1,29
2.1. 55210 10,520 -0,16
2.2. 10,54 55169 10,512 10,515 -0,24 0,004 0,04
2.3. 55180 10,514 -0,22
3.1. 86729 16,556 0,94
CaD 3.2. 16,40 86761 275 5222 16,562 16,583 0,97 0,043 0,26
3.3. 87132 16,633 1,41
4.1. 115491 22,064 -0,29
4.2. 22,13 115961 22,154 22,072 0,12 0,078 0,35
4.3. 115153 21,999 -0,58
5.1. 151194 28,901 0,35
5.2. 150839 28,833 0,11
5.3. 28.80 151068 28,876 28.779 0,27 0.105 0.37
5.4. 150281 28,726 -0,26
5.5. 149850 28,643 -0,54
5.6. 150120 28,695 -0,36
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2. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivai.s Virzi.ena Y apr, mg/ 100 Y apr.vid., Ay, % Sn, mg/ S.. %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL i 100 mL ’
1.1. 43092 6,351 4,26
1.2. 38978 5,783 -5,06
1.3. 6.09 42319 6,244 6.22 2,51 0.24 3.87
1.4. 43648 6,427 5,52
L.5. 43457 6,401 5,08
1.6. 41559 6,139 0,79
2.1. 161503 22,688 -0,71
2.2. 22,85 162329 22,802 22,72 -0,21 0,08 0,33
2.3. 161290 22,658 -0,84
3.1. 275970 38,481 -1,06
CYS 3.2 38,89 276571 | -2937 7248 38,563 38,64 -0,85 0,20 0,52
3.3. 278745 38,863 -0,08
4.1. 390788 54,322 -0,60
4.2. 54,65 392179 54,514 54,51 -0,25 0,19 0,34
4.3. 393478 54,693 0,08
5.1. 537242 74,528 2,98
5.2. 520012 72,151 -0,30
5.3. 72.37 521936 72,416 72.50 0,06 1,01 1,40
54. 519871 72,131 -0,33
5.5. 518177 71,898 -0,65
5.6. 518016 71,875 -0,68
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2. tabula

(turpinajums)
Kompo- mg/ 1 mail Brivai Virzie'na aprs Mg/ 1 apr.vi S., mg/
l(l)enlt)s0 N-p-k. v 1§£ " lzukm:lss locerli: koefisc1ent v ng/ " mg/lpﬂb (:;L Ay, %o 100 mgL Se %o
1.1. 1073738 15,780 0,48
1.2. 1076411 15,820 0,74
1.3. 15,70 1071389 15,744 15,761 0,25 0.037 0.23
1.4. 1072388 15,759 0,35
1.5. 1071862 15,751 0,30
1.6. 1069217 15,711 0,04
2.1. 1206460 17,800 -1,14
2.2. 18,00 1207689 17,818 17,822 -1,03 0,025 0,14
2.3. 1209698 17,849 -0,86
3.1. 1398316 20,719 -0,21
NIC 3.2 20,76 1398999 | 36801 65713 20,730 20,766 -0,16 0,072 0,35
3.3. 1406882 20,849 0,42
4.1. 1574477 23,400 -0,24
4.2. 23,46 1576060 23,424 23,409 -0,14 0,013 0,06
4.3. 1574676 23,403 -0,23
5.1. 1637847 24,364 0,00
5.2. 1637569 24,360 -0,01
5.3. 2436 1638986 24,382 24318 0,08 0.062 0.26
54. 1634942 24,320 -0,18
5.5. 1629967 24,244 -0,49
5.6. 1629719 24,241 -0,50
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2. tabula

(turpinajums)
Kompo- N.p.k. v, mg/ 100 Smailes Brivai.s Virzi.ena Y apr, mg/ 100 Y apr.vid., Ay, % Sn, mg/ S.. %
nents mL laukums loceklis | koeficients mL mg/100 mL i 100 mL ’
1.1. 135547 1,755 0,18
1.2. 135447 1,754 0,11
1.3. 175 134821 1,745 1,747 -0,37 0,006 0,34
1.4. 134914 1,746 -0,30
L.5. 134770 1,744 -0,41
1.6. 134366 1,739 -0,72
2.1. 161922 2,108 -1,16
2.2. 2,13 162238 2,112 2,112 -0,96 0,004 0,17
2.3. 162458 2,115 -0,82
3.1. 186384 2,436 1,04
PYR 3.2. 2,41 186499 | 4561 74641 2,438 2,442 1,10 0,009 0,35
3.3. 187553 2,452 1,68
4.1. 204501 2,679 0,66
4.2. 2,66 204541 2,679 2,680 0,68 0,002 0,07
4.3. 204773 2,682 0,79
5.1. 245158 3,223 -0,18
5.2. 245618 3,230 0,01
5.3. 323 245462 3,227 3.219 -0,05 0.010 0.30
54. 244898 3,220 -0,29
5.5. 244016 3,208 -0,65
5.6. 243956 3,207 -0,68
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2. tabula

(turpinajums)
- aprs apr.vid. ny M
Spents | Npe | DI ams | tocekdis | koeficients | mt | mgovmr | % | toomi | 5%

1.1. 105740 2,3689 0,01
1.2. 105986 2,3750 0,27
1.3. 2,37 105443 2,3616 2.3650 -0,30 0.0062 0.26
1.4. 105572 2,3648 -0,16
1.5. 105470 2,3622 -0,27
1.6. 105281 2,3576 -0,46
2.1. 131346 3,0010 0,39
2.2. 2,99 131432 3,0031 3,0001 0,47 0,0035 0,12
2.3. 131155 2,9963 0,24
3.1. 137284 3,1476 -0,58

RIB 3.2. 3,17 137456 | 9773 40511 3,1518 3,1564 -0,45 0,0118 0,37
3.3. 138182 3,1697 0,12
4.1. 157403 3,6442 0,51
4.2. 3,63 157548 3,6478 3,6474 0,61 0,0031 0,08
4.3. 157653 3,6504 0,68
5.1. 171967 4,0037 -0,07
5.2. 172230 4,0102 0,09
5.3. 4,01 172208 4,0097 3.9984 0,08 0.0119 0.30
54. 171765 3,9987 -0,20
5.5. 171224 3,9854 -0,53
5.6. 171115 3,9827 -0,60
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2. tabula

(turpinajums)
Spents | e | PR s | tocekdis | koeficients | | mt | mgovmr | % | toomi | 5%
1.1. 49388 1,918 1,76
1.2. 49208 1,909 1,31
1.3. 1.88 48964 1,898 19006 0,72 0.011 0.55
1.4. 48898 1,895 0,55
1.5. 48869 1,894 0,48
1.6. 48803 1,890 0,32
2.1. 182893 8,086 -0,70
2.2 8,14 183045 8,093 8,0941 -0,61 0,008 0,10
2.3. 183248 8,103 -0,50
3.1. 333101 15,027 -0,40
THI 3.2. 15,09 333225 | 7889 21642 15,033 15,0584 -0,36 0,050 0,33
3.3. 335020 15,116 0,19
4.1. 488620 22,213 0,32
4.2. 22,14 488919 22,227 22,2231 0,38 0,009 0,04
4.3. 488987 22,230 0,39
5.1. 637491 29,092 0,07
5.2. 638766 29,151 0,27
5.3. 29,07 638064 29,118 29,0541 0,16 0,086 0.30
54. 636908 29,065 -0,02
5.5. 634712 28,963 -0,37
5.6. 634126 28,936 -0,46
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5. Pielikums. KalibréSanas taisnes
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PYR

\

150000
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6. Pielikums. Precizitates parbaude

1.tabula
Preparata A noteikSanas analizes precizitates parbaudes rezultati
C, mg
1. 2. 3. 4. 5. 6.
paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | Cyig,mg | S,,mg | DLLmg | S,, %
1. 20,29095 | 20,72697 | 20,70442 | 20,53857 | 20,47387 | 20,89087
2. 20,37918 | 20,78294 | 20,77707 | 20,50141 | 20,54565 | 20,86184
ABA 3. 20,43324 | 20,79501 | 20,80546 | 20,50289 | 20,57958 | 20,86137
vidéjais 20,368 20,768 20,762 20,514 20,533 20,871 20,64 0,19 0,20 0,94
Sr, % 0,35 0,17 0,25 0,10 0,26 0,08
1. 63,33551 | 66,10088 | 66,01615 | 64,21413 | 65,52101 | 65,24574
2. 64,02122 | 66,20167 | 66,34457 | 64,09942 | 65,45774 | 65,31338
CaD 3. 63,66996 | 66,27657 | 66,24087 | 64,06952 | 65,82099 | 65,29627
videjais 63,676 66,193 66,201 64,128 65,600 65,285 65,2 1,1 1,1 1,63
Sr, % 0,54 0,13 0,25 0,12 0,30 0,05
1. 22,46590 | 21,99803 | 21,73190 | 21,67454 | 21,65446 | 22,55021
2. 22,43896 | 21,90527 | 21,71125 | 21,66921 | 21,68277 | 22,66669
CYS 3. 22,28062 | 21,93160 | 21,44008 | 21,68250 | 21,99908 | 22,40909
videjais 22,395 21,945 21,628 21,675 21,779 22,542 22,0 0,4 0,4 1,76
Sr, % 0,45 0,22 0,75 0,03 0,88 0,57
1. 61,50648 | 61,46125 | 61,09413 | 61,41863 | 61,17268 | 61,37229
2. 61,76428 | 61,56744 | 61,36876 | 61,18472 | 61,14538 | 61,40809
THI 3. 61,96865 | 61,59256 | 61,30182 | 61,23388 | 61,52330 | 61,39360
videjais 61,746 61,540 61,255 61,279 61,280 61,391 61,42 0,19 0,20 0,32
Sr, % 0,38 0,11 0,23 0,20 0,34 0,03
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2. tabula
Preparata B noteikSanas analizes precizitates parbaudes rezultati
C, mg
1. 2. 3. 4. 5. 6.
paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | paraugs | C,is, mg Sn, mg DI, mg Sr, %
79,17627 | 79,61405 | 77,46856 | 79,15272 | 79,90166 | 79,22814
79,17486 | 80,24917 | 77,34402 | 79,08873 | 80,23001 | 79,21556
78,61015 | 80,30388 | 77,04982 | 78,96869 | 80,31963 | 79,64064
videjais 78,987 80,056 77,287 79,070 80,150 79,361 79,2 1,0 1,1 1,31
ASC Sr, % 0,41 0,48 0,28 0,12 0,27 0,30
3,92345 | 3,90716 | 4,05322 | 4,03086 | 3,98308 | 3,98778
3,91226 | 3,95251 | 4,02744 | 4,01474 | 4,00731 | 3,99350
3,87360 | 3,93646 | 4,02259 | 4,04438 | 4,00770 | 3,98986
videjais 3,903 3,932 4,034 4,030 3,999 3,990 3,98 0,05 0,06 1,34
CaD Sr, % 0,67 0,58 0,41 0,37 0,35 0,07
31,41574 | 33,27955 | 31,78057 | 32,43995 | 32,25393 | 32,34239
30,63498 | 32,45042 | 31,66536 | 32,46834 | 32,37048 | 32,28755
30,40634 | 32,4474 | 31,53753 | 33,42122 | 32,43581 | 32,53859
vidéjais 30,819 32,726 31,661 32,777 32,353 32,390 32,1 0,8 0,8 2,34
CYS Sr, % 1,72 1,47 0,38 1,70 0,28 0,41
10,99231 | 11,01750 | 10,81893 | 10,99484 | 11,11362 | 10,94497
10,9779 | 11,11181 | 10,79365 | 11,02583 | 11,13733 | 10,94476
10,92364 | 11,12844 | 10,76863 | 11,01409 | 11,15861 | 11,00133
vidéjais 10,965 11,086 10,794 11,012 11,137 10,964 10,99 0,12 0,13 1,08
NIC Sr, % 0,33 0,54 0,23 0,14 0,20 0,30
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2. tabula
(turpinajums)

C, mg

1.
paraugs

2.
paraugs

3.
paraugs

4.
paraugs

5.
paraugs

6.
paraugs

Cyig, mg

Sp, mg

DI, mg

Sr, %o

PYR

1,32884

1,34026

1,30870

1,33430

1,34970

1,31786

1,32994

1,35210

1,30676

1,33779

1,35246

1,31762

1,32015

1,35378

1,30318

1,33623

1,35520

1,32842

vidéjais

1,326

1,349

1,306

1,336

1,352

1,321

Sr, %

0,40

0,55

0,21

0,13

0,20

0,47

1,332

0,017

0,018

1,31

RIB

1,62742

1,65160

1,66766

1,68524

1,60038

1,64957

1,61360

1,62892

1,64780

1,67220

1,60693

1,65026

1,64186

1,65558

1,65324

1,69963

1,61133

1,64769

videjais

1,628

1,645

1,656

1,686

1,606

1,649

Sr, %

0,87

0,87

0,62

0,81

0,34

0,08

1,65

0,03

0,03

1,63

THI

1,25674

1,25614

1,24949

1,24938

1,24197

1,24061

1,25313

1,26411

1,24471

1,24705

1,24957

1,23483

1,24109

1,26861

1,25123

1,2504

1,25192

1,25183

vidéjais

1,250

1,263

1,248

1,249

1,248

1,242

Sr, %

0,66

0,50

0,27

0,14

0,42

0,70

1,250

0,007

0,007

0,55

&9




7. Pielikums. Pareizibas parbaude

1. tabula
Preparata A noteikSanas analizes pareizibas parbaudes rezultati
CYS
Koncent- A
racijas | Nr.pk. Coprrmg | A, % | A", % 0}:" Su, % | DL % | Sy, %
Iimenis
1.1. 6,35639 99,92
1.2. 6,27058 98,57
1.3. 6,19353 97,36 | 98,62
2.1. 6,24070 98,10
80 % 2.2. 6,27294 98,61
2.3. 6,16886 96,97 | 97,89
3.1. 6,34365 98,03
3.2. 6,39285 98,79
3.3. 6,40222 98,94 | 98,59
1.1. 8,36440 99,35
1.2. 8,24698 97,95
1.3. 8,32267 98,85 | 98,72
2.1. 8,49646 98,36
100% | 2.2. 8,44898 | 97,81 98,1 | 05 0,4 0,5
2.3. 8,55892 99,09 | 98,42
3.1. 8,09345 97,28
3.2. 8,14079 97,85
3.3. 8,07992 97,12 | 97,42
1.1. 9,30858 97,96
1.2. 9,27644 97,62
1.3. 9,35316 98,43 | 98,00
2.1. 9,29025 97,56
120 % 2.2. 9,22936 96,92
2.3. 9,30846 97,75 | 97,41
3.1. 9,46283 99,17
3.2. 9,35003 97,98
3.3. 9,30244 97,49 | 98,21
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1. tabula

(turpindjums)
CaD
Koncent- Avig
racijas | Nr.p.k. Coprsmg| A, % | A% 0}; > | Sn,% | DL % | Si, %
ITmenis
1.1. 19,15230 | 101,20
1.2. 19,13042 | 101,09
1.3. 19,18957 | 101,40 | 101,23
2.1. 19,27312 | 102,42
80 % 2.2 19,22592 | 102,17
2.3. 19,34254 | 102,79 | 102,46
3.1. 19,29887 | 102,03
3.2 19,29170 | 101,99
3.3. 19,28325 | 101,95 | 101,99
1.1. 24,26668 | 102,01
1.2. 2432422 | 102,25
1.3. 24,50040 | 102,99 | 102,41
2.1. 24,12197 | 101,90
100 % | 2.2. 24,13563 | 101,95 102,1 | 04 0,3 0,4
2.3. 24,13429 | 101,95 | 101,93
3.1. 2441627 | 103,14
3.2 2423514 | 102,37
3.3. 24,15893 | 102,05 | 102,52
1.1. 28,74834 | 102,41
1.2. 28,65244 | 102,07
1.3. 28,66619 | 102,12 | 102,20
2.1. 28,06836 | 102,07
120 % 2.2 28,05094 | 102,01
2.3. 28,03874 | 101,96 | 102,01
3.1. 27,98591 | 102,28
3.2 27,89373 | 101,94
3.3. 27,93113 | 102,08 | 102,10

91




1. tabula

(turpindjums)
ABA
Koncent- A
liﬁcija.s Nr.p.k. Coprsmg| A, % | A% 0}:” Sn,% | DL, % | S;, %
Iimenis
1.1. 6,97144 | 102,08
1.2. 6,99907 | 102,48
1.3. 6,99595 | 102,44 | 102,33
2.1. 6,80567 99,65
80 % 2.2 6,82561 99,94
2.3. 6,79435 99,49 | 99,69
3.1. 6,57510 | 101,15
3.2 6,57526 | 101,15
3.3. 6,55540 | 100,85 | 101,05
1.1. 8,40312 | 100,46
1.2. 8,41865 | 100,64
1.3. 8,45018 | 101,02 | 100,71
2.1. 8,42661 | 102,20
100% | 2.2. 8,47319 | 102,77 101,2 | 1,0 0,8 1,0
2.3. 8,46564 | 102,67 | 102,55
3.1. 8,81524 | 102,45
3.2 8,76713 | 101,89
3.3. 8,77408 | 101,98 | 102,11
1.1. 9,52572 | 100,89
1.2. 9,51700 | 100,80
1.3. 9,49846 | 100,60 | 100,76
2.1. 9,51719 | 100,27
120 % 2.2 9,46707 99,74
2.3. 9,48707 99,95 | 99,99
3.1. 9,64134 | 101,58
3.2 9,68321 | 102,02
3.3. 9,68651 | 102,06 | 101,88
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1. tabula

(turpindjums)
THI
Koncent- Avig
racijas | Nr.p.k. Capr, Mg A, % | A, % % > 1 S, % | DI, % | Si, %
Iimenis
1.1. 19,67394 98,81
1.2. 19,74199 99,16
1.3. 19,73969 99,14 | 99,04
2.1. 19,33986 99,12
80 % 2.2. 19,35541 99,20
2.3. 19,24486 98,63 | 98,98
3.1 19,23338 98,93
3.2. 19,23542 98,94
3.3. 19,17548 98,63 | 98,83
1.1. 23,43376 98,20
1.2. 23,51639 98,54
1.3. 23,57087 98,77 | 98,50
2.1. 24,04657 99,56
100 % | 2.2. 24,12407 | 99,88 99,1 | 05 0,4 0,5
2.3. 24,13035 99,91 | 99,78
3.1 24,09657 99,68
3.2. 23,93855 99,03
3.3. 23,97649 99,19 | 99,30
1.1. 28,30494 99,23
1.2. 28,32101 99,28
1.3. 28,29016 99,18 | 99,23
2.1. 28,18089 99,84
120 % 2.2. 28,14898 99,72
2.3. 28,23217 | 100,02 | 99,86
3.1 27,75660 98,40
3.2. 27,87483 98,82
3.3. 27,87787 98,83 | 98,69
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2. tabula

Preparata B noteikSanas analizes pareizibas parbaudes rezultati

ASC
Koncent- DI
racijas | Nr.pk. | Coypomg | A, % | A% % | A, % | Sn,% | o | Sp %
Iimenis

1.1 116,97578 | 96,91

1.2. 116,97578 | 96,55 | 96,65

1.3. 116,97578 | 96,49

2.1. 116,97578 | 97,14
80% | 2.2. 116,97578 | 96,87 | 96,81

2.3. 116,97578 | 96,42

3.1. 116,97578 | 95,87

3.2. 116,97578 | 96,29 | 96,16

3.3. 116,97578 | 96,32

1.1. 116,97578 | 98,40

1.2. 116,97578 | 97,71 | 97,99

1.3. 116,97578 | 97.86

2.1. 116,97578 | 97.85
100 % | 2.2. 116,97578 | 97,74 | 97,57 97,7 1,1 0,9 1,2

2.3. 116,97578 | 97,13

3.1. 116,97578 | 97,13

3.2. 116,97578 | 97,59 | 97,43

3.3. 116,97578 | 97,58

1.1. 116,97578 |  99.05

1.2. 116,97578 | 98.89 | 98,81

1.3. 116,97578 | 98,49

2.1. 116,97578 | 100,01
120% | 2.2. 116,97578 | 100,08 | 99,87

2.3. 116,97578 | 99,52

3.1. 116,97578 | 97,74

3.2. 116,97578 | 97,57 | 97,69

3.3. 116,97578 | 97,78
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2. tabula
(turpindjums)

CYS
Koncent- A
racijas | Nr.p.K. Coprrmg | A, % | A% .)}j,d’ Su,% | DL % | Sy, %
Iimenis

1.1. 47,85526 | 99,20

1.2. 47,96504 | 99,43

1.3. 47,61250 | 98,70 | 99,11

2.1. 4933239 | 102,27
80% |22 4729526 | 98,04

2.3. 48,09836 | 99,71 | 100,01

3.1. 4723200 | 98,60

3.2. 4732594 | 98,80

3.3. 47,67921 | 99,54 | 98,98

1.1. 59,41209 | 99,70

1.2. 59,06757 | 99,12

1.3. 5923208 | 99,40 | 99,41

2.1. 60,24877 | 100,80
100 % | 2.2. 60,37948 | 101,02 99,9 | 0,7 0,6 0,7

2.3. 60,78254 | 101,70 | 101,17

3.1. 59,73799 | 100,72

3.2. 59,89669 | 100,99

3.3. 59,86828 | 100,94 | 100,88

1.1. 71,24356 | 99,89

1.2. 71,14534 | 99,76

1.3. 71,29664 | 99,97 | 99,87

2.1. 70,94325 | 99,58
120% | 2.2. 71,07644 | 99,77

2.3. 70,90452 | 99,53 | 99,63

3.1. 70,87453 | 99,77

3.2. 7084334 | 99,72

3.3. 70,63452 | 99,43 | 99,64
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2. tabula

(turpindjums)
CaD
Koncent-
racijas | Nr.p.k. Capr, mg A, % | A% | Avia, % | Spy% | DL % | Sy, %
ITmenis
1.1. 4,86241 | 100,55
1.2. 4,88753 | 101,07
1.3. 490447 | 101,42 | 101,02
2.1. 487742 | 102,93
80 % 2.2. 4,89971 | 103,40
2.3. 485101 | 102,37 | 102,90
3.1 4,70053 | 100,85
3.2. 4,66233 | 100,03
3.3. 4,68705 | 100,56 | 100,48
1.1. 6,36924 | 101,54
1.2. 6,35632 | 101,33
1.3. 6,38716 | 101,83 | 101,57
2.1. 5,98208 | 100,83
100% | 2.2. 6,04959 | 101,97 100,7 1,3 1,0 1,3
2.3. 5,94256 | 100,16 | 100,99
3.1 6,2256 | 100,65
3.2. 6,22952 | 100,72
3.3. 6,20211 | 100,27 | 100,55
1.1. 7,1224 | 101,59
1.2. 7,1214 | 101,58
1.3. 7,13424 | 101,76 | 101,65
2.1. 6,94952 98,31
120 % 2.2. 6,94834 98,29
2.3. 6,94096 98,19 | 98,27
3.1 6,94279 99,86
3.2. 6,88559 99,04
3.3. 6,89724 99,21 | 99,37
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2. tabula

(turpindjums)
NIC
Koncent-
racijas | Nr.p.k. Capr, mg A, % | A% | Avia, % | Spy% | DL % | Sy, %
Iimenis
1.1. 16,21336 | 100,47
1.2. 16,21596 | 100,49
1.3. 16,30445 | 101,03 | 100,66
2.1. 16,34602 | 100,54
80 % 2.2. 16,31052 | 100,33
2.3. 16,23562 99.87 | 100,25
3.1 16,82635 | 101,02
3.2. 16,91669 | 101,56
3.3. 16,92821 | 101,63 | 101,40
1.1. 20,72361 | 102,80
1.2. 20,60015 | 102,19
1.3. 20,62979 | 102,33 | 102,44
2.1. 21,20893 | 101,93
100 % | 2.2. 21,19866 | 101,88 10,7 | 09 0,7 0,8
2.3. 21,07021 | 101,26 | 101,69
3.1 20,32181 | 101,36
3.2. 20,42544 |1 101,87
3.3. 20,44626 | 101,98 | 101,74
1.1. 24,53078 | 102,42
1.2. 24,48611 | 102,23
1.3. 2437854 | 101,78 | 102,14
2.1. 2451087 | 102,76
120 % 2.2. 24,53790 | 102,87
2.3. 24,42487 | 102,40 | 102,68
3.1 2421910 | 102,61
3.2. 6,88559 99,04
3.3. 6,89724 99,21 | 102,69
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2. tabula

(turpindjums)
PYR
Koncent-
racijas | Nr.p.k. Capr, mg A, % | A% | Avia, % | Spy% | DL % | Sy, %
Iimenis
1.1. 1,94730 99,54
1.2. 1,93957 99,15
1.3. 1,93775 99,06 | 99,25
2.1. 1,97344 | 100,37
80 % 2.2. 1,96663 | 100,02
2.3. 1,95877 99,63 | 100,01
3.1 1,91063 99,69
3.2. 1,92053 | 100,21
3.3. 1,92247 | 100,31 | 100,07
1.1. 2,61629 | 102,12
1.2. 2,60042 | 101,50
1.3. 2,60436 | 101,66 | 101,76
2.1. 2,40851 98,60
100 % | 2.2. 2,40698 | 98,53 99,9 1,0 0,8 1,0
2.3. 2,39235 97,94 | 98,36
3.1 2,40116 98,70
3.2. 2,41351 99,21
3.3. 2,41593 99,30 | 99,07
1.1. 2,75817 99,91
1.2. 2,75798 99,91
1.3. 2,74483 99.43 | 99,751
2.1. 2,67686 | 100,21
120 % 2.2. 2,67823 | 100,26
2.3. 2,66441 99,75 | 100,07
3.1 2,83595 | 100,92
3.2. 2,83395 | 100,85
3.3. 2,84049 | 101,08 | 100,95
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2. tabula

(turpindjums)
THI
Koncent-
racijas | Nr.p.k. Capr, mg A, % | A% | Avia, % | Spy% | DL % | Sy, %
ITmenis
1.1. 1,93731 97,25
1.2. 1,92010 96,39
1.3. 1,91833 96,30 | 96,65
2.1. 2,04919 | 100,36
80 % 2.2. 2,04043 99,93
2.3. 2,03824 99.83 | 100,04
3.1 1,90850 99,80
3.2. 1,91634 | 100,21
3.3. 1,81906 95,12 | 98,38
1.1. 2,35565 99,79
1.2. 2,32576 98,53
1.3. 2,32406 98,46 | 98,93
2.1. 2,42168 98,04
100% | 2.2. 2,43039 | 98,39 98,3 1,3 1,0 1,3
2.3. 2,42681 98,25 | 98,23
3.1 2,40338 98,49
3.2. 2,42082 99,21
3.3. 2,42004 99,17 | 98,96
1.1. 2,89923 | 100,37
1.2. 2,88359 99,83
1.3. 2,88336 99,83 | 100,01
2.1. 2,70883 96,79
120 % 2.2. 2,72026 97,20
2.3. 2,73157 97,60 | 97,19
3.1 2,69418 96,61
3.2. 2,68523 96,29
3.3. 2,70734 97,08 | 96,66
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2. tabula

(turpindjums)
RIB
Koncent-
racijas | Nr.p.k. Capr, mg A, % | A% | Avia, % | Spy% | DL % | Sy, %
ITmenis
1.1. 2,90828 99,72
1.2. 2,89781 99,36
1.3. 2,89960 99,42 | 99,50
2.1. 2,66328 97,56
80 % 2.2. 2,65570 97,28
2.3. 2,64516 96,89 | 97,24
3.1. 2,56604 | 100,12
3.2 2,58199 | 100,74
3.3. 2,58140 | 100,72 | 100,53
1.1. 3,44074 | 100,40
1.2. 3,42262 99,87
1.3. 3,42675 99,99 | 100,08
2.1. 3,47337 | 102,23
100% | 2.2. 3,47227 | 102,19 99,9 1,7 1,3 1,7
2.3. 3,45092 | 101,57 | 102,00
3.1. 3,13733 97,11
3.2 3,15460 97,64
3.3. 3,14990 97,50 | 97,42
1.1. 3,80774 | 100,98
1.2. 3,89304 | 103,24
1.3. 3,78631 | 100,41 | 101,54
2.1. 3,83094 | 101,59
120 % 2.2. 3,83079 | 101,59
2.3. 3,81005 | 101,04 | 101,41
3.1. 3,68582 99,30
3.2 3,68843 99,37
3.3. 3,70331 99,77 | 99,48
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8. Pielikums. Robustuma parbaude

Preparata A robustuma parbaudes rezultati

Nr. p. k. CYS CaD ABA THI
1. 22,60 65,68 20,44 61,96

” 2. 22,94 66,19 20,87 61,90
|5 3. 21,83 66,20 20,81 61,68
£ s 22,48 65.13 20,76 61.87
Z s 22,64 65,60 20,63 61,93
© 6. 22,34 65,29 20,77 61,66
- videjais 22,47 65,68 20,71 61,83
Si, % 1,66 0,68 0,76 0,21

1. 22,23 64,26 20,27 61,74

” 2. 22,54 66,26 20,87 61,94
|5 3. 21,98 66,24 20,82 61,65
g 4. 21,68 64,13 20,64 61,44
Z s 22,04 64,44 20,67 61,48
® 6. 22,67 65,02 20,65 61,37
videjais 22,19 65,06 20,65 61,60

Si, % 1,67 1,50 1,02 0,35

1. 22,40 63,68 20,37 61,75

S |2 21,94 66,19 20,77 61,54
£ |3 21,63 66,20 20,76 61,25
28 |4 21,68 64,13 20,51 61,28
g2 |5 22,54 65,60 20,53 61,28
5% |6 22,54 65,29 20,87 61,39
£ | vidgjais 22,12 65,18 20,64 61,42
Si, % 1,92 1,63 0,94 0,32

S: (n=18), % 1,79 1,32 0,87 0,40

1. tabula.
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Preparata B robustuma parbaudes rezultati

2. tabula.

Nr.p.k. | ASC | CYS |CaD | NIC | PYR | THI | RIB
1. 79,58 | 31,53 | 3,99 | 11,24 | 1,35| 1,28| 1,06

v 2. 80,75 | 32,33 | 4,03| 1126 1,34 1,27| 1,10
|5 3. 79,99 | 32,46 | 4,02 | 1127 133 | 1,28| 1,05
g 4. 80,56 | 32,33 | 4,03| 11,31| 1,35 1,28| 1,09
e 81,25 | 32,78 | 4,04 | 11,06 | 1,33 1,27| 1,11
© 6. 80,36 | 31,99 | 4,01 | 11,12| 1,32 1,27] 1,05
- vidgjais | 80,42 | 32,24 | 4,02 | 11,21 | 1,34 1,28 1,08
Si, % 073| 1,34| 043| 088| 088]| 038| 2027

1. 78,79 | 31,57 | 3,89 10,75| 1,39 | 1,29| 1,13

- 2. 79,55 | 32,45| 3,95 1099 | 1,35| 1,26| 1,12
|5 3. 79,25 | 32,06 | 4,05 11,04 | 1,37 1,27| 1,07
g 4. 78,70 | 31,95| 3,96 | 11,32 1,38 1,28 | 1,08
R 77,98 | 31,97 | 4,04 | 11,10 1,36 1,28 | 1,10
> 6. 80,02 | 32,09 | 4,01| 10,88 | 1,39 | 1,27| 1,06
videjais | 79,05 | 32,01| 3,98 | 11,01 | 1,37 | 1,28 | 1,09

Si, % 091 088] 1,55| 1,76| 1,16| 0,75| 2,46

1. 78,99 | 30,82 | 3,90 | 1096 | 1,33 | 1,25| 1,06

S.. L2 80,06 | 32,73 | 3,93 | 11,09 1,35| 1,26| 1,10
£ |3 77,29 | 31,66 | 4,03 | 10,79 | 1,31 1,25 1,05
25 |4 79,07 | 32,78 | 4,03 | 11,01 | 1,34 | 1,25| 1,09
g2 |5 80,15 | 32,35 | 4,00 | 11,14 | 1,35| 1,25| 1,11
59 |6 79,36 | 32,39 | 3,99 | 1096 | 1,32 1,24 | 1,05
&7 | vidgjais | 79,15| 32,12 | 398 | 10,99 | 1,33 | 1,25| 1,08
Si, % 1,31 234| 1,34| 1,08| 131|055 227

S (n=18), % 1,24 1,57| 122 1,52| 1,73| 1,10| 234
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