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Актуальність: Вибір і оптимізація умов для високоефективної рідинної хроматографії традиційно базується на методі послідовних експериментів, що є часомістким і ресурсозатратним процесом і не дозволяє об’єктивно оцінити взаємозв’язок між усіма критичними параметрами системи. Використання інструментів математичного моделювання, зокрема методології поверхні відгуку (Response Surface Methodology, RSM), дає змогу перейти від емпіричного підбору до системного аналізу параметрів досліджуваних сполук. Застосування зазначеного підходу на прикладі розділення азилсартану медоксомілу та продукту його гідролізу демонструє можливість скорочення кількості експериментів та визначення оптимальної робочої області методу. Інтеграція інструментів моделювання у практику розробки аналітичних методик сприяє підвищенню ефективності процесу їх розробки та оптимізації.
Мета роботи: Продемонструвати можливості використання програмного забезпечення DryLab з інтегрованими інструментами штучного інтелекту для побудови математичної моделі розділення азилсартану медоксомілу та продукту його гідролізу, а також визначити оптимальний склад рухомої фази для розробки методики кількісного визначення.
Методи дослідження: робота виконана на рідинному хроматографі Agilent 1100 зі спектрофотометричним(СФ) детектором та хроматографічною колонкою Zorbax Phenyl 250 × 4.6 (5 мкм). Стандартна речовина азилсартану медоксомілу (ФСЗ ДФУ), етанол 96 % “УКРСПИРТ”, вода для ВЕРХ отримана на установці Simplicity UV, Millipore, USA, ПЗ DryLab.
Результати: Для калібрування математичної моделі та побудови поверхні відгуку було підготовлено 12 варіантів рухомих фаз, що сформували експериментальну матрицю 3×4. Варіація критичних параметрів здійснювалася за наступною схемою:

1. Рівень pH амоній-ацетатного буфера: 2.0; 4.0 та 7.0.

2. Вміст етанолу (96%) у рухомій фазі: 50%, 60%, 70% та 80% (v/v).

Отримані хроматографічні дані для кожного з 12 варіантів були використані в ПЗ DryLab як вхідні дані для калібрування моделі. На основі цього набору даних було виведено рівняння поліноміальної регресії другого порядку, яке описує залежність роздільної здатності ln (Rs​) від pH та відсоткового вмісту етанолу:
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Аналіз отриманого рівняння дозволяє інтерпретувати вплив кожного параметру на ефективність розділення. Позитивний знак лінійного коефіцієнта при значенні pH (+0.979) вказує на те, що в початковому діапазоні підвищення pH сприяє зростанню роздільної здатності. Водночас від’ємний знак лінійного коефіцієнта при вмісті етанолу (-0.0302) відображає закономірність зворотньо фазової хроматографії, де збільшення частки органічного модифікатора знижує час утримування аналіту, що призводить до поступового зменшення Rs​. Наявність у рівнянні як лінійного члена pH, так і його квадрата (pH2) дозволяє моделі описувати не просто пряму залежність, а криволінійний характер процесу.

Описані математичні залежності знаходять своє візуальне підтвердження на побудованих графіках поверхні відгуку. На 3D-схемі (Рис. 1) відображено сукупний вплив обох факторів, де від’ємний квадратичний коефіцієнт pH формує характерний «купол» або пагорб. Вершина цього пагорба відповідає оптимальній робочій точці, де досягається максимальна роздільна здатність. 
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Рис.  1. 3D поверхня відгуку: вплив pH та вмісту етанолу на роздільну здатність.
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Рис.  2. 2D поверхня відгуку роздільної здатності (RSM-оптимізація).


Перехід до 2D-карти розділення (Рис. 2) дозволяє розглянути цю поверхню в проєкції, що є важливим для оцінки робастності методу. На цій схемі позначено оптимальну точку (pH 3.5, 65% EtOH) з прогнозованим значенням Rs≈13.54. Жовтим прямокутником виділено область MODR (Method Operable Design Region) у діапазоні pH 3.0–4.0 та 60–70% етанолу. Математично ця область відповідає «плато» на вершині 3D-поверхні, де похідна функції близька до нуля. Це означає, що в межах даного прямокутника будь-які незначні коливання pH або складу рухомої фази не призведуть до істотного зниження роздільної здатності.

Статистичну значущість побудованої моделі підтверджено за допомогою дисперсійного аналізу (ANOVA): для всіх основних факторів і їх взаємодій значення p-value становили <0,001, що свідчить про адекватність отриманого рівняння регресії та наявність статистично значущого впливу досліджуваних змінних. Прогноз робочої точки для обраного складу рухомої фази (pH 3.5 / 65% (v/v) EtOH) наведено в таблиці.
	Параметр
	Значення

	Характер прогнозу
	Інтерполяція (65% EtOH у межах дослідженого діапазону 50–80%)

	Прогнозоване Rs (EP)
	13.54 [95% ДІ: 10.98 – 16.69]

	Прогнозований k (АФІ)
	2.78 [95% ДІ: 1.80 – 4.29]

	R² (модель Rs)
	0.9945

	Adj. R²
	0.9899

	Q² (LOO-CV)
	0.9658


Експериментально отримане значення роздільної здатності (Rs = 11,70) узгоджується з прогнозованим значенням моделі та знаходиться в межах 95% довірчого інтервалу, що вказує на прийнятну прогностичну здатність моделі в межах дослідженого простору. Фактор утримування (k) також було спрогнозовано з достатньою точністю: відхилення між експериментальним (k = 2,85) та розрахунковим значенням (k = 2,78) становило близько 2,5%, що свідчить про узгодженість моделі з експериментальними даними.
Висновки: Застосування методології поверхні відгуку дозволило побудувати математичну модель залежності роздільної здатності системи від pH та вмісту етанолу у рухомій фазі. Отримано рівняння, яке дозволяє оцінити вплив кожного фактору на розділення азилсартану медоксомілу та його продукту гідролізу. Узгодженість експериментальних та теоретичних значень роздільної здатності й фактора утримування в межах довірчих інтервалів підтверджує прогностичну здатність та адекватність отриманої моделі.
