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IVADAS

Nepaliaujamai didéjant zmoniy skaiciui ir sparciai besivystant trec¢iyjy Pasaulio
Saliy gyvenimo lygiui, maisto poreikis vis auga. Siekiant efektyvesnés zemés
tikio pramonés buvo placiai vystoma sintetiniy/neorganiniy trgsSy gamyba. Nors
dirvos sotinimas azotu ar fosforu klasikiniais metodais yra greitas ir efektyvus,
taiau sintetiniy trgs$y naudojimas daro didelj neigiamg poveikj aplinkai bei gali
sumenkinti produkty kokybe. Siuolaikinémis Zemés iikio technologijomis
siekiama sintetinius trgSy preparatus pakeisti aplinkai draugiSkais produktais,
iSlaikant derliaus efektyvuma. Vienas i$ biity augalams jsisavinti azotg yra
natiiralios aminortig§tys. Hidrolizuoty baltymy pagrindu kuriamos Siuolaikinés
trgSos ir dirvos papildai yra natiiraliis ir ekologiski azoto S$altiniai. Svarbu
paminéti, kad augalai efektyviai jsisavina tik L-aminoriigstis, tuo tarpu D-
aminortigsciy enantiomerai yra nejsisavinami arba, kai kuriais atvejai, gali buti
net toksiski. Baltymy Sarminés hidrolizé¢, gaminant trgSas, gali sglygoti L-
aminortgs¢iy racemizacija, todél svarbus parametras, nusakantis aminortigsciy
pagrindu gaminamy tragSy kokybe yra ne tik laisvyjy amino ragsciy kiekis

tadiau ir jy enantiomerinis grynumas.

Baltymuose yra 21 natiraliai egzistuojanti aminoriigstis. Jy atskyrimui ir
nustatymui dazniausiai naudojami efektyviosios skys¢iy chromatografijos
(HPLC) metodai. Deja, tradiciniais atvirkséiy faziy skyséiy chromatografijos
metodais poliniy junginiy, tokiy kaip aminoriigstys, atskyrimas yra sudétingas
uzdavinys. Mazos polinés molekulés ar jonai silpnai sgveikauja su nepoliniu
sorbentu, todél butina anali¢iy derivatizacija, arba jony pory reagenty
naudojimas. Pastarieji, dél stipraus foninio signalo, labai apsunkina masiy
spektrometrinio (MS) detektoriaus panaudojimo galimybes. Be to,
aminoriigstys silpnai arba beveik neabsorbuoja UV-Vis bangos ilgiy srityje.
Taigi, norint chromatografiskai atskirti ir detektuoti aminoriigStis diodinés

matricos detektoriumi bitina jy derivatizacija.

Alternatyvus biidas chromatografiSkai atskirti aminoriigStis yra hidrofilinés

saveikos chromatografija (HILIC). Siame, pastaruoju metodu ypad



populiariame chromatografijos metode, naudojamos polinés stacionarios fazés,
su kuriomis stipriai sgveikauja cviterijoninés analités — aminoraigstys. Be to,
HILIC metode naudojami su MS detektoriumi puikiai suderinami lakis
buferiniai tirpalai, 0 judrioje fazéje dominuojantis organinis tirpiklis
(acetonitrilas arba metanolis) padidina anali¢iy jonizacijos efektyvuma. Sis
chromatografijos variantas puikiai tinka aminortig§¢iy sudéciai jvertinti, taiau

nesuteikia informacijos apie enantiomerinj aminortigsciy grynuma.

Tarp 21-0s nataraliai baltymuose egzistuojancios aminortigsties tik viena iS jy,
glicinas, neturi chiralinio centro. Taigi, norint jvertinti hidrolizuoto baltymo
preparato aminoriigS¢iy enantio-grynumga, reikia nustatyti net 41-os
aminoriigSties  kieki jame. Yra keletas budy atlikti enantiomery
chromatografinj atskyrima: derivatizuojant analites enantio atrankiu reagentu, j
judrig faze pridedant chiralinio modifikatoriaus arba atskyrimui panaudojant
chiraling stacionariaja faze. Pastarasis metodas yra ypa¢ patrauklus, nes
nereikalingas papildomas méginiy paruo§imas — derivatizacija, judrioje fazéje
néra junginio, kuris galéty slopinti MS detektoriaus signalg, o Siuolaikinés
chiralinés stacionarios fazés pasizymi puikiu atrankumu bei efektyvumu. Viena
i§ chiraliniy sorbenty klasiy — sorbentai makrocikliniy antibiotiky pagrindu.
D¢l funkciniy grupiy jvairovés ir sferiniy ypatumy Sie sorbentai pasiZymi

daugialype sgveika su analite ir labai efektyviu enantiomery atskyrimu.
Disertacijos darbo tikslas - istirti ir pritaikyti skys¢iy chromatografijos-
tandeminés masiy spektrometrijos (MS/MS) metodus greitam ir efektyviam
baltymy aminoriig§éiy identifikavimui ir enantioselektyviam jy nustatymui
traSose.

ISkelti uzdaviniai:

1. Optimizuoti HILIC-MS/MS metoda baltymy aminortgstims atskirti ir

identifikuoti.

2. Istirti aminortig§Ciy enantiomery atskyrimo chiralinés HPLC-MS/MS

metodu ant teikoplaninu modifikuoto sorbento ypatumus.



3. Iteisinti HILIC-MS/MS ir chiralinés HPLC-MS/MS metodus bei pritaikyti
juos baltymy aminortgsc¢iy identifikavimui ir enantioselektyviam jy
nustatymui komercinése trasose.

Ginamieji teiginiai:

1. Amido funkcinémis grupémis modifikuotas silikagelio sorbentas pasizymi

geriausiomis aminoriig§¢iy atskyrimo HILIC metodu savybémis.

2. HILIC salygomis aminortig§tys yra sulaikomos misriu pasiskirstymo ir

adsorbcijos mechanizmu.

3. Aminoriigs§¢iy sulaikymo chiraliniu teikoplanino sorbentu mechanizmas yra

giminingas jy sulaikymo HILIC metodu mechanizmui.

4. Tandeminé masiy spektrometrija daugialypiy reakcijy steb€jimo rezime yra

atrankus ir jautrus aminortigs¢iy detektavimo buidas.

5. HILIC-MS/MS ir chiralinés HPLC-MS/MS metodai yra tinkami atlikti

komerciniy tragSy analize.



1. EKSPERIMENTO METODIKA

Matavimai atlikti ultracfektyviosios skys¢iy chromatografijos sistema Agilent
1290 Infinity, nuosekliai sujungta su trigubo kvadrupolio tandeminiu masiy
spektrometru Agilent 6410 su atmosferos slégio elektropurkstuvinés
jonizacijos (ESI) jony $altiniu. Hidrofilinés sgveikos chromatografijos tyrimai
atlikti su trimis kolonélémis: Acquity BEH Amide (100 x 2,1 mm, 1,7 pm),
Acquity BEH HILIC (100 x 2,1 mm, 1,7 um) ir Atlantis HILIC (100 x 2,1
mm, 3,0 um). Chiralinés skys¢iy chromatografijos tyrimai atlikti naudojant
makrocikliniu  antibiotiku teikoplaninu  modifikuota sorbentg  Astec
CHROBIOTIC T2 (100 x 2,1 mm, 5,0 um). Duomenys surinkti ir apdoroti
programine jranga Mass Hunter 5.0 (Agilent technologies), OrginPro 8.5 ir
Avogadro 1.1.

2. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

2.1. Masiy spektrometrinis aminoriigs¢iy detektavimas

AminoriigStys — tai chiralinj centra turin¢ios cviterijoninés molekulés, kuriy
struktlirinés formulés pateiktos 1 pav. Dél savo struktiros vos kelios
aminortgStys pakankamai gerai absorbuoja Sviesa UV srityje, todél jy
tiesioginiam nustatymui fotometrinis detektorius néra tinkamas. Taciau §ios,
vandenyje besijonizuojancios analités, gali bati detektuojamos MS
detektoriumi su atmosferos slégio jonizacijos Saltiniu. Elektropurkstuviné
jonizacija puikiai tinka jonizuoti aminortigstis tiek teigiamos, tiek ir neigiamos
jonizacijos rezimais. Taciau pirminiai bandymai atskleidé, kad intensyvesni

signalai registruojami teigiamos ESI jonizacijos rezimu.

ESI parametrai buvo optimizuoti hidrofilinés saveikos ir chiralinés
chromatografijos salygoms ir yra pateikti 1 lenteléje. Dél didesnio vandens
kiekio chiralinés chromatografijos judrioje fazéje, maksimalus jonizacijos
efektyvumas pasiekiamas esant didesnéms kapiliaro jtampos ir dujy greicio

vertéms.
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1 lentelé. Optimizuoti ESI jony $altinio parametrai hidrofilinés sgveikos ir

chiralinés skysc¢iy chromatografijos metodams.

Chiraliné
Parametras HILIC N
chromatografija
Kapiliaro jtampa, kV 3 4
Dujy temperatiira, °C 300 300
Dujy srautas, 1/min 7 8
Purkstuvo dujy slégis, psi 30 30

MS/MS detektavimui buvo pasirinktas jautriausias daugialypiy reakcijy
stebéjimo (MRM) rezimas. Trigubo kvadrupolio masiy analizatoriaus
parametrai buvo optimizuoti tiesiogiai jleidziant 100 pg/l koncentracijos
anali¢ly standartus. Aminoriig§¢iy pilno skenavimo masiy spektruose
kiekvienai riigi¢iai buvo identifikuoti intensyviausi protonizuoti [M+H]" jonai,
kurie buvo izoliuoti pirmajame kvadrupolyje, suskaldyti skaldymo celéje, o
fragmentai iSanalizuoti  tre¢iuoju  kvadrupoliu. Alanino ir  prolino
fragmentacijos spektruose buvo registruojama tik po vieng intensyvy
fragmentg (2 pav.). Kitos rugstys skilo j du ir daugiau fragmenty. Kiekvienai is
ju buvo pasirinkti du intensyviausi fragmentai — vienas kiekybinei analizei, o

Kitas patvirtinimui.

[M-H,CO,+H]* Ala [M-H,CO+H]" Pro
100] 441 1004 701
[M+H]
116.0
50 50
[M+H]"
90.0
O T T T T T 0 T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Signalas (%) vs. masé/krivis {m/z) Signalas (%) vs. maseé/krivis (m/z)

2 pav. Alanino ir prolino pirmtaky jony skaldymo spektrai.



Daugeliui anali¢iy intensyviausi fragmentai susidaro atskylus karboksi ([M—
HCOOH+H]") arba karboksi ir amino ([M—HCOOH-NH;+H]") grupéms. Tuo
tarpu argininui ir triptofanui intensyviausi fragmentai buvo atitinkamai [M—
104+H]" ir [M=NHs+H]" (3 pav.). Kiekvienai analitei pasirinkti intensyviausi
MRM skilimai kartu su optimaliais jony optikos parametrais ir skaldymo

energijomis pateikti 2 lenteléje.
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1004 701 100 78
i
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o
UN
T
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50 4 504 59.1
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100 84.0 100 188.0
-
50 50+ %5'41]
[M-NH_+H]"
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\ M-CO_-NH_+H]'
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3 pav. Arginino, cisteino, lizino ir triptofano pirmtaky jony skaldymo spektrai.

Signalas (%) vs. masé/kravis (m/z)

Signalas (%) vs. masé/krivis (m/z)



2 lentelé. Optimizuoti MRM parametrai.

Aminortgstis Santrumpa Jonas MRM Jtampa, V Skaldymo
pirmtakas skilimai® energija, ev

Alaninas Ala 90 90 — 44 70 10
Argininas Arg 175 175 — 170 90 25
175 — 116 11

Asparaginas Asn 133 133 — 74 70 13
133 — 87 4

Asparto rugstis Asp 134 134 — 74 70 12
134 — 88 5

Cisteinas Cys 122 122 — 76 70 11
122 —- 59 9

Glutamo rigstis Glu 148 148 — 84 70 14
148 — 130 4

Glutaminas Gln 147 147 — 84 70 16
147 — 130 5

Glicinas Gly 76 76 — 30 70 4
76 — 48 3

Histidinas His 156 156 — 110 100 12
156 — 95 15

Izoleucinas Iso 132 132 — 69 90 16
132 — 86 5

Leucinas Leu 132 132 — 86 90 6
132 —» 69 18

Lizinas Lys 147 147 — 84 90 16
147 — 130 5

Metioninas Met 150 150 — 104 80 6
150 — 133 4

Fenilalaninas Phe 166 166 — 120 90 10
166 — 103 22

Prolinas Pro 116 116 — 70 60 14
Serinas Ser 106 106 — 60 70 8
106 — 42 18

Treoninas Thr 120 120 — 74 70 7
120 — 102 3

Triptofanas Trp 205 205 — 188 75 2
205 — 146 2

Tirozinas Tyr 182 182 — 136 60 8
182 — 165 3

Valinas Val 118 118 — 72 50 7
118 — 55 23

a — skilimas kiekybinei analizei pateiktas storesniu $riftu.

2.2. Hidrofilinés sgveikos chromatografija

Aminortigs¢iy atskyrimui HILIC metodu buvo palygintos trys stacionariosios
fazés: Atlantis HILIC, Acquity BEH HILIC ir Acquity BEH Amide.

[liustracijai 4 pav. palygintos glutamo riigsties, arginino ir prolino ekstrahuotos



jony chromatogramos, iSmatuotos trijose kolon¢lése.
aminortg$¢iy smailiy efektyvumas buvo nustatytas atskiriant ant Acquity BEH
HILIC ir Acquity BEH Amide sorbenty. Visy pirma tai susij¢ su beveik
dvigubai mazesniu S§iy sorbenty daleliy dydziu (1,7 um). Be to, Siuose
sorbentuose dalis silikagelio silanoliniy grupiy yra uzblokuotos tiltelinémis
etileno grupémis. Taip susilpninama mazinanti efektyvumag antriné saveika tarp
disocijavusiy silanoliniy grupiy ir aminortigs¢iy protonizuoty amino grupiy.

Dél truput] geresnés smailiy formos ir stipresnio sulaikymo tolimesniems

tyrimams buvo pasirinkta Acquity BEH Amide kolonélé.

1004

BEH HILIC

0

100

BEH Amide

hnd

100

Atlantis HILIC

b

4 pav. Glutamo riigsties, arginino ir prolino ekstrahuotos jony chromatogramos
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Pro (pI = 6.30)
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Signalas (%) vs. trukmé (min)

0 1 2 3 4
Signalas (%) vs. trukmé (min)

0 1 2 3 4
Signalas (%) vs. trukmé (min)

iSmatuotos su BEH HILIC, BEH Amide ir Atlantis HILIC kolonélémis.

Optimizuojant atskyrimo salygas buvo isbandyti skirtingi judrios fazés priedai:
acto rugstis, skruzdziy riigstis, amonio acetatas, amonio formiatas ir amonio
acetato/formiato ir skruzdziy rugsties misinys. 5 pav. pavaizduotos leucino,

izoleucino ir hidroksiprolino ekstrahuotos jony (m/z = 132) chromatogramos.

Geresnis daugelio



Naudojant pavienes riigstis ar jy amonio druskas (10 mmol/l) izobarinés amino
ragstys (leucinas ir izoleucinas) yra neatskiriamos. Tuo tarpu pridéjus j judrig
faze skruzdziy riig§timi partig§tintg amonio acetato ir amonio formiato misinj
(0,15 % skruzdziy rugsties, 5 mmol/l amonio acetato ir 5 mmol/l amonio

formiato) izobariniy anali¢iy atskyrimas Zenkliai pageréjo.

100 o'+ 100+ oo ] ¢ .
Acto rligstis —— Skiuzdiy rigitis ——Amonio acetatas
@
50 501 504
*
®
%
0 T T T T T ;0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 g 0 1 2 3 4 5 6
Signalas (%) vs. trukmé (min) Signalas (%) vs. trukmé (min) Signalas (%) vs. trukmé (min)
100 M 100 ®
—— Amonio formiatas i Miginys ¢ - Leucinas

» - |zoleucinas
* - Hidroksiprolinas

50 504

*

0 0 ; 7 T - S
0 1 2 3 4 5 & 0 1 2 3 4 5 6
Signalas (%) vs. trukmé (min) Signalas (%) vs. trukmé (min)

5 pav. Izobariniy aminortugsciy atskyrimas naudojant skirtingus judrios fazés
priedus. Judri fazé - 1:4 (v/v) H,O/CH3CN su atitinkamu priedu.

Aminortigs¢iy atskyrimui pasirinkus pariigStinta amonio drusky miSinj,
jvertinta Siy priedy koncentracijos jtaka smailiy formai ir detektavimo jautriui.
Nustatyta, kad ESI jonizacija daugeliui anali¢iy yra efektyviausia, Kkai
skruzdziy riigsties koncentracija yra 10 mmol/l, 0 bendra amonio acetato ir

formiato koncentracija lygi 10 mmol/l.

Siekiant jvertinti aminorfig§¢iy sulaikymo mechanizmg HILIC salygomis, buvo
istirta tirpikliy sudéties judrioje fazéje jtaka riigs§ciy sulaikymui. Sulaikymas

pasiskirstymo mechanizmu apraSomas lygtimi:

logk = logk,, — S ¢ Q)

10



k — analités sulaikymo faktorius su binarine judria faze; k,, — analités sulaikymo
faktorius, kai judria faze naudojamas grynas silpnesne eliucine geba
pasizymintis tirpiklis (acetonitrilas); ¢ — stipresnés eliucinés gebos tirpiklio
(vandens) tario dalis binaringje judrioje fazéje; S —tiesinés priklausomybés logk

- ¢ polinkis.

Sulaikymas adsorbcijos mechanizmu aprasomas lygtimi:
logk = logky — 2—; -loge 2

k — analités sulaikymo faktorius su binarine judria faze; kg — sulaikymo
faktorius, kai judria faze naudojamas grynas stipresne eliucine geba
pasizymintis tirpiklis (vanduo); ¢ — stipresnés eliucinés gebos tirpiklio
(vandens) tario dalis binaringje judrioje fazéje; A ir ny — atitinkamai analités ir

stipresnio tirpiklio sorbento pavirSiuje uzimami skerspjivio plotai.

Taigi, jel analités sulaikymas apraSomas tiesine logk priklausomybe nuo ¢, ji
sulaikoma pasiskirstymo mechanizmu, o jei tiesiné logk priklausomybé nuo
logp — adsorbcijos. Anali¢iy sulaikymo faktoriai buvo iSmatuoti keiciant
vandens tirio dalj judrioje fazéje intervale nuo 14,5 % iki 33,5 %. Abiem
sulaikymo modeliams gautos priklausomybés pavaizduotos 6 ir 7 pav. Nei
vienu modeliu aminortig§¢iy sulaikymas neapraSomas gerai: pasiskirstymo
modelio priklausomybiy koreliacijos koeficientai sieké 0,962-0,992, o
adsorbcijos modelio — 0,990-0,998. Tokie rezultatai liudija, kad aminoriigstys
HILIC rezime ant BEH Amide sorbento yra sulaikomos misriu pasiskirstymo-
adsorbciniu mechanizmu. Be to, artimesnés vienetui adsorbcijos modelio
priklausomybiy koreliacijos koeficienty vertés rodo didesng adsorbcijos

mechanizmo jtaka.

Neseniai anali¢iy sulaikymui miSriu mechanizmu HILIC sglygomis apraSyti
buvo pasitlytas naujas sulaikymo modeliu. Sis modelis jvertina analités
molekulés tiir] bei analités sgveikg ne tik su sorbentu, bet ir su judrios fazés

tirpikliais. Sulaikymas $iuo modeliu aprasSomas lygtimi:
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Ink=a+b-lnp+c-¢ 3)

k — analités sulaikymo faktorius, ¢ — stipresnés eliucinés gebos tirpiklio
(vandens) tario dalis binarinéje judrioje fazéje; a — konstanta, jvertinanti
analités molekulés thrj; b — koeficientas, jvertinantis tiesioging analités ir
sorbento sgveika; ¢ — koeficientas, jvertinantis sgveikos tarp analités ir judrios

fazes tirpikliy energija.

Visoms aminortig§tims, iSskyrus alaning, In k priklausomybiy nuo vandens
turio dalies ¢ judrioje faz¢je koreliacijos koeficienty vertés buvo didesnés nei
0,9990 (8 pav.). Apibendrinant galime konstatuoti, kad aminortgsciy
sulaikymas HILIC salygomis vyksta misriu sulaikymo mechanizmu, kuriame
adsorbcija turi Siek tiek didesne jtaka, nei pasiskirstymas tarp judrios ir

stacionarios faziy.

1.8 4 1,8+
1,51 1,54
NRES 121
g g
0. 0.9-
0,6 0,6
0,31 0,31
015 020 025 030 0,35 015 020 025 030 035
9. HO ¢, HyO
—M—Iso
1,4+ —@—Leu 1,8+
+Lys
1,24 Met 15
—4—Phe ™~
1,0
1,2
o 08 N
o2} o 0,94
2 06 S
04 0,61
0.2 03
0,0 0,0
015 020 025 030 035 015 020 025 030 035
9. HO ¢. HoO

6 pav. Log k priklausomybés nuo vandens tiirio dalies ¢ judrioje fazéje

(pasiskirstymo sulaikymo modelis).
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log k

log k

1,8+ 1.8+
1,54 1,54
1,24 124
N |
0,9 o 0,94
o
0,61 0,61
0,34 0,3
08 0.7 06 -0.5 0.8 0,7 0.6 0,5
log ¢, HoO log ¢. H;0

——Iso ——Pro

1,44 —@—Leu 1,84 —&— Ser

—— Lys d +Thr

1,24 Met 15 Trp

—4—Phe ] Ty

1,04 ] —4—Val
1,2
0,84 ]
< 0.9
0,64 o )

k=)
0.4 0,6
0,24 0.34
0,04 0,04
08 07 06 05 0.8 07 06 05
log ¢. HoO log . H0

7 pav. Log k priklausomybés nuo log ¢ (adsorbcijos sulaikymo modelis).
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1,5 A 2]
- -
£ =
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14
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0,0 0-
015 020 0,25 030 035 015 020 025 0.30 035
¢, HoO @, HO

8 pav. Ln k priklausomybés nuo vandens tiirio dalies ¢ judrioje fazéje (misrus

sulaikymo modelis).

Galiausiai buvo jvertinta kolonélés temperatiros (15-55°C) jtaka
aminoriig8¢iy sulaikymui. Kaip ir tikétasi, visos analités pasizyméjo taip
vadinama ,,normaliaja chromatografine elgsena, t.y. keliant temperatiira jy
sulaikymas silpnéjo. Tai iliustruoja trims aminorig§tims 9 pav. pateiktos
temperattrinés (Van't Hoff' 0) priklausomybés. Visoms riigstims, i$skyrus
asparto ir glutamo, gautos tiesinés Van't Hoff o priklausomybés. Netiesines
asparto ir glutamo riig8§¢iy temperatirines priklausomybes galima paaiskinti
tuo, kad Siy anali¢iy antrosios karboksi grupés pKa vertés (3,65 ir 4,25
atitinkamai asparto ir glutamo ragsciai) yra artimos judrios fazés pH vertei.
Tod¢l didéjant temperatiirai ir keiciantis jy disociacijos konstanty vertéms,
pasikeicia ir Siy riugsciy efektyvusis kriivis, o tuo paciu ir elektrostatiniy

sagveiky su sorbentu indélis. Visos kitos riigstys turi tik po vieng karboksi

14



grupe, kuriy pK, vertés zymiai mazesnés (1,82-2,36), tod¢l jy krivis didinant

temperatiira nekinta.

2,8
Glu
2,6 - - .
v————v— ¥
Lys
2,4 - ’X
A o
Xx 224 —
£
Ala
2’0 _ //l
I//
/
| / ..//
1,8 - .
1,6 | | | | I l I
3,0 3.1 3.2 - |
-1

9 pav. Kolon¢lés temperatiiros jtaka aminoriigsciy sulaikymui.

Remiantis atlikty tyrimy rezultatais aminoriig§ciy atskyrimui HILIC metodu
buvo pasirinktos tokios gradientinés eliucijos salygos: judri fazé A —
vandeninis 20 mmol/l HCOOH, 3 mmol/l HCOONH,, ir 3 mmol/l
CH3;COONH, tirpalas; judri fazé B — 20 mmol/l HCOOH, 3 mmol/l
HCOONH,, 3 mmol/l CH3COONH, vandens acetonitrilo (turiy santykiu 1:9)
misinyje. Gradientinés eliucijos programa: 0—7 min 95% B iki 90% B; 7-15
min 90% B iki 70%; po to per minut¢ graZinama pirminé judrios fazes sudétis

ir kolonélé kondicionuojama 4 min iki Kito méginio jleidimo.

Aminortig§¢iy standarty miSinio ekstrahuotos jony chromatogramos (EIC)
pateiktos 10 pav. Nors asparto riigSties ir histidino smailés i$plitusios, taciau

amino riugsciy identifikavimo patikimumui tai neturi didelés jtakos.
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10 pav. Amino rigsciy standarty misinio EIC chromatogramos optimizuotomis

HILIC salygomis.
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2.3. Chiraliné skys¢iy chromatografija

Chiralinei skysciy chromatografijai pasirinkta makrocikliniu antibiotiku —
teikoplaninu - modifikuota stacionarioji fazé Chirobiotic T2. Mazy, chiraliniy
molekuliy atskyrimui didel¢ jtakg turi judrios fazés organinio tirpiklio
prigimtis. Buvo isbandyti trys organiniai tirpikliai: acetonitrilas, metanolis,
etanolis bei metanolio ir etanolio miSiniai (11 pav.). Nors naudojant etanolj
enantiomery skiriamoji geba truputi pager¢jo, taciau del padidéjusios judrios
fazés klampos Zenkliai padidéjo sistemos slégis. Organiniu judrios fazés priedu
naudojant acetonitrilg, geriausiai atskiriamos izobariniy amino rags¢iy poros,
taciau kity aminorig§¢iy enantiomery atskyrimas nezymiai pablogéjo. Taigi,

tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas metanolis.

Teikoplanino struktura suteikia daugialypés sgveikos tarp sorbento ir anali¢iy
galimybes. Kity autoriy darbuose buvo nustatyta, kad kai kuriy poliniy
junginiy sulaikymo trukmiy priklausomybés nuo organinio tirpiklio tirio dalies
judrioje fazéje yra U-formos. Stipréjanti anali¢iy sorbcija didinant organinio
tirpiklio dalj didesniy organinio tirpiklio koncentracijy judrioje fazéje srityje
rodo dominuojancig hidrofilinés saveikos jtaka sulaikymui. Tuo tarpu
stipréjanti sorbcija mazinant organinio tirpiklio tiirio dalj mazesniy organinio
tirpiklio koncentracijy srityje liudija apie dominuojancia hidrofobinés sgveikos
jtaka. ISmatuotos aminoriigi¢iy sulaikymo priklausomybés nuo organinio
tirpiklio tiirio dalies judrioje fazéje (12 pav.) parodé, kad hidrofobinés sgveikos
jtaka aminortigS§Ciy atskyrimui ant teikoplanino stacionariosios fazés yra

nereik§minga.
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11 pav. D-/L-Ala, D-/L-Arg, D-/L-Pro ir D-/L-Thr enantiomery atskyrimas

naudojant skirtingus organinius tirpiklius. Judri fazé¢ A — vandeninis 10 mmol/I
CH3;COONH4, tirpalas, B — 10 mmol/l CH;COONH, atitinkamame
organiniame tirpiklyje. Judrios fazés greitis 0,3 mL/min. Judrios fazés
greitis 0,2 mL/min. 2Judri fazé: A — 10 mmol/l CH3;COONH, vandens ir
etanolio misinyje (75/25, v/v); B - 10 mmol/l CH;COONH, metanolyje. Judriy

faziy pH
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12 pav. D/L-Ala, D/L-Arg, D/L-Glu ir D/L-Pro sulaikymo trukmiy

priklausomybés nuo metanolio tiirio dalies judrioje fazéje.

Tokios aminortigs¢iy sulaikymo priklausomybés nuo organinio tirpiklio ttrio
dalies judrioje fazéje yra identiSkos analogiskoms priklausomybéms,
gaunamoms polinéms analittms HILIC salygomis. Taigi, galima daryti
prielaida, kad ant chiralinio teikoplanino sorbento aminortigStys sulaikomos
HILIC mechanizmu. Siekiant tai patvirtinti, tiriamai chromatografinei sistemai
taip pat buvo pritaikyti pasiskirstymo, adsorbcijos ir HILIC modeliai.
[liustracijai 13 pav. pavaizduotos alanino enantiomerams trims sulaikymo
modeliams iSmatuotos priklausomybés. 3 lenteléje suraSyti koreliacijos
aminortgsciy sulaikymo modeliams parametrai. Gauti rezultatai rodo, kad
aminortgStys ant chiralinio teikoplanino sorbento yra sulaikomos misriu

HILIC mechanizmu, kuriame adsorbcijos jtaka stipresné uz pasiskirstymo.
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13 pav. D- ir L-alanino sulaikymo faktoriaus priklausomybés nuo vandens

tiirio dalies judrioje fazgje.

3 lentelé. Koreliacijos aminortigséiy sulaikymo modeliams parametrai.

Analité Pasiskirstymo Adsorbcijos modelis HILIC modelis (3

modelis (1 lygtis) (2 lygtis) lygtis)

R? R? R?
L-Ala 0,9090 0,9976 0,9968
D-Ala 0,9329 0,9948 0,9964
L-Arg 0,7556 0,9268 0,9982
D-Arg 0,7986 0,8961 0,9999
L-Asn 0,8800 0,9965 0,9979
D-Asn 0,8926 0,9973 0,9971
L-Asp 0,9074 0,9910 0,9919
D-Asp 0,9440 0,9967 0,9952
L-Cys 0,9082 0,9991 0,9988
D-Cys 0,9421 0,9936 0,9975
L-GIn 0,8603 0,9929 0,9975
D-GIn 0,8748 0,9953 0,9971

Gly - - -
L-His 0,8850 0,9870 0,9959
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D-His
L-Iso/Leu
D-lIso/Leu
L-Lys
D-Lys
L-Met
D-Met
L-Phe
D-Phe
L-Pro
D-Pro
L-Ser
D-Ser
L-Thr
D-Thr
L-Trp
D-Trp
L-Tyr
D-Tyr
L-Val
D-Val

0,8818
0,9457
0,9698
0,7910
0,8528
0,9194
0,9673
0,4462
0,8714
0,9255
0,9557
0,8558
0,8828
0,8493
0,8909

0,9347
0,9443

0,9861
0,9927
0,9809
0,9463
0,9347
0,9463
0,9347
0,7465
0,9930
0,9968
0,9887
0,9921
0,9965
0,9893
0,9975

0,9965
0,9930

0,9961
0,9978
0,9986
0,9973
0,9984
0,9998
0,9997
0,9542
0,9944
0,9973
0,9978
0,9978
0,9973
0,9956
0,9976

0,9987
0,9976

! _ i¥matuoti priklausomybe nepakako eksperimentiniy tasky.

Enantio skiriamoji geba priklauso nuo chiralinio selektoriaus (teikoplanino)
konformacijos, kuri gali buti veikiama judrios fazés pH ir temperatiiros.
Teikoplanino molekuléje yra karboksi (pKa = 2,5) ir amino (pKa = 9,2)
funkcinés grupés, dalyvaujancios chiraliniame atskyrime. Svarbu paminéti, kad
cviterjoninés amino rigsties elektrostatiné sgveika su abiem sorbento

funkcinémis grupémis néra galima, kadangi Sios grupés teikoplanino

molekuléje yra toli viena nuo kitos (14 pav.).
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Amino grupé
pKa ~ 9.2

¢ Karboksi grupé
pKa~2.5

14 pav. Molekulinés dinamikos programa Avogadro 1.1.1 simuliuota

teikoplanino geometrija.

Judrios fazés pH jtaka aminortig§¢iy sulaikymui ir chiraliniam atrankumui
buvo jvertinta sorbento darbingje pH srityje (4,0-6,0). Nors Sioje pH srityje
teikoplanino jonogeniniy grupiy krivis nesikeicia, truputj geresnis enantiomery
atskyrimas pasiektas rigStesnéje judrioje fazéje esant pH~4,2. Vis délto
aminortgsciy, kuriy pl < 4 (asparto pl = 2,98; glutamo pl = 3,08), enantiomerai
siose salygose buvo nepilnai atskiriami. Deja, dél ribotos sorbento darbinés pH
srities nebuvo galimybés pagerinti $iy aminoriig§¢iy enantiomery atskyrima

pilnai jas protonizavus.

Kitas svarbus veiksnys, lemiantis teikoplanino konformacija, yra kolonélés
temperatiira. Anali¢iy masiy mainy tarp judrios fazés ir sorbento Gibbs o
laisvoji energija sieja sistemos temperatiira su enantiomeriniu atrankumu.
Temperatiiros jtaka enantiomery skiriamajai gebai R buvo jvertinta 15-35°C
temperatiiry intervale (15 pav.). IS pateikty rezultaty matyti, kad daugeliui
rigsciy geresnis chiralinis atskyrimas pasiekiamas esant mazesnei kolonélés

temperatiirai.
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15 pav. Aminoriig§¢iy enantiomery skiriamosios gebos priklausomybé nuo

kolonélés temperatiiros.

Optimizuotomis gradientinés eliucijos salygomis per 15 min pasiektas pilnas
15-0s aminoriigs¢iy enantiomery atskyrimas. Aminortg$ciy D-izomeras yra
sulaikomas silpniau nei L-izomeras. D-/L-asparto ir D-/L-glutamo rigstys yra
atskiriamos tik dalinai, 0o D-/L-histidino izomery atskirti nepavyko. Visy
chiraliniy aminoriigs§¢iy ir nechiralinio glicino MRM chromatogramos

pateiktos 16 pav.
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16 pav. D-/L-aminortugsciy ir glicino MRM chromatogramos optimizuotomis

chiralinés skys¢iy chromatografijos salygomis.
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2.4. Metody jteisinimas

HILIC metodo specifiSkumo jvertinimas. HILIC metodas buvo ruoS$iamas

aminortigsciy identifikavimui. Tokio metodo jteisinimui bitina jvertinti tik jo

specifiskumg. Kvadrupolinis masiy analizatorius nepasizymi auksta skiriamaja

geba, taciau tandeminis jo variantas daugialypiy reakcijy stebéjimo rezime

reikSmingai padidina analizés specifiSkuma bei sumazina fono triukSmus.
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Identifikavimo specifiSkumas uztikrinamas registruojant kiekvienai rtgsciai
(iSskyrus alaning ir proling) dviejy MRM peréjimy fragmentus. Centruotos

aminortgsciy dviejy MRM peré¢jimy chromatogramos pateiktos 17 pav.

4 lentelé. Analiciy sulaikymo trukmiy pasikartojamumas analizuojant trasy

meéginius su rigsciy standarty priedu.

Sulaikymo trukmé, min

Analité Aminocat30™ Razormin™ Zytron™ Canelys™ S;N’
(Méginys 1) (Méginys 2)  (Méginys 3)  (Méginys 4)
Ala 3,71 3,71 3,68 3,70 0,38
Arg 9,83 9,78 9,64 9,75 0,82
Asn 5,85 5,77 5,74 5,82 0,85
Asp 10,34 10,3 10,4 10,38 0,43
Cys 3,67 3,64 3,65 3,67 0,41
Gly 4.47 4,47 4,45 4,46 0,21
Gln 2,03 2,03 2,02 2,03 0,25
Glu 5,65 5,62 5,64 5,60 0,39
His 12,59 12,09 12,34 12,34 1,64
Hyp 3,79 3,78 3,80 3,79 0,22
lle 1,80 1,80 1,79 1,78 0,53
Leu 1,97 1,96 1,96 1,95 0,42
Lys 10,46 10,47 10,48 10,4 0,34
Met 222 2,21 2,2 2,22 0,43
Phe 1,74 1,75 1,75 1,74 0,33
Pro 2,50 2,50 2,48 2,49 0,38
Ser 5,38 5,38 5,37 5,37 0,11
Thr 4,35 4,33 4,36 4,34 0,30
Tyr 2,57 2,55 2,57 2,56 0,37
Trp 1,74 1,74 1,73 1,72 0,55
Val 2,46 2,47 2,46 2,46 0,20
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Taip pat buvo jvertintas aminortigs¢iy sulaikymo trukmiy pasikartojamumas
analizuojant realius tragSy meéginius su anali¢iy standarty priedu (4 lentele).
Visy aminortgsciy, i1Sskyrus histidino, sulaikymo trukmiy santykinis

standartinis nuokrypis nevirsijo 1%.

Chiralinés __chromatografijos-MS/MS metodo __iteisinimas. Kiekybinio

nustatymo metodas buvo jteisintas vadovaujantis ICH suderintomis gairémis.
Nustatytos metodo aptikimo ir nustatymo ribos, jvertintas metodo teisingumas
ir tikslumas. Visy tirty meéginiy konsistencija i§ pazitiros atrodé vienodai,
gamintojy pateiktose specifikacijose skyrési deklaruojamas aminortigsciy
Kiekis. Pirminiai tyrimai parodé, kad didziausiais aminoriigs§¢iy kiekis
méginyje A (Aminocat 30 %), tad metodo jteisinimui ir buvo pasirinktas Sis

meéginys.

Didelis ESI jony Saltinio trikumas yra tai, kad pasaliniai méginio matricos
komponentai daznai stipriai slopina, o kartais netgi sustiprina analiCiy
jonizacijos efektyvumg. Méginio matricos jtaka jvertinta palyginus signalo
intensyvumus, registruojamus gryname tirpiklyje paruostam analités standartui
ir tos pacios koncentracijos standartui méginio matricoje (prie$ tai atémus
méginyje be priedo registruojamg analités signalg). Nustatyta, kad matricos
jtaka néra kritiné ir svyruoja nuo 92,0 iki 112,6%, (100% reiksty, kad méginio
matrica visiskai nejtakoja signalo; <100 % - signalas yra slopinamas; >100 % —

signalas sustiprinamas).

Aptikimo (LOD) ir nustatymo (LOQ) ribos apskai¢iuotos i§ standartiniy priedy

eksperimenty naudojantis pateiktomis formulémis:

LOD =330/S (4) ir LOQ =100/S (5)
D¢l didelio anali¢iy skaiCiaus masiy spektrometro MRM rezimai nebuvo
suskirstyti j laiko segmentus. Todél, siekiant neprarasti efektyvumo, kiekvieno
MRM peréjimo trukmé buvo sutrumpinta iki 20 ms. Nataralu, kad tai
sumazino metodo jautrj bei susiaurino tiesinj signalo intensyvumo

priklausomybés nuo koncentracijos intervalg. Taciau ir tokiose salygose
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iSmatuotos nustatymo ribos buvo pakankamos aminortigstis traSose nustatyti.
Aminortig§¢iy nustatymo chiralinés HPLC-MS/MS metodu charakteristikos

pateiktos 5 lenteléje.

5 lentelé. Aminortig§¢iy nustatymo chiralinés HPLC-MS/MS metodu

charakteristikos

Koreliacijos Signalo
Analit¢  Enantiomeras Regresijos lygtis . LOD, pg/mL LOQ, pg/mL o
koeficientas, R slopinimas, %
ALA L- y =2916,5x + 9066,3 0,9990 0,21 0,72 100,5
D- y =2800,5x + 256 0,9997 0,08 0,26 99,1
ARG L- y =2599,8x + 6724,8 0,9999 0,24 0,79 98,3
D- y = 3414,4x - 85,1 0,9999 0,13 0,43 100,9
ASN L- y =1254,2 + 745,7 0,9999 0,17 0,56 92,0
D- y =1298,3x + 504,9 0,9998 0,11 0,37 102,5
ASP D/L- y =1902,2x + 5913,6 0,9998 0,13 0,44 96,6
CYS L- y =209,9 + 236,8 0,9996 0,05 0,17 92,6
D- y =281,1x + 358,5 0,9991 0,08 0,23 99,2
GLY - y =664,7 +2797,3 0,9995 0,12 0,42 100,3
GLN L- y =2427,9x + 2749 0,9998 0,13 0,45 111,2
D- y=1752,1x + 191,37 0,9999 0,13 0,44 102,0
GLU D/L- y =2285,7x + 79245 0,9981 0,08 0,30 112,6
HIS D/L- y =1318,5x + 1951,1 0,9993 0,08 0,27 97,1
LEU L- y = 8807,1x + 15376 0,9991 0,11 0,36 98,7
D- y =8651,7x + 710,4 0,9998 0,11 0,35 100,8
LYS L- y = 4284,1x + 15702 0,9997 0,19 0,64 95,9
D- y =5030,3x — 616,7 0,9999 0,15 0,48 99,7
MET L- y = 2046,8x + 545,5 0,9997 0,04 0,13 99,3
D- y = 2768,9x + 465,7 0,9999 0,15 0,50 100,2
PHE L- y =8735,2x + 11981 0,9993 0,09 0,31 99,9
D- y =9126,9x + 614,7 0,9999 0,05 0,16 100,9
PRO L- y = 6556,2x + 12410 0,9998 0,14 0,46 99,9
D- y = 6956,1x + 3040 0,9998 0,10 0,34 98,6
SER L- y =2243,7x + 6410 0,9988 0,20 0,67 96,2
D- y =2411,4x + 2279 0,9996 0,08 0,25 100,4
THR L- y =2257,7x + 5372,4 0,9990 0,12 0,39 102,1
D- y =2226,8x + 213,6 0,9996 0,16 0,53 99,7
TYR L- y =1712,6x + 1122,6 0,9997 0,08 0,27 98,7
D- y=1677,3x - 9,7 0,9999 0,11 0,36 99,1
TRP L- y =6235x + 1188,5 0,9999 0,07 0,24 112,5
D- y =6139,9x + 233,0 0,9999 0,04 0,13 97,8
VAL L- y = 6187x + 16434 0,9989 0,17 0,58 99,7
D- y = 6926,4x + 138,2 0,9994 0,15 0,51 99,5
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6 lentelé. Aminortig§¢iy nustatymo teisingumo ir tikslumo jvertinimas.

Ta pacia dieng, SSN% 4 dienas paeiliui, SSN%

Analitt  Enantiomeras I(SS%;KI?J/Z? Méginys Pr(i)e,gas Pr;e’gas Meéginys Pr(ifgas Pr:gas
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Ala D- 88.7 (18.7) ND? 59 23 ND 30 8,38
L. 935 (3,8) 42 55 1,6 6.8 48 7.0
Arg D- 95,0 (13,2) ND 3,9 2,1 ND 13,9 5,6
L. 92,7 (11,9) 7.4 2,0 26 6,2 1,9 7.3
Asn D- 89,2 (19,6) ND 67 0,4 ND 35 18,0
L- 115,3 (16,7) 3,9 4,6 1,3 7.4 34 7,1
Asp D-/L- 108,4 (23,1) 2.8 85 2.2 11,9 13 8,9
Cys D- 114,8 (3,3) ND 6,2 4,0 ND 3,4 11,7
L- 80,5 (20,2) ND 6,3 1,1 ND 36 6.4
Glu D-/L- 92,3 (6,0) 3,9 7.1 6,5 8,4 15 0,8
GIn D- 80,3 (15,9) ND 59 2,0 ND 1,7 134
L- 852 (3,8) 09 10,5 1,3 13,8 19,7 11,6
Gly ] 99,0 (19,1) 2,9 54 32 07 05 27
His D-/L- 97,2 (11,0) 34 45 23 21,7 76 1,8
Leu/lso D- 95,1 (13,0) ND 6.1 1,2 ND 13 5,1
L- 98,8 (6,6) 5.9 58 15 8,9 18 88
Lys D- 78,4 (7,2) ND 5,6 2,1 ND 7,8 15,6
L- 101,3 (8,9) 8,0 16 07 11,7 127 27
Met D- 86,6 (10,9) ND 8,6 28 ND 8,6 7,7
L- 93,4 (21,7) 43 10,1 3,0 12,4 11 12,3
Phe D- 79,8 (15,1) ND 3,9 1,4 ND 4.6 6.4
L- 81,0 (6,5) 7.3 76 2.8 0,6 67 9,4
Pro D- 98,7 (6,0) 8,3 10,9 2,7 6,7 13,4 14
L- 96,6 (15,5) 6,9 57 12 13,8 1,0 9,8
Ser D- 95,4 (7,1) ND 2,6 1,7 ND 5.2 18,1
L- 97,6 (19,0) 7,4 7,0 2,4 10 0,0 2,7
Thr D- 73,4 (11,4) ND 49 1,7 ND 57 155
L- 102,0 (13,5) 8,1 6,6 1,7 6,4 05 88
Trp D- 106,2 (16,0) ND 4,1 2,2 ND 5,6 9,8
L- 116 (6,0) 7,6 7,9 6,6 8,1 8,7 5,0
Tyr D- 98,7 (21,9) ND 16,4 38 ND 2,7 14
L- 97,0 (15,5) 3,7 7,7 4,6 195 3,0 14,6
Val D- 91,1 (13,4) ND 5.4 0,9 ND 43 5,0
L- 99,4 (1,8) 4,7 7,4 1,8 55 0,5 10,5

2ND = nenustatytas

Metodo teisingumas buvo jvertintas priedy/iSgavos metodu. Eksperimentas

buvo atliktas su dviejy skirtingy koncentracijy anali¢iy priedais. Metodo
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tikslumas jvertintas atlieckant 4 pakartojimus ta pacig dieng ir per 4 dienas
paeiliui. Metodo teisingumo ir tikslumo jvertinimo rezultatai pateikti

6 lenteléje.
2.5. Realiy méginiy analizé

HILIC-MS/MS metodas buvo pritaikytas laisvy aminortigsciy identifikavimui
hidrolizuoty traSy ir augaliniy ekstrakty méginiuose. Optimizuota méginiy
paruosimo procedira: 0,500 g méginio skiedziama 10 ml 1 mol/l acto riigsties
tirpalo vandenyje ir acetonitrilo miSiniu (ttriy santykiu 1:5) ir 10 min veikiama

ultragarsu.

7 lentelé. Identifikuotos aminoriigstys keturiuose komerciniuose trasu ir dirvos

papildy produktuose.
Aminoriigitis Aminocat30'”  Razormin' ™ Zytron™ Canleys'™
Meéginys 1 Meéginys 2 Meéginys 3 Meéginys 4

Ala +2 + + +
Arg + + + +
Asn + ND + ND
Asp + + ND ND
Cys ND" ND ND ND
Gly + + + ND
Glin + ND ND ND
Glu + + ND ND
His + + + +
Hyp + + ND ND
lle + + + +
Leu + + + +
Lys + + + +
Met + + ND ND
Phe + + + +
Pro + + + +
Ser + + + +
Thr + + + +
Tyr + + + +
Trp + + + +
Val + + + +

&+ = analité identifikuota.
°ND = nenustatyta.
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Po ekstrakcijos méginys skiedziamas acetonitrilu santykiu 1:1, 2 min
centrifuguojamas (10 000 aps/min) ir supernatantas filtruojamas per 0,2 um
nailono filtra. Gautas ekstraktas skiedziamas pradine judria faze ir
analizuojamas.7 lenteléje pateikti aminoriigs8¢iy identifikavimo rezultatai

keturiuose komerciniuose produktuose.

Kiekybiniam aminortig$¢iy nustatymui pasirinkta tokia ekstrakcijos procedira:
0,100 g méginio 1 min ekstrahuojamas intensyviai maisant su 10 ml
heptafluorsviesto ragstimi partgstinto (pH 1,5) vandeninio tirpalo. Po to,
méginys 15 min centrifuguojamas 3000 aps/min greiciu ir filtruojamas 0,2 um
nailono filtru. Filtratas skiedziamas pradine judria faze ir analizuojamas.
Papildomai buvo jvertinta aminoriigs¢iy racemizacijos ekstrakcijos metu
galimybé ir nustatyta, kad ekstrakcijos metu racemizacija nevyksta. Dél
nepakankamos skiriamosios gebos buvo nustatytas tik bendras asparto rtigsties,
glutamo rigsties ir histidino enantiomery kiekis. Tuo tarpu leucino ir
izoleucino kiekiai nustatyti kaip D-Leu/lle ir L-Leu/lle kiekiy suma. Penkiy

komerciniy hidrolizuoty baltymy trasy analizés rezultatai pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé. Aminoriigs¢iy nustatymo komerciniuose traSy méginiuose rezultatai
(n=3).

Nustatytas kiekis, mg/g (£SN)

Analit¢  Enantiomeras — — — — —
Méginys A Méginys B Méginys C  Méginys D  Méginys E

Ala D- ND? 0,3(0,1) 1702  140(03)  21(073)

L- 9,2(0,2) 7,8(0,7) 27(03)  159(04)  3,9(03)
Arg D- ND ND ND ND ND

L- 7.1 (1,4) 95(17)  082(001)  1,1(0,1) 1,2 (0,3)
Asn D- ND ND ND ND ND

L- 1,9 (0,5) 1,8(0,4) 0,07 (0,02) ND ND
Asp D-/L- 10,9(0,8)  149(05  025(0,05) 12,5 (15) ND
Cys D- ND ND ND ND ND

L- ND ND ND ND ND
Glu D-/L- 1516 (55) 344(50) 050(01)  11,5(0,6) 31,9 (1,5)
GIn D- ND ND ND ND ND

L- 0,6 (0,1) 28(05)  0,05(0,02) ND 1,72 (0,5)
Gly - 188(0,6) 380(50) 53(02) 68250  11,2(15)
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His

Leu/lso

Lys

Met

Phe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

D-/L- 5,7 (0,3) 93(20) 0,30 (0,05)
D- ND ND ND
L- 3,4(0,7) 2,7(0,2) 0,63 (0,04)
D- ND ND ND
L- 27,7(09) 248(1,3) 0,52 (0,01)
D- ND ND ND
L- 0,4 (0,1) 04(01)  025(0,1)
D- ND 06(0,1)  0,03(0,01)
L- 4,3 (0,4) 46(01)  037(0,1)
D- 1,0 (0,2) 21(03)  0,18(0,03)
L- 5,9 (1,0) 6,6 (1,00 0,18 (0,04)
D- ND ND ND
L- 8,6 (0,1) 73(16)  024(0,1)
D- ND ND ND
L- 7,7(0,1) 7,9 (0,4) 0,8 (0,3)
D- ND ND ND
L- 1,4 (0,4) 14(05) 0,07 (0,01)
D- ND ND ND
L- 3,0 (0,4) 30(04) 0,20 (0,03)
D- ND ND 0,02 (0,01)
L- 2,0 (0,3) 77(04)  061(0,1)

®ND = nenustatyta.

2601  1,49(0,2)
55(05) 0,55 (0,1)
20(0,1) 0,49 (0,05)
5,8 (0,5) ND
6,1 (1,0) 2,4 (0,4)
0,62 (0,1) ND
063(01)  04(0,2)
15(0,1)  035(0,1)
1,7(0,1)  0,68(0,.2)
10,8(0,3)  1,6(0,3)
11,4(0,2)  1,9(0,3)
1,5(0,2) ND
0,56 (0,05) 2,0 (0,2)
ND ND
ND 0,6 (0,1)
ND ND
ND 0,25 (0,03)
0,80 (0,1) ND
1,7(0,1)  0,70(0,1)
1,1(0,1)  0,03(0,01)
16(02)  042(0,01)

9 lentelé. Deklaruojamy ir nustatyty aminortigsciy kiekiy tragSose palyginimas

(n=23).

Nustatytas L-

Nustatytas D-

.. Produkto Deklaruojamas e . e .
Meéginys pavadinimas aminorigs¢iy kiekis AmInorugseiy AmInorugseiu
kiekis, % (xSN)  kiekis, % (£SN)
A Aminocat30"" 30% laisvy L-a.r. 27,0 (1,4) <01
B girr;apfe‘j(% 20% laisvy L-ar. 185 (2,2) 03
C ILSA Drip Forte™ Bendras a.r. kiekis >
50%. Yra laiqu L- 174 (012) 072
formos a.r.
D Protifert LMW8™ Bendras a.r. kiekis
50%, lalSVl} a.r. 15 %. 12,3 (0,2) 4,2 (0,2)
Neéra informacijos
apie a.r. poliarizacija.
™ i
E Rutter Informacijos 6,1 (0,6) 0,5 (0,1)

nepateikia.

®Enantiomeriskai neatskirty aminorligi¢iy ir glicino kiekis pridétas prie bendro L-aminoriigsciy

kiekio.
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Nustatyti bendri laisvy aminortgsciy kiekiai buvo palyginti su gamintojy
deklaruojamais jy kiekiais (9 lentelé). Analizés rezultatai rodo, kad daugiausiai
laisvyjy L-aminoriigS¢iy yra meéginiuose A ir B. Tuo tarpu méginys D yra

enantiomeriskai ,,neSvariausias®.
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ISVADOS

1. IS trijy tirty HILIC stacionariyjy faziy (Atlantis HILIC, BEH HILIC ir BEH
Amide) BEH Amide sorbentas pasizymi geriausiu aminortigséiy atskyrimu.
Dél mazesnio laisvy silanoliniy grupiy skai¢iaus BEH Amide sorbento

pavirSiuje silpniau pasireiskia antriné jony mainy sgveika.

2. Aminortigsciy sulaikymas HILIC saglygomis negali biiti apibudintas vien tik
adsorbcijos ar pasiskirstymo mechanizmais. Geriausiai anali¢iy sulaikymas
(R%>0,993) aprajomas misriu adsorbcijos/pasiskirstymo modeliu, jvertinan&iu

analités-judrios fazés-sorbento sgveikas.

3. Aminoriigstys ant teikoplaninu modifikuoto chiralinio sorbento yra
sulaikomos HILIC mechanizmu. Sulaikymas geriausiai apraSomas misriu
adsorbcijos/pasiskirstymo modeliu, kuriame adsorbcija dominuoja pries

pasiskirstyma.

4. Dél neigiamo daugelio aminorigs¢iy enantiomery pernaSos i$ judrios j
stacionarigja fazg entalpijos pokycio, enantio-skiriamoji geba didéja mazinant

kolonélés temperatiira.

5. Teigiamos elektropurkStuvinés jonizacijos tandeminé masiy spektrometrija
daugialypiy reakcijy stebéjimo rezime yra jautrus ir atrankus metodas

aminortgstims detektuoti.

6. HILIC-MS/MS metodas pasizymi puikiu specifiSkumu aminortigstims
identifikuoti ~ biologinése  matricose.  Anali¢iy  sulaikymo  trukmiy
pasikartojamumas tragSy meéginiuose nevirSija 1%. Metodas sékmingai

pritaikytas aminoriigs§tims identifikuoti komerciniuose tragSy produktuose.

7. Chiralinés HPLC-MS/MS metodas nejautrus trag$y matricos jtakai: matricos
jtaka aminortigs¢iy signalui — 92,0-112,6%. Aminoriigs¢iy iSgavos i§ trasy
siekia 73,4-115,3%, o rezultaty SSN < 21,9%. Aminortigs¢iy enantiomerai

nustatyti penkiuose komerciniuose trasy produktuose. TraSose iSmatuotas
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bendras aminortgsciy kiekis ir enantio grynumas koreliuoja su gamintojy

deklaruojamomis vertémis.
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SUMMARY

Hydrolyzed protein fertilizers (HPF) are alternative nitrogen source for plants used in
agriculture. The aim of the doctoral dissertation was to develop fast, reliable and
effective liquid chromatography-tandem mass spectrometry techniques for the
identification and enantioselective determination of protein amino acids in

hydrolyzed protein fertilizers.

Direct assay of hydrophilic interaction chromatography (HILIC) coupled to tandem
mass spectrometry (MS/MS) detection was developed for the separation and
identification of amino acids. Among three HILIC stationary phases (Atlantis HILIC,
BEH HILIC and BEH Amide) investigated, BEH Amide provides the best
performance for the separation of amino acids. The results suggest that neither
adsorption nor partition dominates the retention processes of amino acids in HILIC
separation mode. The retention is caused by the mixed partition/adsorption retention
mechanism and can be best described (R* > 0.993) by the model which considers
analyte-mobile phase-stationary phase interactions. HILIC-MS/MS method exhibits
excellent specificity for the identification of amino acids in biological matrices. The
retention time RSD values in spiked samples were less than 1%. The method was

successfully applied for the identification of the amino acids in commercial fertilizers.

Chiral high performance liquid chromatography (HPLC) on a glycopeptide antibiotic
teicoplanin-based stationary phase coupled to tandem mass spectrometry was
developed for fast and reliable enantioseparation and determination of protein amino
acids. It was showed that amino acids on teicoplanin based chiral stationary phase
exhibit typical HILIC retention behavior. For most amino acids the resolution of
enantiomers increases as the column temperature decreases. Under optimized
conditions, the majority (15 of 19) of D/L-amino acid pairs were resolved with a
resolution factor higher than 1.5 with a run time of 15 min. The method was validated
in terms of linearity, limits of detection, limits of quantitation, precision, and
accuracy. Chiral HPLC-MS/MS method is robust against sample matrix: signal
suppression was in the range 92.0-112.6%. The recoveries ranged from 73.4% to
115.3% with acceptable reproducibility (RSD<21.9%). Individual amino acid
enantiomers were quantified in five commercial fertilizer samples. For most samples

the determined values agreed well with the declared amounts.
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