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IVADAS

Analizinéje praktikoje neretai pasitaiko atvejy, kai konkre¢iame objekte reikia nustatyti ir
labai hidrofilinius, ir labai hidrofobinius junginius. Tipinis tokio atvejo pavyzdys — vandenyje ir
riebaluose tirpiy vitaminy nustatymas. TeoriSkai populiariausiu atvirks¢iy faziy skysciy
chromatografijos metodu biity galima atskirti labai stipriai poliSkumu besiskirian¢ius junginius
panaudojant platy judrios fazés eliucinés gebos gradienta. Tokiu atveju atskyrima reikéty pradéti
su labai silpnos eliucinés gebos judria faze (pvz., su ~90-95% vandens) ir uzbaigti su daug
organinio tirpiklio (pvz., acetonitrilo ar metanolio) turinia judria faze. Taciau naudojant tokj
gradienta meéginys su analitémis yra jleidZiamas j prading vandenine¢ judrig faze, kurioje dél
riboto tirpumo hidrofobinés analités iSkrenta ] nuosédas. Be to, labai stipriai hidrofiliniai ir ypac
jonizuoti junginiai apskritai nesulaikomi ant nepoliniy atvirksciy faziy sorbenty. Todél tokiy
misiniy atskyrimui daugeliu atvejy butina naudoti du skirtingus skys¢iy chromatografijos

metodus arba dvi atskiras analizes tuo paciu metodu.

Magistro baigiamojo darbo tikslas — istirti atvirks¢iy faziy ir hidrofilinés sagveikos

chromatografijos metody apjungimo galimybes hidrofiliniy ir hidrofobiniy junginiy atskyrimui.

Darbo uzdaviniai:
1. Parinkti modelinius junginius bei tinkamiausias kolonéles sistemos tyrimui.
2. Istirti jvairiy veiksniy jtaka hidrofobiniy ir hidrofiliniy junginiy chromatografinei elgsenai.

3. Pritaikyti sistemg vandenyje ir riebaluose tirpiems vitaminams atskirti ir nustatyti.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Organiniy junginiy poliSkumas

Organiniy junginiy atskyrimas adsorbcinés bei pasiskirstomosios skys¢iy chromatografijos
metodais pagrjstas anali¢iy poliSkumo skirtumais. Todé¢l prognozuojant ir optimizuojant jvairiy
junginiy atskyrimo salygas, tiriant jy chromatografine elgsena, svarbu gebéti patikimai jvertinti
tirlamy junginiy poliSkumg. Jprastai chromatografijoje anali¢iy poliSkumas vertinamas jy
pasiskirstymo tarp n-oktanolio ir vandens koeficientu Kow [1]:

[4],
[Alw

[A]o ir [A]w — tiriamo junginio A koncentracijos oktanolio ir vandeninéje fazése nusistovéjus

Kow =

pusiausvyrai esant pastoviai (25 °C) temperatiirai.

Yra nemazai junginiy, kurie vienoje ar abiejose fazése gali egzistuoti keliose skirtingo
poliSkumo formose. Pvz., rlig§tys ar bazés vandeningje fazéje tam tikroje pH srityje gali
egzistuoti ir neutralioje, ir jonizuotoje formose. Tokiy junginiy poliSkumas gali biiti vertinamas
dviem dydziais — pasiskirstymo koeficientu P arba dalijimosi santykiu D [2]. Pasiskirstymo
koeficientas P parodo tik neutralios junginio formos pasiskirstymg tarp oktanolio ir vandens:
[A]o
[A]w
[Alo ir [A]w — tiriamo junginio A neutralios formos koncentracijos oktanolio ir vandeninéje

Pow =

fazése nusistovéjus pusiausvyrai esant pastoviai (25 °C) temperatirai.
Tuo tarpu dalijimosi santykis D rodo visy galimy junginio formy suminés koncentracijos
pasiskirstyma tarp faziy:

),
Pow =2,

C(A)o ir c(A)w — tiriamo junginio A bendros koncentracijos oktanolio ir vandeninéje fazése
nusistovejus pusiausvyrai esant pastoviai (25 °C) temperatirai ir fiksuotai vandeninés fazés pH
vertei.

Patogumo sumetimais daZniau naudojami pasiskirstymo koeficiento ar dalijimosi santykio
logaritmai: 1g Kow, 19 Pow , 19 Dow. Kuo didesné koeficiento/santykio ar jo logaritmo verté duotam
junginiui, tuo hidrofobiskesnis §is junginys, t.y. tuo blogiau jis tirpus vandenyje.

Pasiskirstymo koeficientai nustatomi eksperimentis$kai: nusistovéjus pusiausvyrali,
iSmatuojama tiriamo junginio koncentracija abiejose fazése arba vienoje i§ faziy spektriniais,

chromatografiniais, elektrocheminiais ir kt. metodais [3]. Taciau labai hidrofiliniy ir labai
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hidrofobiniy junginiy poliskumo eksperimentinis jvertinimas komplikuotas, kadangi sunku
patikimai nustatyti ypa¢ mazas tokiy junginiy koncentracijas vienoje i§ faziy. Tokiems
junginiams naudojamos specialios skai¢iuoklés, jvertinancios junginio strukttirg bei funkcines
grupes [4].

Griezto kriterijaus, skirian¢io hidrofilinius ir hidrofobinius junginius, néra, taciau
chromatografijoje labai hidrofiliniais jprastai laikomi junginiai, kuriems Ig Pow < 0, 0 labai
hidrofobiniais — junginiai, kuriems Ig Pow > 4. Toliau biitent ir bus aptariami §iy dviejy junginiy

grupiy analizei tinkamiausi skys¢iy chromatografijos metodai.

1.2. Hidrofobiniy junginiy atskyrimas skys¢iu chromatografijos metodais

Labai hidrofobiniams junginiams atskirti yra naudojami du skys¢iy chromatografijos metodai:

normaliy faziy chromatografija ir atvirks¢iy faziy chromatografija.

1.2.1. Normaliy faziy chromatografija
Sio tipo chromatografija yra viena seniausiy naudojamy skyséiy chromatografijos risiy, pirma
karta panaudota 1906 metais augaly pigmenty atskyrimui. Normaliy faziy chromatografijoje
atskyrimui naudojami poliniai sorbentai, 0 judriomis fazémis naudojami nepoliniai, dazniausiai
organinés kilmés, tirpikliai arba jy miSiniai. Populiariausi normaliy faziy chromatografijos

adsorbentai ir judrios fazés suraSytos 1.1 lenteléje.

1.1 Lentelé. Populiariausi normaliy faziy chromatografijos adsorbentai ir judrios fazés [5].

Adsorbento Prijungta Adsorbento funkcinés grupés Judrios fazés
matrica funkciné grupé struktiira
n-Pentanas
n-Heksanas
Nemodifikuotas =Si-OH Cikloheksanas
Amino -(CH2)3-NH2 Tetrachlormetanas
Silikagelis Ciano -(CH2)s-CN Benzenas
Diolio -(CH2)3-O-CH,-CHOH-CH.OH Dietiloeteris
Amido -(CH2)3-CO-NH-CH3 Chloroformas
Tetrahidrofuranas
Acetonas




Placiausiai iki Siol naudojamas sorbentas — nemodifikuotas silikagelis ([SiO2]x:[H20]y).
Silikagelio sorbento pavirsius susideda beveik vien i$ hidroksiliniy grupiy, kurios dar vadinamos
silanolinémis, nes yra prijungtos tiesiogiai prie silicio atomy, kaip pavaizduota 1.1 pav.

HO OH OH OH
/ £ = f
-Si-0-S5i-0~-Si-0-
[T

SILIKAGELIS

1.1 pav. Silikagelio sorbento pavirSius

Normaliy faziy chromatografijoje sorbentu taip pat gali biiti naudojamas Al>Osarba polinémis
funkcinémis grupémis modifikuotas silikagelis. Pasitelkiant skirtingy modifikacijy silikagelj
(skirtingus prijungtus ligandus) jvairinamos anali¢iy adsorbcijos ant sorbento pavirSiaus
galimybés [6].

Analiciy sulaikymas ir eliucija Siame metode vyksta taip vadinamu iSstimimo (arba pakaity)
principu [6]. Kondicionuojant polinj sorbentg (pvz., silikagelj) nepoline judria faze, jo pavirSiuje
adsorbuojasi judrios fazés tirpiklio (pvz., tetrahidrofurano, 1.2 pav.) monosluoksnis. Patekus j
kolonél¢ analités (pvz., fenolio) zonai, analités molekulés adsorbuojasi pakeisdamos sorbento
pavirSiuje adsorbuotas tirpiklio molekules. Kadangi judri fazé nepertraukiamai teka, jos tirpiklio
molekulés iSstumia analite, kuri nuneSama kolonéle zemyn, kur ir vél adsorbuojasi. Tokiu biidu
atskyrimo proceso metu vyksta daugiakartinis analités sorbcijos/desorbcijos procesas.

Adsorbcija ant sorbento pavirSiaus jprastai vyksta dipolis-indukuotas dipolis, dipolis-dipolis

arba vandenilinio rySio sgveikomis tarp tiriamy junginiy ir sorbento poliniy funkciniy grupiy.

(&) ()
.,’f —~— \‘A/ \ lff"‘ > { Z P \" ”ﬁﬁ“
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1.2 pav. Fenolio adsorbcija silikagelio pavirSiuje normaliy faziy chromatografijoje. (a) —
judrios fazés tirpiklio (tetrahidrofurano) molekuliy adsorbcija; (b) — fenolio adsorbcija

i§stumiant sorbento pavirSiuje adsorbuotg tirpiklio molekulg

Kaip minéta anks€iau, judriomis fazémis Siame metode dazniausiai naudojami nepoliniai

organiniai tirpikliai, kurie pasizymi silpna eliucine geba. Kuo tirpiklis poliSkesnis, tuo stipresne
6



eliucine geba jis pasizymés ir analités bus silpniau sulaikomos, todél bus iSstumiamos i$
kolonélés greiciau.

ReikSmingiausias metodo trikumas — milziniskas jautrumas vandeniui. Net judrioje fazéje ar
méginyje esancio vandens pédsakai gali sukelti negriztama zalg sorbentui. Vandens molekulés
labai stipriai adsorbuojasi silikagelio pavirSiuje, dél ko pablogéja kolonélés veikimas, o
regeneruoti jos daznai net nejmanoma. Be to, poliniy sorbenty pavirSiuje létai nusistovi
pusiausvyros (ypac silikagelyje), todél pakeitus judrios fazés sudétj, bitina ilgai kondicionuoti
kolon¢le. Tai apsunkina gradientinés eliucijos panaudojimg. D¢l Siy pagrindiniy trilkumy
normaliy faziy chromatografija $iuo metu yra naudojama retai. Metodas taikomas tada, kai
tiksliniy junginiy atskyrimui nejmanoma panaudoti atvirks¢iy faziy chromatografijos [6].
DazZniausiai $iuo metodu tiriami labai hidrofobiSki, blogai tirpstantys atvirks¢iy faziy
chromatografijoje naudojamose polinése judriose fazése junginiai, tokie, kaip, pvz., aromatiniai

angliavandeniliai, riebaluose tirpls vitaminai ir pan.

1.2.2. Atvirks¢iy faziy chromatografija

Atvirks¢iy faziy chromatografija yra vienas populiariausiy ir placiausiai taikomy skysciy
chromatografijoje medziagy misiniy atskyrimo metody. Siame metode judri fazé yra poliskesné
uz stacionarig. Tarp analités ir stacionarios fazés dazniausiai pasireiSkia ir yra pageidaujama
hidrofobiné sgveika [8].

Atvirk$¢iy faziy chromatografijoje dazniausiai naudojami silikagelio sorbentai su

imobilizuotais oktadecilo (C18) ligandais (1.3 pav.).

CHy
1
Si- 0-8i- CH, - (CHy)yg - CHy
CHq
CHs
Si« 0= 8i«CH, - (CHg)yg - CHy
CH,
Si-OH
CH,
Si- 0 Si-CHy - (CHy)yg - CHy
CH,
CH,4
1
$i-O- Si - GHy - (CHy)1g - CHy
CH,

1.3 pav. C18 sorbento struktiira

Siam metodui taip pat naudojami ir kiti sorbentai, tokie, kaip oktilo (C8), heksilo (C6), butilo
(C4), metilo (C1) ar fenilo (CeHs) ligandais modifikuotas silikagelis. Kuo poliskesnis prijungtas
5



ligandas, tuo silpniau sulaikomos analités. Kolonélés parenkamos atsizvelgiant j anali¢iy savybes
(poliskuma, aromatiSkuma ir pan.), 0 ligando prigimtis turi didel¢ jtaka atskyrimo atrankumui
[6].

Pagaminti sorbentai daznai turi laisvy silanoliniy grupiy, kurios mazina kolonélés efektyvuma
poliniams junginiams ir ypa¢ baziniams junginiams. Problemai spresti likusios nepakeistos
reikalingu ligandu silanolinés grupés ,,deaktyvuojamos® (angl. end-capping) trimetilsilanolio

pagalba [9]. 1.4 pav. pateiktas pavyzdys C8 sorbentui.

? ? EH:A o] H
—O—ﬁi—OH _O_Sl | =N —O—S::—O—gln—jf\/\/\/

0] (? CH . ? CH

1 > End-C 3
ro-§r-on —_— ro-go T —O—Si(CH,),

Ii—OH _O_S',_o_sqijl/\/\/\/‘ ! CI:-_’B/\/\/\/

; 3 .
3 Q CH, Z. ciH,

1.4 pav. Silikagelio ,,deaktyvavimo* schema

Atvirks¢iy faziy chromatografijoje, prieSingai nei normaliy faziy variante, naudojamos
polinés judrios fazés: vanduo, acetonitrilas, metanolis, etanolis ir pan. Poliniy tirpikliy eliuciné

geba nepoliniams atvirks¢iy faziy sorbentams stipréja tokia tvarka:
H,O < Metanolis < Acetonitrilas < Etanolis < Tetrahidrofuranas

Dazniausiai judriomis fazémis naudojami vandens-acetonitrilo arba vandens-metanolio misiniai
[7]. Judrios fazés eliuciné geba stipréja, mazéjant vandens koncentracijai judrioje fazéje, t.y.
maz¢jant judrios fazés poliSkumui. Anali¢iy prigimtis taip pat jtakoja atskyrimo atrankuma.

Judri fazé gali buti modifikuojama didinant joning jéga (pridedant drusky), taip padidinant jos
poliskumg. D¢l Sios priezasties eliuciné geba susilpnéja, o neutraliy anali¢iy sulaikymo trukmé
padidéja. Skirtingas efektas gaunamas kriivj turinioms analitéms, kuriy sulaikymo trukmé
sumazgja (silpnéja tarpjoninés sgveikos) [10].

Atskiriant silpnomis riigS§tinémis ar bazinémis savybémis pasiZzymin€ius junginius labai
svarbiu veiksniu yra judrios fazés pH [5]. Neutrali (nedisocijavusi) analités forma atvirks¢iy faziy
chromatografijoje bus sulaikoma stipriau (ji maziau poliné), nei disocijavusi ir krtvj turinti
forma. Tokiai analitei keiCiant judrios fazés pH intervale, kuriame vyksta jos
disociacija/protonizacija, analités sulaikymo trukmé reikSmingai keisis. Tai iliustruoja 1.5 pav.

pateikta schema.



COOH

— Stipriausiai | T
sulaikoma

coo” Iy
@ — Silpniausiai *
sulaikoma

H- Sulalkymo trukmeé s

Judrios fazés pH didinama
Rlgsties poliSkumas stipréja

~ silpniausiai
sulaikoma

Judrios fazés pH didinama
Bazés poliSkumas silpnéja
——
e

— Stipriausial =
sulaikoma

H- Sulalkymo trukmé ssgs—

1.5 pav. Judrios fazés pH jtaka silpnos rtgsties ir silpnos bazés sulaikymui atvirksciy faziy

chromatografijoje

Kolonélés temperatiira turi jtakg anali¢iy sulaikymui ir atskyrimui. Didinant temperatiirg
galima sumazinti judrios fazés klampa (sumazéja slégis prie§ kolonélg), dazniausiai mazéja
anali¢iy pasiskirstymo tarp faziy konstanta, dél ko sulaikymas susilpnéja (1.6 pav.). Taip pat
greitéja analiciy difuzija judrioje fazgje, vyksta greitesni masiy mainai, did¢ja efektyvumas ir

atskyrimo atrankumas [11].

v 54°C
A G
N
; i ; i |‘0 ” " 1"
{min)

75° C

G

I\

1.6 pav. Kolonélés temperatﬁros‘ﬂ‘e’lka anali¢iy sulaikymui ir atskyrimui



Atvirkséiy faziy chromatografijos metodas populiarus dél keliy priezas¢iy. Viena i$ jy yra ta,
kad Siuo metodu galima analizuoti labai platy organiniy junginiy spektra, kadangi dauguma
junginiy turi tam tikras hidrofobines sritis molekuléje, galinCias sgveikauti su nepoliniais
sorbentais [12]. Metodas gerai tinka jvairiausiy organiniy junginiy atskyrimui ir nustatymui:
karboksirtigStys, aminortigStys, aminai, amidai, nitrojunginiai, alkoholiai, eteriai, esteriali,
aldehidai, aromatiniai, sotlis ir nesotiis angliavandeniliai, metaly kompleksai su organiniais
ligandais ir kt. Pastaraisiais metais atvirksc¢iy faziy chromatografija labai placiai naudojama
peptidy ir baltymy analizei (proteomikoje) [5].

Pagrindiné metodo problema — labai poliniy neutraliy ir ypa¢ jonizuoty junginiy atskyrimas,

kadangi tokie junginiai nesulaikomi arba silpnai sulaikomi ant nepoliniy sorbenty.

1.3. Hidrofiliniy junginiy atskyrimas skys¢iy chromatografijos metodais

1.3.1. Hidrofilinés saveikos chromatografija

Ilgg laikg labai poliniy neutraliy ir jonizuoty organiniy junginiy atskyrimui skysciy
chromatografijos metodais nebuvo tinkamo metodo. Normaliy faziy chromatografijoje tokie
junginiai labai stipriai sulaikomi bei daznai blogai tirpsta nepolinése judriose fazése. Atvirksciy
faziy chromatografijoje, prieSingai, tokie junginiai labai silpnai sulaikomi, todél sunkiai
atskiriami. Ir tiktai 1990 m. buvo pasitlytas naujas skyséiy chromatografijos metodas —
hidrofilinés saveikos chromatografija [13]. Sis skys¢iy chromatografijos variantas skirtas labai
poliniy neutraliy ir joniniy medziagy atskyrimui. Metodas naudojamas junginiy atskyrimui, kuriy
lg Kow<1.

Siame metode naudojami poliniai normaliy faziy chromatografijos sorbentai ir polinés,
butinai vandens turin¢ios atvirk§éiy faziy chromatografijos judrios fazés. Dominuojantis anali¢iy
sulaikymo mechanizmas, paaiSkinantis anali¢iy atskyrimg Siame metode - analiciy
pasiskirstymas tarp polinio sorbento pavir§iuje adsorbuoto vandens sluoksnio ir maziau polinés
judrios fazés. Kartu su pasiskirstymu daznai pasireiskia ir antrinés saveikos (vandenilinis rysys,
jonas-dipolis, jonas-jonas) su sorbento paviriuje esan¢iomis funkcinémis grupémis (1.7 pav.),
priklausancios nuo anali¢iy ir sorbento prigimties [14].

Hidrofilinés sgveikos chromatografija yra panasi j normaliy faziy chromatografijos metoda,
nes anali¢iy sulaikymas stipréja, stipréjant analités polisSkumui ir/arba silpnéjant judrios fazés
poliskumui [13]. Taip pat Siame metode naudojamos normaliy faziy chromatografijos

stacionarios fazés, o judrios fazés panasios j naudojamas atvirksciy faziy chromatografijoje [15].
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Be to, Siuo metodu puikiai atskiriami ne tik poliniai neutraliis, bet ir jonizuoti junginiai. Tokiu
budu hidrofilinés sgveikos chromatografija tarsi susieja tris skirtingus skys¢iy chromatografijos
variantus: normaliy faziy (sorbentai), atvirks¢iy faziy (judrios fazés) ir jony mainy (joninés

analités) chromatografija [16]. Tai iliustruoja 1.8 pav. pavaizduota schema.

Neutrali
analité

Pasiskirstymas

- ’/EI;ktrostatlné

stiima

Elektrostatiné
trauka

Silikagelio
sorbentas

:*\Adsorbuoto vandens
sluoksnis

:s;m \\‘\

1.7 pav. Analités-sorbento saveikos ant nemodifikuoto silikagelio sorbento hidrofilinés

sgveikos chromatografijoje

Jony mainy \ Atvirkséiy faziy
chromatografija ‘ chromatografija

1.8 pav. Hidrolifinés sgveikos chromatografijos sasajos su kitais skys¢iy chromatografijos

metodais
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Hidrofilinés saveikos chromatografijoje dazniausiai naudojami ir placiausiai taikomi

sorbentai bei jy struktiiros pavaizduoti 1.2 lenteléje [16].

1.2 lentelé. Hidrofilinés sgveikos chromatografijos sorbentai ir jy struktiiros.

Pavadinimas Struktiira

Nederivatizuotas silikagelis, turintis .
Siloksano

silanolio ir siloksano funkciniy grupiy Silanolio / @
L'\

Silikagelis su prijungtais diolio ligandais

OH
Q//\/°\A/°“

Silikagelis su prijungtais ciano ligandais O_/\/C\\N

Silikagelis su prijungtais amino ligandais O/\/NH,

Silikagelis su prijungtais karbamoilo

(amido) ligandais

Silikagelis su prijungtais cviterjoniniais
N SOy

sulfobetaino ligandais O

Tipinés judrios fazés, naudojamos hidrofilinés sgveikos chromatografijoje, susideda i§ didelio
kiekio su vandeniu besimai$ancio polinio organinio tirpiklio (dazniausiai acetonitrilo) ir
nedidelio kiekio (~5-30% v/v) vandens. Judriai fazei paruosti galima naudoti ir aprotoninius
polinius organinius tirpiklius, kurie maiSosi su vandeniu (tetrahidrofurana, dioksang ir kt.) [14]
bei alkoholius [13]. Organiniy tirpikliy judriai fazei ruosti pasirinkimas palengvinamas sudarius
eliuotroping eile, kurioje tirpikliai iSrikiuoti pagal jy eliucing geba [16]. Hidrofilinés saveikos
chromatografijoje poliniy tirpikliy eliuciné geba stipréja tokia tvarka: acetonas < izopropanolis
< acetonitrilas < etanolis < dioksanas < dimetilformamidas < metanolis < vanduo.

Taciau acetonitrila judrioje fazéje pakeitus kitu poliniu organiniy tirpikliu, daZniausiai
smarkiai pablogéja efektyvumas, todél beveik visuose atskyrimuose organiniu judrios fazés

tirpikliu yra naudojamas acetonitrilas.
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Drusky priedai (amonio acetatas ar formiatas) jprastai naudojami judrios fazés pH ir joninés
jéegos kontrolei. Siame metode jie stipriai jtakoja anali¢iy poliskuma bei jy antrines
elektrostatines sgveikas su sorbentu, o tai jtakoja ir jy sulaikymo stipruma [16].

Pirmieji chromatografiniai atskyrimai naudojant polinius sorbentus ir polines judrias fazes
buvo atlikti dar 1975 metais, kai sacharidy analizei panaudotas silikagelis su prijungtais amino
ligandais, o judri fazé — acetonitrilas-vanduo (75:25 v/v) [17]. Dioliu modifikuotas silikagelio
sorbentas panaudotas baltymy analizei [18]. Karbamoilo (amido) ligandais derivatizuotas
silikagelis pasitelktas efektyviam peptidy atskyrimui [19]. Tac¢iau tuose darbuose $is atskyrimo
rezimas buvo traktuojamas kaip normaliy faziy chromatografija ir po to dar mazdaug 3
deSimtmecius metodas buvo nepelnytai pamirstas. Ir tik po 2000 m. kilo didziulis susidoméjimas
Stuo skys€iy chromatografijos metodu [14].

Per paskutinius 15 mety hidrofilinés sgveikos chromatografija rado itin platy pritaikyma
analizuojant tiek mazas, tiek dideles polines molekules: biomarkerius [20], metabolitus [21],
aminoragstis [22], peptidus [14], sacharidus [23], alkaloidus, nukleotidus ir kt.

Sis skys¢iy chromatografijos variantas lengvai suderinamas su daugeliu detekcijos biidy: UV
absorbcijos [24], fluorescenciniu [25], masiy spektrometrijos ir kt. Ypac¢ idealiai metodas
tinkamas apjungimui su masiy spektrometrija, kadangi daug acetonitrilo turinéiose lakiose
judriose fazése polinés/joninés analités yra labai efektyviai jonizuojamos elektropurkstuvinés
jonizacijos budu [16, 26].

Hidrofilinés sgveikos chromatografija yra nepakei¢iamas metodas analizuoti sudétingus
poliniy/joniniy junginiy misinius, kuriuose esancios analités atvirk$¢iy faziy chromatografijos

metode yra visai ar beveik nesulaikomos.

1.3.2. Jony pory chromatografija

Sis skys¢iy chromatografijos metodas skirtas tik turinéiy kriivj junginiy atskyrimui. Naudojant
iprasta atvirks$¢iy faziy chromatografija jonogeninés analités yra visiSkai nesulaikomos ant
hidrofobinés stacionarios fazés [27]. Siekiant kravj turiniy anali¢iy sulaikymo ant jprasty
nepoliniy atvirks¢iy faziy metodo sorbenty, butina papildomai j judrig faze pridéti jony pory
reagento. Jony pory reagentas — tai junginys, turintis ilga hidrofobine granding ir kriivj. Sis jony
pory reagento apibiidinimas yra teisingas tik kalbant apie maZy neorganiniy jony atskyrima jony
pory chromatografijos metodu. Tuo tarpu atskiriant didesnius organinius jonus (pvz., peptidus,

baltymus ir pan.), jony pory reagentais naudojami ir nedideli, neturintys hidrofobinio fragmento
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jonai (pvz., trifluoracetatas, perchloratas). 1.3 lenteléje pateikti populiariausi katijoniniai ir

anijoniniai jony pory reagentai [28].

1.3 lentelé. Populiariausi jony pory reagentai.

Katijoniniai Anijoniniai
Trietilaminas ClO4
Tetraalkilamonio (C1-C6) katijonali CF3COO
Cetiltrimetilamonis Heksafluorfosfatas PFe
Oktilaminas Pentafluorpropionatas
(prie§joniai — OH, HCOO", CH3:COO, Alkansulfonatai (C1-C8)
CI, H2POg4', HSOy4 ir pan.) Oktilsulfatas
Dodecilsulfatas
(priesjoniai — H*, NH4", Na*, ir pan.)

Jony pory chromatografijoje atskyrimui naudojami atvirks¢iy faziy skys¢iy chromatografijos
sorbentai (silikagelis, modifikuotas C8, C18, fenilo ligandais). Taip pat gali bati naudojami ir
paprasti nepoliniai organiniai polimeriniai (pvz., polistireno-divinilbenzeno ir kt.) sorbentai [29].

Judriomis fazémis naudojamos atvirks$éiy faziy metodui jprastos tirpikliy kombinacijos
(vanduo/acetonitrilas arba vanduo/metanolis) su jony pory reagento priedu [30]. Jony pory
reagento koncentracija judrioje fazéje lemia reagento hidrofobiSkumas: kuo hidrofobiskesnis
reagentas, tuo mazesné jo koncentracija turi biiti judrioje fazéje. Todé¢l hidrofobiniy reagenty
(pvz., oktilamino, dodecilsulfato) koncentracija judrioje fazéje jprastai palaikoma 0,1-5 mmol/L
intervale, o hidrofiliniy (pvz., trietilamino, perchlorato) gali siekti ir 100 mmol/L. Judrios fazés
pH stabilumui uztikrinti papildomai j jg dedamas buferis.

Atskiriant anijonus, ] judrig faze¢ dedamas katijoninis jony pory reagentas, o atskiriant
katijonus, prieSingai — anijoninis reagentas. Jony pory reagentas parenkamas atsizvelgiant j
atskiriamy jony dydj: didelés molekulinés masés jonams atskirti naudojami mazi jony pory
reagentai ir atvirksciai.

Jony atskyrimo mechanizmas Siame metode priklauso nuo jony pory reagento prigimties.
Naudojant didelius jony pory reagentus atskyrimas vyksta jony mainy principu. | judrig faze
pridétas jony pory reagentas hidrofobine dalimi yra adsorbuojamas nepolinés stacionarios fazés
pavirsiuje, o kriivj turinti reagento dalis yra nukreipta j iSorg, kaip parodyta 1.11 paveiksle.
Kitaip sakant, sorbento pavirSiuje susiformuoja jony mainy grupiy sluoksnis ir prieSingo kravio

analités yra sulaikomos vykstant jony mainams tarp analités ir jony pory reagento priesjonio [28].
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1.11 pav. Jony atskyrimas jony mainy mechanizmu

Naudojant mazos molekulinés masés jony pory reagenta (atskiriant didelius jonus) atskyrimas
vyksta taip vadinamu jony pory mechanizmu (1.12 pav.). Analité su prieSingo kriivio jony pory
reagentu judrioje faz¢je sudaro neutralig jony pora, kuri adsorbuojasi nepolinio sorbento

pavirsiuje [31].

O O O O o o o
a e T # Analité su jony pory
Vandeninefaze O O O o O O —
O O OJo O O o
Faziy riba
Organineé faze  * . =

1.12 pav. Jony atskyrimas jony pory mechanizmu

Atskyrimo atrankumg galima keisti kontroliuojant du pagrindinius parametrus: jony pory
reagento tipg ir jo koncentracija [28]. Pagrindiniai jony pory chromatografijos trikumai:

1. Dél nedidelio daugelio jony pory reagenty lakumo metodas sunkiai suderinamas su masiy
spektrometriniu detektoriumi.

2. llgai trunka kolonélés kondicionavimas.

3. llgagrandziai jony pory reagentai sunkiai iSplaunami i§ kolonéleés.
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2. EKSPERIMENTO METODIKA

2.1. Aparatira

Tyrimai buvo atlikti Waters™ Acquity UPLC ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos
jranga, sukomplektuota i§ auksto slégio dviejy kanaly gradientinio siurblio su judrios fazés
nudujinimu, automatinés méginiy jleidimo sistemos ir skenuojancio (190—-500 nm) fotodiodinés
matricos (PDA) detektoriaus.

Darbui buvo naudojamos Acquity UPLC BEH C18 (2,1x50 mm, 1,7 pm), Acquity UPLC
BEH C8 (2,1x100 mm, 1,7 pm), Acquity UPLC BEH Phenyl (2,1x100 mm, 1,7 um) ir Acquity
UPLC BEH HILIC (2,1x100 mm, 1,7 um) chromatografinés kolon¢lés (Waters™). Judrios fazés

srauto greitis — 0,25 mL/min. Kolonélés temperatiira — 25 °C, jleidziamo méginio taris — 2 pL.

2.2. Reagentai ir tirpalali
Darbe naudoti Sie reagentai ir tirpalai:

Kreatininas, grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Melaminas, grynumas >99% (Sigma Aldrich);
Menachinonas (vitaminas K2), grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Nikotinamidas (vitaminas B3), grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Riboflavinas (vitaminas B2), grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Retinilo acetatas (vitaminas A), grynumas >97% (Merck);
Sudanai I-1V, grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Triptaminas, grynumas >97% (Sigma Aldrich);
Tiraminas, grynumas >98% (Sigma Aldrich);
Acto ragstis, LC-MS grynumas (Sigma Aldrich);
Amonio acetatas, LC-MS grynumas (Sigma Aldrich);
Acetonitrilas (ACN), gradientinés HPLC grynumas (ROTH);
Metanolis (MeOH), gradientinés HPLC grynumas (Sigma-Aldrich);
Acto rugsties etilo esteris (etilacetatas), HPLC grynumas (Sigma-Aldrich).

Pirminiai standartiniai 1,00 g/L koncentracijos hidrofiliniy anali¢iy tirpalai buvo ruoSiami i§
sveriniy tirpinant MeOH/H20 (1:1 v/v) miSinyje. Pirminiai standartiniai 1,00 g/L koncentracijos
hidrofobiniy anali¢iy tirpalai buvo ruoSiami i§ svériniy tirpinant jas etilacetate. MaZesnés
koncentracijos (10 mg/L) anali¢iy tirpalai buvo ruoSiami skiedzZiant pirminius standartus
atitinkamoje judrioje fazéje. Visi judrios fazés tirpalai buvo filtruojami 0,2 um membraniniu
filtru.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Chromatografinés sistemos ir modeliniuy anali¢iy charakterizavimas

Kaip matyti i$ literatiiros apzvalgoje pateiktos medziagos, hidrofobiniy junginiy atskyrimui
geriausiai tinka atvirks¢iy faziy chromatografijos (AFCh) variantas. Tuo tarpu idealus metodas
neutraliems ir jonizuotiems hidrofiliniams junginiams atskirti — hidrofilinés sgveikos
chromatografija (HSCh). Siame darbe sifiloma apjungti §iuos metodus, nuosekliai sujungus dvi
skirtingo poliskumo kolonéles (3.1 pav.) bei parinkus tinkamg judrios fazés sudétj. Abu metodai
puikiai dera apjungimui dél jy judriy faziy suderinamumo. Tiek AFCh metode hidrofobiniy
junginiy atskyrimui, tiek ir HSCh metode hidrofiliniy junginiy atskyrimui naudojamos panasios
sudéties daug acetonitrilo (80—100%) turinCios judrios fazés. Atskyrimo principg iliustruoja 3.2

pav. pateikta schema.

Detektorius Kompl_qt_erls

‘!Meglmo
T eidimas s
WA oy
||
1

e F (b bCrm—— ] |
(o )

1 Kolonélé 2 Kolonélé
Judri fazé

Atlickos

3.1 pav. Chromatografinés sistemos principiné schema

el g L

Nepolinis
___sorbentas
Alskmamos hrdfol'obmes Atskiriamos hidrofilinés
analités .m.w‘uuu
Hidrofilines - nesulaikomos Hidrofobinés - nesulaikomos

}

Atskiriamos ir hidrofobinés
Ir hidrofilinés analités

3.2 pav. Hidrofobiniy ir hidrofiliniy junginiy atskyrimo AFCh+HSCh metodu principas
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Biitina pazyméti, kad nuosekliai sujungus dvi chromatografines kolonéles, slégis pries
kolonélg padidéja mazdaug dvigubai ir tai gali sukelti jrangos eksploatavimo sunkumy. Taciau
Siuolaikiné ultraefektyviosios chromatografijos jranga pritaikyta darbui su labai dideliais slégiais
(iki 1000 bar). Be to, tiriamame dviejy kolonéliy metode bus naudojamos daug labai maza
klampa pasizymincio acetonitrilo turin¢ios judrios fazés, todél slégio problemy neturéty kilti.

Naujos chromatografinés sistemos tyrimui modelinémis analitémis jprastai pasirenkami
stabilis ir patikimai nustatomi junginiai. Remdamiesi $iais kriterijais, pasirinkome 6
hidrofobinius junginius ir 6 hidrofilinius junginius. Jy struktiros pateiktos 3.3 ir 3.4
paveiksluose, 0 3.1 lenteléje surasytos jy lg Pow vertés. Pagal lenteléje pateiktas neutralioms
junginiy formoms nustatytas g Pow vertes tiraminas ir ypac¢ triptaminas priskiriami vidutinio
poliskumo junginiams, taciau darbe naudotose judriose fazése (pH<7,0) jie egzistuoja zZymiai
poliSkesnése protonizuotose formose.

3.5 ir 3.6 pav. pavaizduoti PDA detektoriumi iSmatuoti modeliniy junginiy absorbcijos
spektrai. Kadangi atliekamiems tyrimams nustatymo jautris nebuvo svarbus, hidrofilinius
junginius registravome 230 nm bangos ilgyje, hidrofobinius (i$skyrus vitaming A) — 240 nm

bangos ilgyje. Vitaminas A buvo registruojamas 330 nm bangos ilgyje.

— P HiC S ChHx
| ; H N l )
N YT s N"-'N"'
“0-"'* ~ HO~ M
Sudanas | Sudanas ||
J [i PN CH:
U, S W LHs
OH N - N N T
N~ "I‘ )
o HO™
Sudanas Il i Sudanas IV
0
1 |
[ 1 R | B | B3 |
0 CH5 CHa CHy CH;

Menachinonas (Vitaminas K2)

HaC,  CHy CHy

[
~~""CH,
L
~07 TCH;,

Retinilo acetatas (Vitaminas A)

3.3 pav. Hidrofobiniy anali¢iy struktiiros
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CHs
Kreatininas

3.4 pav. Hidrofiliniy anali¢iy struktaros

3.1 lentelé. Modeliniy analiCiy pasiskirstymo tarp oktanolio ir vandens koeficientai [32].

Analité Santrumpa Ig Pow
Kreatininas Kre -1,76
Riboflavinas B2 -1,46

(vitaminas B2)

Melaminas Mel -1,37
Nikotinamidas B3 -0,37
(vitaminas B3)

Tiraminas Tir 0,72

Triptaminas Trip 1,21

Sudanas | SI 4,1

Sudanas 11 Sl 53

Sudanas 111 S 5,9

Sudanas IV SIvV 7,1

Retinilo acetatas A 6,3
(vitaminas A)
Menachinonas K2 14,5
(vitaminas K2)
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3.6 pav. Hidrofiliniy anali¢iy absorbcijos spektrai
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3.2. Atskyrimas AFCh ir HSCh metodais

Pirmiausiai buvo optimizuotas ir palygintas pasirinkty junginiy atskyrimas atskirai AFCh ir
HSCh metodais. Siuo tyrimu buvo siekiama su tos pa¢ios sudéties judria faze vienu metodu
atskirti hidrofobinius junginius, o kitu metodu — hidrofilinius. AFCh metode buvo palygintos trys
kolonélés su skirtingais nepoliniais ligandais modifikuoto silikagelio sorbentais:
oktadecilsilikagelio (C18), oktilsilikagelio (C8) ir fenilsilikagelio. 3.7 pav. palygintos
optimizuotose salygose iSmatuotos misinio chromatogramos. Kaip ir buvo tikétasi, hidrofiliniai
junginiai AFCh rezime yra nesulaikomi ir neatskiriami. Tuo tarpu hidrofobinés analités yra pilnai
atskiriamos visose kolon¢lése. Metody apjungimui pasirinkome CI18 kolon¢le, kurios

atrankumas hidrofobiniams junginiams buvo geriausias.

| SI
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{IE
o0e{ |E
I
0.06 4 <§ s sl sIv
; 2 \
0.04 4 l I
0,02 | | e
01 LY | o O | ORAE = =" o —— _ \ =
o 2 4 M 10 12 14 16
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g E SllV C8
o 008 = Sl
™ 5 Sill
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= |
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o
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§ ‘t
(=] | | \
o 04— S ==
Ke] T — ~
< 0 1 2 3 4 5 4 7 s
| 3 sl i
0,06 g A siv Fenil
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g S'II '
0,04+
K2
2,02 ‘.
o.
0 1 2 5 2 4 5
min

3.7 pav. Tiriamy junginiy misinio chromatogramos, iSmatuotos atvirksciy faziy
chromatografijos rezimu su trimis skirtingomis kolon¢lémis. Judri fazé: 5 mmol/L

CH3sCOONH; 15:85 (v/v) H2O/ACN.
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Atskyrimui HSCh metodu pasirinkome kolonéle su poliniu nemodifikuoto silikagelio
sorbentu. I§ 3.8 pav. pateiktos misinio chromatogramos matyti, kad su ta pacia judria faze HSCh
metodu puikiai atskiriamos miSinio hidrofilinés analités, o hidrofobiniai junginiai nesulaikomi.

Toks rezultatas atveria puikias perspektyvas AFCh ir HSCh metody apjungimui.

s
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s z '
£ o020 S
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_:é 0,10 [ ) Mel
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m “ |
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< |
\ “ \
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3.8 pav. Tiriamy junginiy misinio chromatograma, iSmatuota hidrofilinés sgveikos
chromatografijos rezimu. Kolonélé: BEH HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L CH3COONH4 15:85
(v/v) H.O/ACN

3.3. Atskyrimo AFCh+HSCh metodu tyrimas

Siam darbui nebuvo keliamas uzdavinys biitinai pasiekti visiska modelinio miinio junginiy
atskyrimg. Pagrindinis uzdavinys buvo istirti, kaip tokioje sistemoje jvairiis veiksniai jtakoja
skirtingos prigimties junginiy sulaikyma bei efektyvuma. Buvo tiriama $iy veiksniy jtaka:
organinio tirpiklio (acetonitrilo) ir druskos (CH3COONHj4) koncentracijy judrioje fazéje, judrios
fazés pH ir kolonélés temperatiiros.

Acetonitrilo koncentracijos jtaka. AFCh metode organiniu judrios fazés tirpikliu vienodai
sekmingai yra naudojami tiek metanolis, tiek ir acetonitrilas. Tuo tarpu HSCh metode jokios
alternatyvos acetonitrilui néra. Naudojant atskyrimui kitus polinius tirpiklius (pvz., metanolj,
etanolj, izopropanolj), drastiskai blogéja efektyvumas ir atskyrimo atrankumas.

3.2 lenteléje suraSytos tiriamy junginiy sulaikymo trukmes, iSmatuotos keiiant ACN
koncentracija judrioje fazéje 80-95% (v/v) intervale. 3.9 pav. pateikti sulaikymo trukmiy
priklausomybiy nuo ACN koncentracijos grafikai. Sudétingy miSiniy chromatografinj atskyrima

zymiai lengviau optimizuoti, kai keiCiamas sistemos parametras nevienodu stiprumu jtakoja
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atskiriamy junginiy sulaikymg. Dar geriau, kai tokio parametro jtaka atskiriamoms junginiy
grupéms yra priesinga, t.y. vieny junginiy sulaikymg stiprina, o kity — silpnina. Butent toks atvejis
ir yra tiriamoje AFCh+HSCh sistemoje. AFCh metode stipresne eliucine geba pasizymi
acetonitrilas, tuo tarpu HSCh metode, priesingai, vanduo turi stipresn¢ eliucing geba. Biitent tai
ir salygoja hidrofobiniy junginiy sulaikymo silpn¢jimg, o hidrofiliniy junginiy sulaikymo
stipréjima, kai ACN koncentracija judrioje fazéje yra didinama. Tokiu budu, varijuojant ACN
koncentracija judrioje fazéje galima ne tik gerinti atskiry anali¢iy pory atskyrima, bet ir keisti
hidrofobiniy ir hidrofiliniy junginiy eliucijos tvarka.

ACN koncentracija abiejy grupiy junginiy smailiy efektyvumui nezymi.

3.2 lentelé. Anali¢iy sulaikymo trukmeés, iSmatuotos judriose fazése su skirtinga ACN

koncentracija. Judri fazé 5 mmol/L CH3COONHj4 (pH 7,0) H.O/ACN.

Analite Sulaikymo trukmeé, min
80% ACN (v/v) | 85% ACN (v/v) | 90% ACN (v/v) | 95% ACN (v/v)
Hidrofobinés analités
Sl 2,69 2,40 2,19 2,03
Sl 4,16 3,41 2,91 2,50
S 5,96 4,53 3,58 2,89
A 7,71 5,44 3,98 2,99
SIvV 10,9 7,67 5,54 4,03
K2 >25 18,5 11,0 6,36

Hidrofilinés analités

B3 1,87 1,95 2,09 2,39
B2 1,90 2,09 2,56 4,89
Mel 2,26 2,59 3,24 5,12
Kre 2,35 2,76 3,71 7,36
Trip 2,68 3,35 5,15 14,9
Tir 2,94 3,73 5,97 17,8
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Hidrofobinés analités
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3.9 pav. ACN koncentracijos judrioje fazéje jtaka analic¢iy sulaikymo trukméms. Koloné¢lés:

C18+ BEH HILIC. Judri fazé 5 mmol/L CHsCOONH, (pH 7,0) H2O/ACN

Druskos koncentracijos jtaka. Druskos koncentracijos jtaka buvo tiriama 1-10 mmol/L
CH3COONH;4 koncentracijy intervale. Didesniy koncentracijy negal¢jome naudoti dél riboto
druskos tirpumo daug ACN turincioje judrioje fazéje. ISmatuotos junginiy sulaikymo trukmes
surasytos 3.3 lenteléje. Nustatyta, kad druskos koncentracija visiSkai nejtakoja nei hidrofobiniy
junginiy sulaikymo, nei jy smailiy efektyvumo.

3.10 pav. pateiktos hidrofiliniy junginiy sulaikymo trukmiy priklausomybés nuo
CH3COONHj4 koncentracijos judrioje fazéje. Hidrofilinéms analitéms Sio parametro jtaka labai
skirtinga. Didinant druskos koncentracija, B3 ir Kre sulaikymo trukmés beveik nekinta,
vitaminui B2 — sulaikymas stipréja, o Trip, Tir ir Mel — sulaikymas silpnéja.
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Bendru atveju judrioje fazéje esanti druska susilpnina elektrostatines (jonas-jonas, jonas-
dipolis) sgveikas tarp analités ir sorbento. Jei analité ir sorbento pavirsius turi prieSingo kriivio
funkcines grupes (trauka), druskos koncentracija silpnins analités sorbcijg ir sumazins jos
sulaikymo trukme. Esant tam paciam analités ir sorbento kriviui (stima), didinant druskos
koncentracija, analités sulaikymas stiprés. Kadangi tarp hidrofobiniy junginiy ir abiejy sorbenty
tokiy sgveiky néra, $iy anali¢iy chromatografinés elgsenos druskos koncentracija nejtakoja.

Dirbant su neutralia (pH = 7) judria faze, nemaza dalis nemodifikuoto silikagelio sorbento
pavirSiuje esanciy silanoliniy grupiy disocijuoja ir jgyja neigiamg kriivi. Deja, jvertinti
hidrofiliniy junginiy kravj judrioje fazéje yra sudétinga, kadangi daug acetonitrilo turin¢iame
tirpale junginiy disociacija/protonizacija stipriai pasikei¢ia. Todél remdamiesi 3.10 pav.
pateiktomis priklausomybeémis, galime tik daryti prielaida, jog tyrimui naudotoje judrioje fazéje
Trip, Tir ir Mel turi pilng arba dalinj teigiamg kriivj, Kre ir B3 yra neutraltis, o B2 turi dalinj

neigiamg kruvj.

3.3 lentelé. Anali¢iy sulaikymo trukmés, iSmatuotos judriose fazése su skirtinga CH3COONHj4

koncentracija. Judri fazé 1,0-10 mmol/L CH3COONHj; (pH 7,0) H2O:ACN (10:90 v/v).

Analité Sulaikymo trukmé, min
1,0 mmol/L | 2,5 mmol/L | 5,0 mmol/L 7,5 mmol/L 10 mmol/L

Hidrofobinés analités

Sl 2,19 2,18 2,17 2,18 2,17
Sl 2,89 2,89 2,88 2,90 2,88
Sl 3,57 3,58 3,57 3,56 3,55
A 3,97 3,98 3,99 3,98 3,96
SIvV 5,53 5,54 5,53 5,52 5,50
K2 10,9 11,0 10,9 10,8 10,9
Hidrofilinés analités
B3 2,10 2,09 2,08 2,07 2,06
B2 2,36 2,43 2,55 2,70 2,87
Mel 3,38 3,31 3,22 3,16 3,13
Kre 3,77 3,70 3,68 3,70 3,75
Trip 8,04 6,11 5,12 4,60 4,25
Tir 8,89 6,90 5,92 5,46 5,19
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Sulaikymo trukme, min

+ B3

Hidrofilinés analites

#B2 +«Mel oKre «Trp »Tir

c(CH2COONHs), mmol/L

3.10 pav. CH3COONHj4 koncentracijos judrioje fazéje jtaka hidrofiliniy anali¢iy sulaikymo

trukméms. Kolonélés: C18+BEH HILIC. Judri fazé: CH3COONH;4 (pH 7,0) 10:90 v/v

H,O/ACN

3.11 pav. palygintos hidrofiliniy junginiy misinio chromatogramos, iSmatuotos judriose

fazése su 1 ir 10 mmol/L CH3COONHL.. Netgi vizualiai palyginus Sias chromatogramas, galima

jzvelgti pakankamai Zenklig druskos koncentracijos jtaka hidrofiliniy junginiy smailiy

efektyvumui. Tiksliis efektyvumo duomenys dviem ribinéms druskos koncentracijoms yra

pateikti 3.12 pav. Did¢jant druskos koncentracijai, visy hidrofiliniy anali¢iy smailiy efektyvumas

tolygiai didéja. Be to, stipriau sulaikomoms analitéms druskos jtaka efektyvumui Zymiai

stipresné.

e

Absorbelja (230 nm)

LE_E |

1 mmol/L CH:COONHA4

Kre

Trip

10 mmol/L CHsCOONH4

3.11 pav. Hidrofiliniy anali¢iy miSinio chromatogramy, iSmatuoty judrioje faz¢je su skirtinga

druskos koncentracija, palyginimas. Kolon¢lés: C18+ BEH HILIC

26



25000
EB3 mB2 wMel mKre ®mTrip = Tir

P

Efektyvumas, N

:

1 10
c{CH3COONHs), mmol/L

3.12 pav. CH3COONHj4 koncentracijos jtaka hidrofiliniy junginiy smailiy efektyvumui

Judrios fazés pH jtaka. Judrios fazés pH jtaka buvo tiriama trijy pH verciy judriose fazése.
Reikiamos pH vertés buvo gautos pridedant j judrig faze 25 mmol/L CH3COOH (pH 3,0), 10
mmol/L CH3COOH/CH3COONHj4 buferio (pH 5,0) arba 10 mmol/L CH3COONHa (pH 7,0).
Kaip ir tikétasi, Sis veiksnys visiSkai nejtakojo hidrofobiniy junginiy chromatografinés elgsenos.

Tuo tarpu pH jtaka hidrofiliniy anali¢iy chromatografinei elgsenai iliustruoja 3.13 pav. pateiktos

chromatogramos.
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3.13 pav. Judrios fazés pH jtaka hidrofiliniy anali¢iy atskyrimui. Kolonélés: C18+BEH
HILIC. Judri fazé: CH3COOH (pH 3,0), CH3COOH/CH3COONH3 (pH 5,0) arba
CH3COONH;4 (pH 7,0) H2.O/ACN (10:90 v/v)
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Kaip matyti i$ pateikty chromatogramy, pH jtaka hidrofiliniams junginiams labai nevienoda.
Pvz., vitaminui B3 néra jokios jtakos, vitamino B2 sulaikymas maz¢jant pH silpnéja. Tuo tarpu
likusiy keturiy junginiy sulaikymas rtigscioje terp¢je sustipréja, o jy smailés smarkiai i$siplecia
(Tir apskritai neregistruojamas). Deja, dél aukS¢iau paminéty priezas¢iy (nezinomos junginiy
pKa vertés acetonitrilo terpéje) sunku interpretuoti gautus rezultatus. Antra vertus, Siam darbui
nebuvo keliamas uzdavinys iSsiaiskinti butent Siy junginiy chromatografing elgseng. Todél
galima konstatuoti, kad judrios fazés pH yra svarbus veiksnys optimizuojant skirtingo poliSkumo

junginiy atskyrimg nagrin¢jamoje AFCh+HSCh sistemoje.

3.4 lentelé. Analic¢iy sulaikymo trukmés, iSmatuotos esant skirtingai kolonéliy temperatiirai.

Judri fazé: 5 mmol/L CH3COONH;4 (pH 7,0) H2O:ACN (10:90 v/v).

Analite Sulaikymo trukmeé, min

20°C 30°C 40°C 50°C 60°C

Hidrofobinés analités
Sl 2,15 2,06 1,99 1,91 1,84
Sl 2,81 2,60 2,42 2,23 2,11
S 3,41 3,11 2,73 2,43 2,25
A 3,82 3,50 3,09 2,73 2,49
SIvV 5,18 4,49 3,74 3,15 2,78
K2 10,2 8,06 6,63 5,2 4,30

Hidrofilinés analités
B3 2,07 2,03 1,98 1,94 1,90
B2 2,51 2,43 2,31 2,23 2,17
Mel 3,20 3,11 3,02 2,94 2,86
Kre 3,62 3,53 3,39 3,28 3,19
Trip 5,24 5,51 5,62 5,63 5,62
Tir 6,02 6,04 6,07 6,0 5,83

Kolonélés temperatiiros itaka. Kolonéliy temperatiiros jtaka demonstruoja 3.4 lenteléje
surasytos sulaikymo trukmés bei 3.14 pav. pateikti grafikai. Didinant kolonéliy temperatiira,
hidrofobiniy anali¢iy sulaikymo trukmés tolygiai mazéja. Tokio pobiidZio temperatlirinés
priklausomybeés jprastai biidingos atvirks¢iy faziy chromatografijai, kurioje junginiai daZniausiai
sulaikomi analitéms sgveikaujant su sorbentu tik viena (dispersine) saveika. Sio tipo sorbcija yra

egzoterminis procesas, todé¢l keliant temperatiira, sorbcija silpnéja.
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Tuo tarpu hidrofiliniams junginiams temperatiros jtaka néra tokia rySki: temperatiiros
didinimas tik gana nezymiai sumazina pirmyjy keturiy junginiy sulaikymo trukmes. Tuo tarpu
Tir sulaikymo temperatiira beveik nejtakojo, o Trip sulaikymas, padidinus temperatiirg nuo 20
iki 40 °C, netgi sustipréjo. Tokie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad hidrofiliniai junginiai ant
polinio silikagelio sorbento grei¢iausiai yra sulaikomi misriu mechanizmu. Greta dominuojancio
analités pasiskirstymo tarp adsorbuoto vandens sluoksnio ir judrios fazés (egzoterminis procesas)
gali vykti jy adsorbcija silikagelio pavirSiuje susidarant vandeniliniam ryS$iui su silanolinémis
grupémis ir/arba (teigiamg krivj turinioms analitéms) jony mainai su disocijavusiomis
silanolinémis grupémis. Zinant, kad, pvz., jony mainy saveika yra endoterminis procesas

(didinant temperatiirg jony mainy sgveika stipréja), tokia prielaida yra labai reali.

Hidrofobinés analités
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3.14 pav. Kolon¢liy temperattiros jtaka analiciy sulaikymo trukméms. Kolon¢lés: C18+BEH
HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L CH3COONH4 (pH 7,0) 10:90 v/v H2O/ACN
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Didinant kolonéliy temperatiira, visy junginiy smailiy efektyvumas truputj (<20%) pageréja.
Aukstesnéje temperatiiroje sumazéja judrios fazés klampa bei pagreitéja analiciy difuzija ir tai
pagreitina masiy mainus tarp faziy.

3.15 pav. pateikta chromatograma demonstruoja siiilomos chromatografinés sistemos
galimybes. Apjungus du skirtingus metodus ir naudojant tik izokrating eliucija, pasiektas greitas
ir efektyvus 12-os drastikai poliSkumu besiskirianéiy junginiy atskyrimas. Biitina pazyméti, kad
Siame metode galima papildomai optimizuoti atskyrimg varijuojant tieck AFCh, tiek ir HSCh
sorbenty prigimtimi bei apjungiamy koloné¢liy parametrais (ilgiu, vidiniu skersmeniu).

Pagrindinis Sio metodo trikumas — atskyrimui negalima naudoti gradientinés eliucijos,
kadangi keiciant tirpikliy santykj judrioje fazeje, jos eliucine geba apjungtuose AFCh ir HSCh
metoduose Kinta priesingomis kryptimis.

E 0,15
o si Kre
2 | |
= B3 : Trip =
Q 010 , siil | | e :
o~ S el | fl
X B2 | | |
‘9’ ' | Ti ) \
r
- Il & [l
8™ | (i | ||
3 ] ] 1] ]l 1 | |
d \ ~ | \ \
\ J
8 0 I\ L__ Vi L J‘ I \ ! L\ ‘-.\
Qo [ e =T = =
< L]
0 2 4 6 8 10 12

min
3.15 pav. Hidrofobiniy ir hidrofiliniy junginiy misinio chromatograma. Kolon¢lés: C18+BEH
HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L CH3COONHj4 (pH 7,0) 10:90 v/v H2O/ACN

TreCio Siam darbui iSkelto uzdavinio — panaudoti metoda vandenyje ir riebaluose tirpiems

vitaminams nustatyti — dél karantino nepavyko jgyvendinti.
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ISVADOS

1. Didinant ACN koncentracija judrioje fazéje, hidrofobiniy junginiy sulaikymas silpnéja, o
hidrofiliniy junginiy — stipré¢ja. Kei¢iant ACN koncentracija, galima ne tik gerinti atskiry anali¢iy

pory atskyrima, bet ir keisti hidrofobiniy ir hidrofiliniy junginiy eliucijos tvarka.

2. Druskos (CH3COONHs) koncentracija judrioje fazéje nejtakoja nei hidrofobiniy junginiy
sulaikymo, nei jy smailiy efektyvumo. Hidrofilinéms analitéms $io parametro jtaka sulaikymui
labai skirtinga: jos kryptis ir stiprumas priklauso nuo analiciy kriivio Zenklo ir dydZio. Didéjant

druskos koncentracijai, visy hidrofiliniy anali¢iy smailiy efektyvumas tolygiai didéja.

3. Didinant kolonéliy temperatiirg (iki 60 °C), tik dispersine sgveika sulaikomy hidrofobiniy
anali¢iy sulaikymo trukmés reik§mingai mazéja. Hidrofiliniai junginiai ant polinio sorbento yra
sulaikomi miSriu pasiskirstymo/jony-mainy mechanizmu, todeél jy sulaikymui temperatiiros jtaka
silpnesné. AukStesnéje temperatiiroje sumazéja judrios fazés klampa bei pagreitéja analiciy

difuzija ir tai pagerina efektyvuma.
4. Apjungus AFCh ir HSCh metodus ir naudojant tik izokrating eliucijg, galimas greitas ir

efektyvus drastiSkai poliSkumu besiskirian¢iy junginiy atskyrimas. Pagrindinis AFCh+HSCh

metodo trukumas — atskyrimui negalima naudoti gradientinés eliucijos.
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SUMMARY
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COUPLING OF REVERSED-PHASE AND HYDROPHILIC INTERACTION
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HYDROPHOBIC COMPOUNDS
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ENVIRONMENTAL CHEMISTRY OF VILNIUS UNIVERSITY

Research adviser: prof. A. Padarauskas

In this work a new chromatographic system for the simultaneous separation of hydrophilic
and hydrophobic compounds was investigated. The proposed system is based on the serial
coupling of reversed-phase and hydrophilic interaction chromatography modes. Six hydrophobic
(Sudan I-1V dyes, vitamins A and K2) and six hydrophilic (vitamins B2 and B3, melamine,
creatinine, tryptamine and tyramine) compounds were employed as model analytes. The effect
of various parameters such as the concentration of acetonitrile and salt in the mobile phase,
mobile phase pH and column temperature on the chromatographic behaviour of the analytes was
evaluated and discussed.

Under optimized conditions all twelve compounds were completely separated in under 12
minutes. This work demonstrates the excelent ability of dual chromatographic system to separate

compounds not separated with common single chromatographic techniques.
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