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SANTRUMPOS

ACN — acetonitrilas

ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija

EtOH - etanolis

HILIC — hidrofilinés saveikos chromatografija

KDE — kietafaz¢ disperguojamoji ekstrakcija

MeOH — metanolis

MIPs — molekuliniy jspaudu polimeriniai sorbentai
MS — masiy spektrometrija

MS/MS - tandeminé masiy spektrometrija

PDA — skenuojantis fotodiodinés matricos detektorius

UESCh — ultraefektyvioji skys¢iu chromatografija



[VADAS

Jau daugiau nei deSimtmet; dominuojanciu cheminés analizés metodu yra
chromatografija. Chromatografijos populiaruma lémé tai, kad Sis metodas
jungia dvi labai svarbias analizei procediiras: anali¢iy atskyrima ir ju kiekybini
nustatyma. Nelakiy bei nepasizyminciy dideliu terminiu stabilumu organiniy
junginiy nustatymui neabejotinai tinkamiausias metodas — efektyvioji skys¢iy
chromatografija (ESCh). ESCh metodo varianty gausa be dideliy papildomy
sanaudy (manipuliuojant tik sorbento ir judrios fazés prigimtimi) leidzia
efektyviai atskirti ir kiekybiSkai nustatyti tiek jonizuotus, tiek ir neutralius
tvairaus poliSkumo bei neutralius polinius, tiek ir visiSkai nepolinius junginius.
Pastaraji deSimtmeti sékmingai apjungus ESCh metoda su moderniais
skenuojanciais spektrofotometriniais bei masiy spektrometriniais detektoriais,
jis tapo nepakeiciamu identifikavimo ir kiekybinio nustatymo metodu aplinkos,
biologiniy ir biomedicininiy objekty analizéje. Tobuléjant detektavimo
technikai limituojanciu faktoriumi ESCh metode tapo chromatografinio
atskyrimo etapas. D¢l riboto chromatografiniy sistemy efektyvumo
sudétingesniy miSiniy atskyrimas daznai trunka 30 ir daugiau min. 2004 m.
buvo ijvesta i rinka nauja ESCh sistema - ultraefektyvioji skysciy
chromatografija (UESCh), sudaryta 1S naujos kartos 1000 bar maksimalaus
slégio binarinio siurblio, dideliems slégiams pritaikytos automatinés méginio
ileidimo sistemos bei dideliems slégiams atsparaus, poréto 1,7 um daleliy
dydzio etilsiloksano/silikagelio hibridinio sorbento. Tai leido zenkliai pagerinti
atskyrimo efektyvuma ir atrankuma bei pagreitinti atskyrima.

Nepaisant ypatingo chromatografijos atrankumo, analizuojant realius
objektus net ir Siam metodui biitinos papildomos meéginiy paruoSimo
procediiros, kuriy pagalba analités iSskiriamos 1§ méginio matricos ir, jei reikia,
sukoncentruojamos. Bene daugiausiai problemy Siuolaikinéje analizéje kelia
kiety méginiy paruoSimas. [prastai, i§ kruopsc¢iai homogenizuoty kiety méginiy
analités yra iSskiriamos ekstrahuojant jas organiniais tirpikliais. Kadangi
ekstrakcija skysciais nepasizymi atrankumu, gauti ekstraktai dar papildomai

valomi skystafazes arba kietafazes ekstrakcijos metodais. Tai pakankamai ilgos



bei reikalaujan€ios daug darbo ir medZiagy sanauduy procediiros. Siame
kontekste ypa¢ patraukliai atrodo kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos
(KDE) metodas, skirtas greitam ir efektyviam organiniy junginiy iSskyrimui i$
kiety, pusiau kiety arba labai klampiy sudétingos matricos méginiy. KDE
metodas uZpatentuotas dar 1993 m., taCiau platesnio mokslininky
susidom¢jimo susilauké tik po 2000 m. Pirmieji, nors dar palyginti negausiis
KDE metodo tyrimo ir taikymo praktikoje rezultatai leidzia teigti, jog Sis
metodas yra gerokai efektyvesnis, greitesnis ir paprastesnis uz tradicinius
ekstrakcinius metodus. Be to, KDE metodas ypa¢ lengvai suderinamas su
chromatografiniais nustatymo metodais. Tokiu budu, KDE apjungimas su
naujos kartos UESCh metodu turéty atverti puikias perspektyvas organiniy
junginiy nustatymui kietuose sudétingos matricos méginiuose.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
nuodugniai 1Stirti ir pritaikyti kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos ir
ultraefektyviosios skysCiy chromatografijos metodus greitam ir efektyviam
organiniy junginiy nustatymui kietose matricose. Tyrimams buvo pasirinktos
dvi pakankamai aktualios anali¢iy/méginio matricos sistemos: karbadoksas ir
olakvindoksas paSaruose bei Sudano dazikliai Cili pipiry milteliuose.

Disertacinio darbo uZdaviniai:

1. Nuodugniai istirti karbadokso ir olakvindokso chromatografing elgsena
UESCh metode hidrofilinés saveikos chromatografijos salygose bei
palyginti su ju atskyrimu atvirks¢iy faziy ESCh metodu.

2. Optimizuoti Sudano dazikliy atskyrimo UESCh metodu salygas.

3. Istirti ir optimizuoti KDE metoda karbadokso ir olakvindokso i8skyrimui 18
paSary bei Sudano dazikliy iSskyrimui 1S €ili pipiry milteliy.

4. Jvertinti metody analizines charakteristikas ir pritaikyti naujas sistemas
realiy meéginiy analizei.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Karbadokso ir olakvindokso bei Sudano dazikliy atskyrimas UESCh
metodu yra efektyvesnis, atrankesnis ir greitesnis uz ju atskyrima atvirksciy

faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu.



2. Hidrofilinés saveikos chromatografija leidzia atrankiai ir efektyviai
nustatyti labai polinius organinius junginius nenaudojant gradientinés
eliucijos. Hidrofilinés saveikos chromatografijos principo panaudojimas
KDE metode pagreitina hidrofobiniy junginiy ekstrakcija bei pagerina
ekstrakcijos atrankuma.

3. Naujos karbadokso ir olakvindokso bei Sudano dazikliy ekstrakcijos i$
kiety matricu KDE metodu procediiros yra greitesnés, efektyvesnés ir
paprastesnés uz iki Siol taikytus skystafazés ir kietafazés ekstrakcijos
metodus.

4. Optimizuotos KDE-UESCh analizinés sistemos tenkina ES reikalavimus,
keliamus vaisty likuCiy ir draudZziamy medziagy nustatymui maisto

produktuose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Hidrofilinés sgveikos chromatografija (HILIC)

1.1.1. HILIC savybés ir atskyrimo mechanizmas

Efektyvioji  skys€iy chromatografija (ESCh) — tai vienas 18
universaliausiy ir pla¢iausiai Siuo metu naudojamy analizés metody. Metodas
tatkomas nustatyti jvairiausiems junginiams dar jvairesniuose meginiuose
pradedant nuo maistiniy medziagy, farmacijos produkty, biologiniy audiniy,
kosmetikos iki aplinkos terSaly ir pramonés produkty [1]. ESCh priklausomai
nuo stacionarios ir judrios faziy poliSkumo bei atskyrimo mechanizmo
skirstoma 1 adsorbcing normaliy ir atvirk§¢iy faziy chromatografija, jony
mainy, jony pory, pasiskirstymo, giminingumo, molekuliniy siety ir kt.
metodus.

Normaliy faziy chromatografija yra viena pirmyjy skysciy
chromatografijos ruSiy, dominavusi iki atsirandant atvirk$¢iy faziy
chromatografijai. Normaliy faziy chromatografijoje sorbentas (silikagelis,
aliuminio oksidas, aminopropilsilikagelis ir pan.) yra poliSkesnis uz judria faze¢
(benzenas, chloroformas, heksanas ir pan. bei juy miSiniai). Siuo
chromatografijos metodu nustatomi nejoniniai organiniai junginiai, tirpiis
nepoliniuose organiniuose tirpikliuose. Analités sulaikomos ju poliSkumo
stipréjimo tvarka. Judriomis fazémis naudojant nepolinius tirpiklius, ju
molekulés adsorbuojasi ant polinio sorbento pavirSiaus. Atskyrimo metu
analités pakeicia palyginti silpnai pavirSiuje adsorbuotas tirpiklio molekules,
t.y. atskyrimas vyksta konkurentinés adsorbcijos principu. Tokioje sistemoje
esant judrioje faz¢je net ir nezymiam vandens kiekiui, pastarasis labai stipriai
adsorbuojasi ant polinio sorbento pavirSiaus suformuodamas jame plona
vandens sluoksni ir taip uzblokuodamas galimybe adsorbuotis analitéms. D¢l
oro drégmés bet koks organinis tirpiklis, kontaktuodamas su supancia aplinka
1geria tam tikra kieki vandens, kuris palaipsniui dezaktyvuoja sorbenta,
sumazindamas anali¢iy sulaikymo trukmes bei pablogindamas atskyrimo

atrankuma. Siekiant iSvengti Sios problemos, buvo bandoma dehidratuoti



judria faze, praleidziant ja prieS pat analiz¢ per vandeni sugeriancius
molekulinius sietus [2], taciau tai tik sulétindavo paminétus procesus.

Kiti normaliy faziy skys€iy chromatografijos trikumai — létas
pusiausvyros procesas ant neorganiniy oksidy bei juy pavirSiaus
heterogeniSkumas, sukeliantis nesimetriSka smailiy forma bei keiciantis
sulaikymo trukmes priklausomai nuo analités koncentracijos [3]. Be to,
normaliy faziy chromatografijoje sunku atlikti gradienting eliucija, ribotas
sorbenty ir judriy faziy pasirinkimas bei labai menkos galimybés itakoti
atskyrimo kokybeg. Metodas labai jautrus eksperimento salygoms: drégmei,
temperatiirai, ttkmés greiciui [4]. Galiausiai, labai polinés analités (baltymai,
aminai, sulfo rigStys, sultonatai ir kt.) daZnai negriZtamai adsorbuojasi
sorbento pavirSiuje ir/arba blogai tirpsta nepolinése judriose fazése. Dél
paminéty trikumy prie§ kelis deSimtmecius §] metoda visiSkai nukonkuravo
zymiai lankstesnis atvirk§ciy faziy skysciy chromatografijos variantas.

Atvirk§¢iy faziy chromatografijoje naudojami nepoliniai sorbentai
(oktadecilsilikagelis, oktilsilikagelis, anglis ir pan.) ir polinés judrios fazés
(vandens-acetonitrilo arba vandens-metanolio miS$iniai), todél analités
sulaikomos ju poliSkumo maz¢jimo tvarka. AtvirkSciy faziy chromatografija —
labai universali ir lanksti, puikiai tinkanti tiek visiSkai nepoliniy, tiek ir
palyginti poliniy junginiy atskyrimui. Deja, labai poliniy bei jonogeniniy ir
todél silpnai sulaikomy junginiy atskyrimui bitina judri fazé, kurioje vanduo,
kaip poliskiausias 1§ tirpikliy, sudaryty didziaja ar beveik visa judrios fazés
dali. Tai kenkia atvirks¢iy faziy chromatografijoje naudojamiems sorbentams,
1§ kuriy tik nedaugelis gali i8likti nepaZeisti tokiose poliSkose judriose fazese.
Beveik visi minéti sorbentai ,,vandeningose* judriose fazése yra blogai
drékinami, be to, gali suirti pavir§iné sorbenty struktiira, kai alkilo grandinés
ant sorbento pavirSiaus sukimba ir sorbentas netenka savo sorbciniy savybiy
[2].

1990 metais labai poliniy junginiy atskyrimui buvo pasitlytas naujas
hidrofilinés saveikos chromatografijos (HILIC) metodas [5]. Sis metodas tarsi

apjunge¢ normaliy ir atvirk§¢iy faziy ESCh wvariantus. HILIC metode
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atskyrimas atlickamas ant poliniy, iprastai normaliy faziy chromatografijoje
naudojamy sorbenty su polinémis atvirks¢iy faziy chromatografijos judriomis
fazémis, kuriy didesn¢ dali (>60 %) sudaro polinis organinis tirpiklis
(dazniausiai acetonitrilas), o likusioji dalis — vanduo. IS pirmo zvilgsnio, tokia
sorbento ir judrios fazés kombinacija atrodo visiSkai nesuderinama, kadangi
polingje judrioje fazéje esantis vanduo uzblokuoja polinio sorbento (pvz.
silikagelio) adsorbcinius centrus, todél organinés analités tokiose salygose
turéty buti visiSkai nesulaikomos. Taciau eksperimentiniai HILIC metodo
tyrimai parode, jog Sis metodas pasizymi unikaliomis savybémis [5-8]. Kaip ir
buvo tikétasi, visiSkai nepoliniai ir vidutinio poliSkumo junginiai tokiose
salygose yra beveik nesulaikomi. Tuo tarpu poliniy ir ypal teigiama kriivi
turin€iy (pvz. protonizuoty aminy ir pan.) organiniy junginiy sorbcija,
nepaisant minimalaus sorbento adsorbcinio aktyvumo, yra pakankamai stipri.
Anali¢iy sulaikymo mechanizmas HILIC metode néra paremtas vienu
principu. Metodo pradininko Alpert [5] nuomone, HILIC metode polinés
analités sulaikomos jau ne adsorbciniu, bet pasiskirstymo tarp dviejy skirtingo
poliSkumo skys¢iu mechanizmu. Leidziant poling, vandens turincia judria faze
per polini sorbenta, vandeniliniy rySiy pagalba sorbento pavirSiuje
susiformuoja plonas vandens sluoksnis, atlickantis taip vadinamos skystos
nejudrios fazés vaidmeni. Pats sorbentas §iuo atveju turéty atlikti tik inertinio
neSiklio funkcija. Atskyrimo metu analités pasiskirsto tarp labai polinio gryno
vandens sluoksnio sorbento pavirSiuje ir maziau polinés judrios fazés
sudarytos 1§ vandens ir organinio tirpiklio. Tokiu biidu nepoliniai ir vidutinio
poliSkumo junginiai dél menko tirpumo vandenyje su tokia nejudria faze
nesaveikauja ir yra nesulaikomi. Kuo geriau analité tirpsta vandenyje, t.y. kuo
ji poliskesné, tuo stipriau ji yra sulaikoma. Tokia savybé yra labai svarbi
nustatant polinius junginius sudétinguose méginiuose, turinCiuose daug
organinés kilmés komponenty (pvz. fiziologiniuose tirpaluose, maisto
produktuose ir pan.). Tokiais atvejais naudojant HILIC metoda, nereikalingos
sudétingos 1ir ilgos meéginiy ekstrakty valymo procediiros. Taciau be

pasiskirstymo vandeniniame sluoksnyje, analités papildomai saveikauja su
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sorbento pavirSiuje esanciomis aktyviomis funkcinémis grupémis [3].
PavyzdZiui, jei nejudria faze naudojamas silikagelis, katijoniné¢ analité gali
dalyvauti jony mainuose su neigiama krivi turinciomis disocijavusiomis
silanolinémis grupémis. Taip pat analités gali buti papildomai sulaikomos
atvirk§¢iy faziy mechanizmu, joms saveikaujant su siloksaniniais tilteliais,
esanciais silikagelio pavirSiuje, taciau §i saveika yra gana silpna. Kai kuriais
atvejais papildomos saveikos Zymiai pagerina atskyrimo atrankuma, taciau
daznai tai yra smailiy iSsiplétimo ir efektyvumo sumazéjimo priezastis. Nors
aukSc¢iau paminétas sulaikymo mechanizmas negali pilnai paaiSkinti kai kuriy
eksperimentiniy rezultaty (pvz., kod¢l esant mazoms organinio tirpiklio
koncentracijoms judrioje fazéje, kai kuriy poliniy anali€iy sulaikymas vél
pradeda stipréti?), alternatyvaus ir geriau aprasancio sulaikyma modelio iki

Siol niekas napasiiilé.

1.1.2. Ivairiy veiksniy jtaka atskyrimui HILIC metode

Judrios fazés sudétis. Judri faz¢ HILIC metode yra komponuojama i3
vandens ir organinio tirpiklio. Populiariausias organinis tirpiklis, naudojamas
Siame metode — acetonitrilas. Jo kiekis judrioje faz¢je neturi buti didesnis uz
95 % ir ne mazesnis nei 60 % [5]. Tirpikliy 1Sstimimo jéga HILIC salygomis
stipr¢ja tokia eile: tetrahidrofuranas< acetonas< acetonitrilas< izopropanolis <
etanolis < metanolis < vanduo [6, 9]. Siekiant uztikrinti hidrofilinés saveikos
mechanizma, be acetonitrilo likusia judrios fazés dali turi sudaryti grynas
vanduo, vandeninis buferio tirpalas arba, Zymiai reciau, kiti didesnio
poliSkumo organiniai tirpikliai [9]. Didinant acetonitrilo koncentracija judrioje
faz¢je, poliniy analiCiy sulaikymas stipréja. Judrios fazés iSstimimo jéga
galima papildomai reguliuoti, pakeiciant joje dalj acetonitrilo kitais tirpikliais.

Nors judrios fazés sudétis HILIC yra i§ esmés tokia pati kaip iprastoje
atvirk§¢iy faziy ESCh, taciau jos ijtaka atskyrimui HILIC metodu Zymiai
skiriasi nuo atvirks¢iy faziy ESCh. Judri faz¢ HILIC yra maziau hidrofiliné
negu sorbentas, o hidrofilinés jony mainy ir vandeniliniy rySiy saveikos tarp

analiCiy ir sorbento yra daug reikSmingesnés negu atvirksciy faziy ESCh [11].
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Kai sulaikyma labiausiai jtakoja susidarantys vandeniliniai ry$iai, tuomet net
menki organinés judrios fazés dalies koncentracijos pokyciai turi lemiama
itaka atrankumui. Organiniai komponentai judrioje fazéje gali biti skirstomi
polinius  protoninius ir aprotoninius tirpiklius. Metanolis, etanolis,
izopropanolis ir acto riigStis yra poliniai protoniniai tirpikliai. Poliniai
aprotoniniai  tirpikliai HILIC judrioje fazéje yra acetonitrilas ir
tetrahidrofuranas. Poliniai protoniniai tirpikliai gali buti ir donorai, ir
akceptoriai vandenilinése jungtyse, o aprotoniniai tirpikliai gali buti tik
vandenilio ry$io akceptoriais. Dél sugebéjimo sudaryti vandenilinius rySius,
poliniai protoniniai tirpikliai gali efektyviau konkuruoti su vandens
molekulémis dél poliniy aktyviu centry, taip trikdydami vandeninio sluoksnio
susidaryma ant HILIC sorbento pavirSiaus. Tokiu biidu sorbento pavirSius
tampa labiau hidrofobinis [12], o analités linkusios sudaryti stiprius
vandenilinius ry$ius silpniau sulaikomos. Nustatyta, kad tam tikroms analitéms
atskirti gali biiti naudojamas ir bevandenis HILIC metodas. Pvz., vandeni
judrioje faze¢je pakeitus metanoliu, etanoliu ar etilenglikoliu, nukleozidy ir
nukleobaziy sulaikymas sustipréjo, dél vandeni pakeitusio tirpiklio poliSkumo
sumaz¢jimo [9].

Norint susilpninti arba visai suardyti elektrostatines saveikas kolon¢l¢je,
naudojami buferiniai drusky tirpalai. Taciau drusky pasirinkimas Sioms
sistemoms yra ribotas dél ju menko tirpumo organin¢je fazéje [13]. D¢l gero
suderinamumo su masiy spektrometriniu detektoriumi dazniausiai naudojami
amonio acetatas bei formiatas. Tinkamos ir kitos druskos: trietilamino fosfatas,
natrio perchloratas ir metilfosfonatas [3, 14]. Drusky panaudojimas suardant
nepageidaujamas elektrostatines jony mainy saveikas susilpnina analiciy
sulaikyma bei pagerina ju smailiy forma. Jei analités ir sorbento pavirSiaus
kriiviai vienodi (pvz. silikagelio sorbentas ir anijoninés analités), tai didelé
druskos koncentracija judrioje fazéje gali susilpninti esant] elektrostatini
atostimi ir padidinti anijoniniy junginiy sulaikymo trukmg [15]. Didelé drusky
koncentracija judrioje fazéje gali sustiprinti anali¢iy sulaikyma dar ir dél to,

kad susiformaves sorbento pavirSiuje vandens sluoksnis prisotintas druskos

13



tampa labiau hidrofiliniu [13]. Nustatyta, kad ir druskos prigimtis nevienodai
itakoja analiCiy sulaikyma. Pvz., baziniai peptidai ant silpnomis anijony mainy
savybémis pasizymin¢io sorbento sulaikomi stipriau, naudojant trietilamino
fosfato druska, tuo tarpu naudojant natrio metilfosfonata, tie patys peptidai
buvo sulaikomi Zymiai silpniau. Tai paaiSkinama tuo, kad fosfatas sukuria
papildoma sluoksnj, kuriame vienas neigiamas kriivis pritraukiamas prie
teigiamai tkrauto sorbento, o kitas laisvas neigiamas kriivis pritraukia
teigiamai ikrautas peptidy funkcines grupes. Natrio metilfosfonato atveju
laisvas tik vienas neigiamas krivis, kuris gali saveikauti arba su sorbento
pavirSiumi, arba su baziniais peptidais [14].

pH jtaka atskyrimui. PanaSiai kaip ir atvirkSciy faziy ESCh, HILIC
metode judrios fazés pH gali stipriai jtakoti sulaikyma tik jei analité ir/arba
sorbento  funkcinés grupés dalyvauja  protonizacijos/deprotonizacijos
procesuose. Dazniausiai judrios fazés pH varijuojama silpnai rigscioje ir
neutralioje terpése, kadangi Sarmingje terpéje sorbentai silikagelio pagrindu
pradeda irti. Didinant judrios fazés pH, sorbento pavirSiaus silanolinés grupés
deprotonizuojasi ir jo pavirSiuje padidéja neigiamy kriiviy tankis. Tokiu atveju,
del sustipréjusios elektrostatinés saveikos su teigiamai ikrautais baziniais
junginiais, ju sulaikymas stipréja [16]. Tuo tarpu rugsStinéms analitéms dél
elektrostatinés stiimos sustipréjimo ju sulaikymas silpnéja [13]. Jei, keiciant
judrios fazés pH, keicCiasi ir sorbento pavirSiaus, ir analités kriivis, tuomet,
priklausomai nuo konkreios situacijos, analités sulaikymas gali stipréti,
zenkliai nesikeisti arba silpnéti. Neutraliy junginiy sulaikymo judrios fazés pH
nejtakoja.

Kolonélés temperatira. Bendru atveju nuo kolonélés temperatiiros
priklauso judrios fazés klampa bei analités difuzijos greitis judrioje fazeje, o
tuo paciu ir jos pasiskirstymo tarp faziy greitis. Temperatiiros pakélimas
pagreitina atskyrima bei dazniausiai pagerina smailiy efektyvuma. Be to, buvo
nustatyta, kad aukstesné¢je temperatiiroje judrios fazes poliSkumas sumazéja.
Kiekybiskai jvertinta, kad acetonitrilo koncentracijos padidinimas judrioje

fazéje 1 %, sulaikymo faktoriy paveikia taip pat, kaip judrios fazés
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temperatiiros pakélimas 4°C [16, 18-20]. Temperatiiros itaka priklauso ir nuo
anali¢ly prigimties bei nuo juy saveikos su sorbentu principo. Todél
temperatiiros itaka skirtingose HILIC sistemose gali biiti nevienoda. Nustatant
aspiring aminopropilsilikagelio kolone¢l¢je, keliant temperattira jo sulaikymo
trukmeé didéjo, o amido, silikagelio ir cviterjonin¢je koloné¢lése — mazéjo [9].
Temperattra gali jtakoti ne tik atskyrimo efektyvuma ar analités saveika su
sorbentu, bet ir pacios analités biivi. Pvz., gliukozés tautomerija vyksta tirpale
priklausomai nuo temperatiiros; aukStesné temperatiira gali sulétinti kai kuriy
angliavandeniy izomery susidaryma 1ir taip papildomai itakoti ju

chromatografing elgsena [21, 22].

1.1.3. HILIC sorbentai
HILIC atskyrimai dazniausiai atlickami ant jvairiy silikagelio pagrindu
susintetinty poliniy sorbenty. Nemodifikuotas silikagelis iki Siol bene
dazniausiai buvo naudojamas HILIC metode, ypa¢ maZesniy poliniy junginiy
atskyrimui [23]. Komerciskai prieinami silikageliai skiriasi grynumu ir kitomis
savybémis. A tipo silikagelis yra riigStinis ir praturtintas metalais, kurie
aktyvuoja pavirSiaus silanolines grupes bei gali sudaryti kompleksus su
chelatus sudaranciais junginiais, taip sustiprindami juy sulaikyma bei smailiy
asimetriSkuma. Naujesni, geriau iSvalyti ir ne tokie rigStiniai silikagelio
sorbentai (B tipo silikagelis) turi Zymiai maZzesnius metaly kiekius ir yra
stabilesni pH intervale iki pH 9. Sio tipo silikagelis pasiZymi geresniu
atskyrimu, ypa¢ analizuojant bazinius junginius. C tipo silikagelis yra
modifikuojamas jo pavirSiuje silanolines grupes pakeiciant silicio hidrido =Si-
H grupémis. Jis gali turéti iki 95 % silicio hidrido grupiy ir yra maZziau polinis
negu paprastas silikagelis. Toks silikagelis gali biiti naudojamas ir atvirk§ciy

faziy, ir hidrofilinés saveikos chromatografijoje [2].
Silikagelio grynumas, ar netgi kolonélés uZpildymo juo procediiry
skirtumai labai stipriai itakoja atskyrima bei smailiy forma. Tokiy problemy
1Svengiama naudojant kolonéles uzpildytas silikageliu pritaikytu butent HILIC

metodui [3]. Iprastai HILIC metode naudojamas silikagelis, kurio daleliy dydis
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3-5 um. 2007 m. Waters firma jved¢ i rinka 1,7 pum daleliy dydzio silikagelio
sorbenta, skirta dirbti  HILIC reZzimu ultraefektyviosios  skysciy
chromatografijos metodu [23].

Aminopropilsilikagelis buvo pirmasis modifikuotas silikagelio
sorbentas, naudojamas angliavandeniy atskyrimui HILIC metodu [3]. Siuo
metu Sis sorbentas sékmingai pritaikytas ir amino rugStims, peptidams,
karboksirtig§tims, nukleozidams, oligosacharidams ir kt. junginiams atskirti
HILIC metodu [23, 24]. Protonizuojantis amino grupei aminopropilsilikagelio
sorbente atsiranda papildoma anijony mainy saveika su neigiamai jkrautomis
analitétmis [13]. Tod¢l jeigu baziniai junginiai dé¢l vandeniliniy rySiy ir
papildomos katijony mainy saveikos su silanolinémis grupémis yra stipriau
sulaikomi ant nemodifikuoto silikagelio, tai rigstiniai junginiai rodo didesni
giminiSkuma aminopropilsilikagelio sorbentui, o kartais, gali net negriztamai
adsorbuotis jo pavirsiuje [2].

Lyginant su silikageliu, aminopropilsilikageliu uZpildytose kolon¢lése
dirbant su buferiniais judriy faziy tirpalais pusiausvyra nusistovi per ilgesni
laika [25]. Be to, HILIC reZime d¢l ilgainiui iSsiplaunanciy aminopropilo
ligandy jo stabilumas bei anali¢iy smailiy forma yra blogesni [26]. Skirtingy
gamintojy aminopropilsilikagelio koloné¢lés taip pat duoda skirtingus rezultatus
dirbant HILIC salygose, ypac jei jos néra skirtos biitent HILIC.

Amidu modifikuotas silikagelis naudojamas monosacharidy, peptiduy,
amonio junginiy atskyrimui [23], taiau netinka riigStiniy junginiy analizei dél
galimy antriniy saveiky su amido funkcine grupe [13]. Amido grupé
silikagelio pavirSiuje yra atskirta trumpa alkiline grupe ir, prieSingai amino
grupéms yra maziau reaktinga, nepasizymi bazinémis savybémis, todél
anali¢iy sulaikymas maziau priklauso nuo pH [27]. Be to, re€iau pasireiskia
negriztama adsorbcija, tod¢l chromatogramos gerai atsikartoja net po 500
injekciju [28].

Pasitilyti keli silikagelio pagrindu susintetinti sorbentai, kuriy pavirSius
padengtas polisukcinimidu kovalentinémis  jungtimis sujungus

polisukcinimida ir aminopropilsilikageli. Pirmiausia silikagelio pavirSius
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padengiamas poliamido/imido grandinémis taip, kad dalis polisukcinimido
ziedy yra atviri ir gali jungtis su laisvomis aminopropilo grupémis. Taciau
tiktai dalis polisukcinimido Ziedy sudaro tokias jungtis, tuo tarpu kiti ziedai
licka laisvi ir gali jungtis su nukleofilinémis savybémis pasizyminciais
junginiais, taip gaunant skirtingy savybiy sorbentus. Pvz., tokiu biidu buvo
prijungta poliaspartamo rtgstis, silpnai dalyvaujanti katijony mainuose, poli-2-
sulfoetilaspartamidas, stipriai dalyvaujantis katijony mainuose ir poli-2-
hidroksietilaspartamidas. Sio tipo sorbentai buvo pladiai naudojami peptidu,
nukleino rugsciy, glikopeptidy, folaty ir kt. medziagy atskyrimui [6, 8, 29, 30].
Taciau ilgesni laika eksploatuojant minétus sorbentus, dé¢l hidrolizés prijungti
ligandai iSplaunami, blogé¢ja koloné¢lés efektyvumas ir atskyrimas [3, 23].
Todél atsiradus jvairesniems, biitent HILIC metodui skirtiems sorbentams,
polisukcinimidu modifikuotas silikagelis beveik nebenaudojamas.

Poliskumo atzvilgiu, dioliu modifikuotas silikagelis yra labiausiai
nemodifikuoto silikagelio savybes atitinkantis sorbentas. Sio tipo sorbentai
naudojami kaip alternatyva silikageliui, siekiant iSvengti atskyrima
apsunkinancios anali¢iy adsorbcijos ant nemodifikuoto silikagelio. Dioliu
modifikuotas sorbentas yra neutralus, pasiZymi dideliu polisSkumu, o prijungti
ligandai atspariis hidrolizei [3, 23]. HILIC reZime, kuriame nepageidaujama
joning saveika su silanolinémis grupémis, jis turéty biiti idealiai tinkamas [3].
Dioliu modifikuotas silikagelis negriztamai nesulaiko redukuojanciy
angliavandeniy, ta¢iau nesant amino grupiy, lé€iau vyksta mutarotacija, todél
atsiranda dvigubos smailés. Tai iStaisoma 1 judria fazg pridéjus 0,1 %
etildiizopropilamino [31]. Kita vertus, analizuojant angliavandenius ir
poliolius, dioliu modifikuotas sorbentas labiausiai tinkamas, nes redukuojantys
cukriis nesudaro su sorbentu Sifo baziy, kaip naudojant aminopropilsilikageli
[32, 33].

Propilnitrilu modifikuotas silikagelis kaip sorbentas buvo naudojamas
nuo pat normaliy faziy chromatografijos atsiradimo, ta¢iau HILIC metode jis
taikomas retai [34]. Nors paprastai laikomas poline faze, jis nesudaro

vandeniliniy ryS$iy, todél silpnai sulaiko analites. Pvz., palyginus keleta
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sorbenty peptidy atskyrimui buvo nustatyta, kad propilnitrilo sorbentas ju
visiS8kai nesulaiko [35]. Etilnitrilu modifikuoto silikagelio sorbentas buvo
pritaikytas denattiranty nustatymui alkoholio matricoje [36]. Nors sorbentas
gali biiti naudojamas ir su labai vandeningomis, ir su vien organinémis
judriomis fazémis, jo naudojima riboja trumpa eksploatavimo trukmé ir
menkas skirtingy sorbento partijy atkuriamumas [37].

Ciklodekstrinai d¢l savo jdomios kiigio formos struktiiros ir cheminiy
savybiy (viduje hidrofobiski, iSoréje hidrofiliSki) placiai naudojami ne tik
analizin¢je chemijoje (chromatografijoje), bet ir organin¢je chemijoje, vaisty
tyrimuose, fermenty, biochemijos, maisto ir kosmetikos srityse. Plaiausiai
taitkomi o, B ir y-ciklodekstrinai, kurie atitinkamai yra sudaryti 1§ 6, 7 ir 8
gliukozeés Ziedu [23]. Kadangi ertmés yra suformuotos 1§ optiSkai aktyvaus
cukraus, ciklodekstrinai placiai naudojami kaip chiraliniai selektoriai
daugelyje atskyrimo mokslo sric¢iy [38]. Didzioji dalis hidroksigrupiy yra
i§sideste ciklodekstrino kiigio iSor¢je, todel juo modifikuotas silikagelis yra
tinkamas naudoti HILIC metode atskiriant fosforintus angliavandenius [39] bei
oligosacharidus [40, 41]. Analizuojant angliavandenius pastebéta, jog, lyginant
su aminopropilsilikagelio sorbentais, ciklodekstrinais modifikuoti sorbentai
pasiZymi geresniu stabilumu ir atkuriamumu [42]. Ciklodekstrinais
modifikuotas silikagelis yra daug zadantis sorbentas enantiomery atskyrimui
HILIC metodu [43].

Nesenai HILIC naudojamy sorbenty paleté pasipildé dar vienu,
silikagelio pagrindu pagamintu ir cviterjonininémis savybémis pasiZyminciu
sulfoalkilbetaino sorbentu. Sis sorbentas — tai porétas silikagelis, padengtas
polimeru su 3-sulfopropildimetilalkilamonio druskos funkcinémis grupémis.
Dél jo cviterjoninés struktiiros, ant §io sorbento galima atskirti tiek
katijoninius, tiek ir anijoninius junginius [23]. Sorbento pavir§iuje moliniu
santykiu 1:1 esancios ketvirtinio amonio ir sulfo riigSties funkcinés grupés
duoda artima nuliui pavirSiaus kriivi, taciau sulfoalkilbetaino cviterjonas yra
osmolitas, gebantis sorbento pavirSiuje stipriai sulaikyti vandeni. Vandens

saveika su tokia stacionaria faze yra specifiné: vanduo pasiskirsto tarp
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cviterjoninio polimero grandiniy ir neleidzia kauptis kito tirpiklio molekuléms
[44]. Be to, dél cviterjoniniy funkciniy grupiy sorbentas nejautrus judrios fazés
pH svyravimams. Todé¢l tokie sorbentai puikiai tinka atskyrimams tiek HILIC
(neutraliems junginiams), tiek ir misSriu HILIC+jony mainy (joniniams
junginiams) rezimu [44-47]. Norint atskirti jonines analites tik HILIC
mechanizmu, { judria faz¢ pridedama drusky, kurios slopina jony mainy
sgveikas.

Monolitiniai sorbentai — tai iStisinés struktiiros sintetiniai sorbentai,
sudaryti 1§ taip vadinamo monolitinio karkaso, iSraiZyto pratekanciomis
poromis. Chromatografijoje jie naudojami jau beveik du deSimtmecius [48,
49]. Lyginant su didelio porétumo tradiciniy sorbenty dalelémis, Sie sorbentai
pasiZzymi didesniu mechaniniu patvarumu. Be to, didelés pratekancios poros
padidina judrios fazés pralaiduma, sumazina slégi prie§ kolonelg, o didziyju
pory sienelése esanciose mikroporose greiiau vyksta masiy pernasa. Iki Siol
atlikti tik keli tyrimai su organiniy polimery monolitiniy sorbenty taikymu
HILIC metode [44, 50-53]. Sie monolitiniai sorbentai buvo panaudoti
benzenkarboksi rtigsties dariniy, mazos molekulinés masés amidy, pirimidiny,
puriny bei peptidy atskyrimams HILIC metodu.

Nemodifikuotas monolitinis silikagelio sorbentas buvo panaudotas
naprokseno ir varfarino atskyrimui HILIC metodu, taciau kolone¢lés
efektyvumas pasirodé esas blogesnis nei oktadecilo ligandu modifikuoto
silikagelio monolitinio sorbento [54].

Apibendrinus literatiros duomenis galima konstatuoti, kad iki Siol
dominuojan¢iu sorbentu HILIC metode vis dar iSliecka nemodifikuotas
silikagelis. Nors pastaraisiais metais rinkoje pasirod¢ vairiis sorbentai kai
kuriais aspektais ir yra pranasesni uz silikageli, taciau didelé juy kaina bei

blogesnis stabilumas neleidzia nukonkuruoti silikagelio.

1.1.4. HILIC metodo taikymas
Pirmieji taikomieji HILIC metodo darbai buvo skirti karbohidraty, amino

rugséiy, peptidy tyrimui [22, 24, 55-57]. Taliau pastaraisiais metais
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pastebimas vis did¢jantis susidoméjimas Sio metodo galimybémis atskirti ir
nustatyti mazesnius polinius organinius junginius vaistuose, augaly
ekstraktuose, maisto produktuose ir kt. objektuose [7, 25, 58-61].

Olsen [7] panaudojo HILIC farmacijoje naudojamiems poliniams
junginiams nustatyti. Buvo palyginti nemodifikuoto silikagelio ir silikagelio su
prijungtomis aminopropilo funkcinémis grupémis sorbentai. Nustatyta, kad
pirimidino (uracilas, cirizinas, fluorocitozinas) bei purino (acikloviras,
guaninas) grupiy junginiai geriausiai atskiriami, naudojant aminopropilo
grupémis dengtus sorbentus, kai judri faz¢ sudaryta 1§ 80 % acetonitrilo bei 20
% vandeninio fosfatinio buferio (pH 6,5). Taip pat buvo tirta galimybé pakeisti
judrioje faz¢je vandeni maziau poliniais alkoholiais (metanoliu, n-propanoliu).
Buvo nustatyta, kad toks pakeitimas Zenkliai padidina anali¢iy sulaikymo
trukmes bei pablogina smailiy simetriSkuma. Kitos junginiy klasés — mazos
molekulinés masés amidy atstovai — oksamidas, acetamidas, formamidas —
geriau atskiriami naudojant nemodifikuoto silikagelio sorbenta.

Valette su kolegomis [25] tyré tetraciklino grupés antibiotiky
(tetraciklino, chlortetraciklino ir oksitetraciklino) nustatymo HILIC metodu
ypatumus. Nors visi tirti junginiai analizés salygomis turi teigiama kriivi, buvo
pasirinktas aminopropilo grupémis modifikuotas sorbentas, t.y. taip pat turintis
teigiama kriivi esant judrios fazés pH < 6. Toks variantas yra imanomas,
kadangi esant judrioje faz¢je daugiau nei 50 % organinio tirpiklio, hidrofiliné
saveika tampa stipresné uz elektrostatines stimos jégas tarp vienodo kriivio
anali¢iy ir sorbento funkciniy grupiuy. Naudojant §i sorbenta, buvo pasiektas
geras efektyvumas bei smailiy simetriSkumas.

Guo ir Huang [59] panaudojo HILIC metoda trometamino nustatymui
vaistuose. Atskyrimui buvo naudojama aminopropilo nejudri fazé¢ su
vandens/acetonitrilo (20:80 v/v) judria faze ir refraktometriniu detektoriumi.
Kitame darbe [60] panasi HILIC sistema sékmingai pritaikyta manitoliui
nustatyti. Gianotti ir kt. [61] sékmingai panaudojo HILIC metoda
biogeniniams aminams (kadaverinas, histaminas, putrescinas, spermidinas,

sperminas, triptaminas ir tiraminas) stiryje nustatyti.
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Kadangi HILIC metode paprastai naudojamos judrios fazés su palyginti
didelémis organinio tirpiklio koncentracijomis, Sis metodas puikiai tinka
kombinacijoje su masiy spektrometriniu (MS) detektoriumi [62-65].
Pavyzdziui, darbe [62] HILIC metodas buvo panaudotas antibiotiky,
priklausan¢iy aminoglikozidy grupei, nustatymui serume. Siy junginiy
nustatymui paprastai naudojami imuniniai analizés metodai, taCiau, deja, jie
tinka ne visiems aminoglikozidams. Jony poru chromatografijos bei normaliy
faziy adsorbcinés chromatografijos metodai netinkami naudoti su MS
detektoriumi, kadangi Siuose chromatografijos variantuose naudojamos judrios
fazés trikdo detektoriaus darba. Tuo tarpu HILIC-MS metodui jokiy
apribojimy néra.

Apibendrinant reikéty pazyméti, kad iki Siol mokslinéje literatiiroje
pagrindinis démesys skiriamas HILIC metodo galimybiy tyrinéjimui, jvairiy
tipu poliniy organiniy junginiy atskyrimo ypatumy tyrimui ir tik palyginti

nedidel¢je dalyje darby metodas taikomas realiy objekty analizei.

1.2. Kietafazé disperguojamoji ekstrakcija (KDE)
1.2.1. KDE metodo principai

Kietafazé disperguojamoji ekstrakcija (KDE) — meéginio paruoSimo
analizei metodas, 1989 m. pasitilytas Barkerio su kolegomis [66] ir 1993 m.
uzpatentuotas. KDE metodas skirtas organiniy junginiy iSskyrimui i§ kiety,
pusiau kiety, labai klampiy ar netgi skysty méginiy. Sis metodas pastaraisiais
metais vis placiau taikomas méginiy paruoSimui dél keleto privalumuy:
nereikalinga papildoma aparatiira, ekstrakcijai naudojama mazai meéginio,
sorbento ir desorbcijos tirpiklio, o pati ekstrakcijos procediira yra nesudétinga
ir greita. KDE metodo principiné schema pavaizduota 1.1 pav.

Meéginio porcija (apie 0,1-0,5 g) yra dedama i stiklo ar agato tigly,
kuriame jau yra atitinkamas kiekis kieto sorbento, pvz. oktadecilsilikagelio ar
kt. Méginys ir sorbentas sutrinamas stiklo ar agato griistuve. Sioje stadijoje i

miSinj gali buti idedamas vidinis standartas arba anali¢iy standartinis priedas.
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Dispergavus mégini su sorbentu, gaunamas pusiau sausas miSinys, kuriuo
uzpildoma kolon¢lé ar SvirkSto korpusas ir supresuojama stiimoklio pagalba.
Analités iSplaunamos leidZiant per disperguota miSini vieno pasirinkto tirpiklio
porcija ar keleta tirpikliy nuosekliai. Jei reikia analites sukoncentruoti ar

pakeisti  tirpikli, eliuatas nugarinamas, tirpinamas, filtruojamas ir

analizuojamas.
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1.1 pav. Principin¢ KDE metodo schema.

Siekiant papildomai iSvalyti ekstraktus, prie§ suberiant su sorbentu
disperguota mégini, 1 kolonélés dugna gali buti pridedama kokio nors kito
sorbento porcija [67]. Tokiu atveju, tekédamas per papildoma sorbento
sluoksnj, tos pacios procediros metu, eliuatas dar labiau iSgryninamas
tradiciniu kietafazés ekstrakcijos principu.

KDE remiasi keletu paprasty cheminiy ir fizikiniy principuy. Mechaniskai
maiSant meginj su kietu sorbentu, suardoma méginio struktiira, o meéginio
matrica saveikauja su sorbento pavirSiuje esanciomis prijungtomis grupe€mis
arba sorbento pavirSiumi. Dispergavimo metu ne tik susmulkinamas meginys,
bet ir inicijuojamos ivairios hidrofilinés, hidrofobinés ar kt. méginio
komponenty ir sorbento saveikos. Norint gerai disperguoti skystus, neklampius

meéginius (vyna, sultis, piena, riebalus) dazniausiai uztenka maiSymo. Tuo

22



tarpu kieti méginiai daznai pirma homogenizuojami atskirai, o véliau sutrinami
su pasirinktu sorbentu. Kaip ir chromatografingje kolonéléje, dél pasiskirstymo
ir/arba adsorbcijos pusiausvyry analités pasiskirsto tarp disperguoto méginio,
sorbento ir desorbcijos tirpiklio. Kietafazés disperguojamosios ekstrakcijos
metodo iSskirtiné savybé yra ta, kad analités tolygiai adsorbuojasi visame
sorbento tliryje, o ne virSutiniame sorbento sluoksnyje. HomogeniSkas plonas
meginio sluoksnis ant sorbento daleliy leidzia efektyviai vykti masés pernasos
procesams. Tod¢l KDE metode aukstai i§gavai pasiekti uztenka palyginti
nedideliy desorbcijos tirpikliy tiiriy [68]. Deja, detalesni tyrimai apie KDE
ekstrakcijos mechanizma iki Siol neatlikti.

Klasikiniai kiety ar pusiau kiety meéginiy paruoSimo metodai
chromatografinei analizei prasideda méginio smulkinimu, sutrynimu, tirpinimu
ar veikiant kitais mechaniniais biidais, kurie suardo jo struktiira. Daugelis tokiy
procesy suardo méginio struktiirg iki lasteliy lygmens, taciau tai ne visada
atlickama efektyviai. Norint visiSkai suardyti méginio lasteles, kad buty dar
lengviau atlikti méginio komponenty 1§skyrima bei ekstrakcija, be mechaninio
veikimo daznai papildomai skaidoma fermentais, naudojami tirpikliai, rugstys,
Sarmai, buferiai, aStrios dalelés, druskos, detergentai arba chelatus sudarantys
agentai. Toliau méginiai yra ekstrahuojami tirpikliais, ekstraktai papildomai
valomi, filtruojami, centrifuguojami, jei reikia, dZiovinami naudojant
bevandenes druskas ar kitokias higroskopines medziagas. Neretai po Siy
procediiry vis dar susiduriama su nepageidaujamu emulsijy susidarymu,
prarandama dalis anali¢iy. Minétos procediiros reikalauja daug laiko ir darbo
sanaudy. Po visy zingsniy skirty grynam ekstraktui gauti, lieka daug
nereikalingy atlieky, neretai kenksmingy aplinkai tirpikliy. KDE metodas
atitinka keleta Zaliosios chemijos (green chemistry) [69] koncepcijos principu:
sujungti keli anali¢iy iSskyrimo etapai, taupomas laikas, naudojama ,,sausa*
chemija, naudojamas mazas meéginio kiekis. Dirbant su kietais ar pusiau kietais
meéginiais KDE metodas eliminuoja tradiciniy metody sunkumus ir tokiu budu

Zymiai pagreitina ir supaprastina meéginio paruosima [70, 71].
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1.2.2. Veiksniai jtakojantys KDE efektyvum3 ir atrankuma

Sorbento prigimtis. Sorbento savybés turi lemiama itaka KDE metodo
efektyvumui ir atrankumui. Didel¢ jtaka KDE procesui turi sorbento daleliu
diametras. Labai mazo diametro (3-20 um) sorbento dalelés labai sulétina
anali¢iy desorbcija, o kartais net ir visiSkai uzkemsa kolon¢lg, todél norint
pasiekti reikalinga eliucijos greiti butina papildomai naudoti vakuuma arba
slégi [72]. Placiausiai naudojami sorbentai, kuriy daleliy dydis siekia 40-100
um, o pory diametras 60-100A. Tokiu atveju net ir be papildomo slégio
pasiekiami dideli eliucijos greiciai. Be to, didesnio daleliy dydzio sorbentai dar
ir zymiai pigesni. Dazniausiai naudojami méginio ir sorbento masés santykiai
yra 1:2-1:4 srityje. Konkreiam méginiui ir analitéms S$is santykis paprastai
nustatomas empiriskai metodo optimizavimo metu [73].

Disperguojanciu  sorbentu gali biiti naudojami ir modifikuoti, ir
nemodifikuoti sorbentai. Pastariesiems priskiriami silikagelis [74, 75],
diatomitin¢ zeme [75, 76], florisilas [76-84], aliuminio oksidas [85], smélis
[86] ir anglis [87]. Pvz., optimizuojant fenoliniy junginiy i8skyrimo 1§ vyno
salygas, geriausios iSgavos (99,5-100,9 %) buvo gautos sorbentu naudojant
silikageli. Nors jprastai KDE metode meéginys pirmiausia disperguojamas su
kietu sorbentu, ekstrahuojant skystus méginius, méginio porcija, prie§ tai
sureguliavus pH ir joning jéga, gali buti pilama tiesiai { kolonélg uzpildyta
atitinkamu sorbentu. Tokiu biidu sunaudojamas mazesnis méginio kiekis, o
paruoSimas tampa dar paprastesniu [75]. Taciau, miisy nuomone, toks
variantas turéty biiti priskiriamas jau nebe KDE, o kietafazes ekstrakcijos
metodui. Nustatyta, kad silikagelis tinkamiausias sorbentas pesticidy likuciy
ekstrakcijai 1§ bi¢iy pikio [74]. Taciau del matricos sudétingumo, KDE metu
iSekstrahuojama ir gana daug trukdan¢iy medziagy, todél reikalingos
papildomos ekstrakto valymo procediiros.

Diatomitiné Zem¢ yra ne sintetinis, o natiiralios kilmés sorbentas,
sudarytas 1§ silicio oksido ir aliuminio, geleZies, magnio, natrio, kalio, kalcio,

titano oksidy priemaisy ir pasiZymintis dideliu porétumu (pory dydis 100-1000
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nm) [88]. Naudojant $i sorbenta pesticidy liku¢iy nustatymui, be papildomo
ekstrakty valymo pasiekiamos 71-118 % iSgavos [75].

Optimizuojant fungicidy i8skyrima KDE metodu i§ vyno [76],
fosfororganiniy junginiy iSskyrima i$ dulkiy [78], chlororganiniy pesticidy
1Sskyrima 1§ dirvozemio [79], 1§ augaly [80, 84], 18 sulCiy [82] ir 1§ tabako [83]
buvo pasirinktas florisilas. Florisilas — magnio silikato sorbentas, pasiZymintis
mazesniu poliSkumu nei silikagelis ar aliuminio oksidas [76] ir gerai
adsorbuojantis polinius junginius. Deja, Sis sorbentas néra labai atrankus, todél
beveik visuose darbuose buvo naudojami papildomi ekstrakto valymo budai.

Nors aliuminio oksidas dazniausiai naudojamas papildomu sorbentu
ekstrakty valymui ir pigmenty paSalinimui, keletas autoriy panaudojo ji kaip
pagrindini KDE sorbenta [81, 85]. Po iSsamiy statistiniy skaifiavimy,
ivertinanciy jvairiy (disperguojanciojo sorbento, ekstrakto valymo sorbento,
desorbcijos tirpiklio prigimties) veiksniy itaka KDE efektyvumui, aliuminio
oksidas buvo pasirinktas, kaip tinkamiausias sorbentas 36-iy chlororganiniy
pesticidu ekstrakcijai 1§ galviju paSaro [81]. Kitame darbe [85] pesticidy
1§skyrimui 1§ gyvulinés kilmés riebaly, geriausios iSgavos (90-101 %) taip pat
buvo pasiektos su aliuminio oksidu.

Siuolaikinéje analizéje siekiama {Svengti ar bent sumazZinti toksisky
reagenty naudojima, trumpinti darbo trukme, miniatifirizuoti iranga ir taip
sumazinti kaStus. Flavonoiduy bei fenoliniy junginiy nustatymui augalinése
matricose disperguojanciu sorbentu pasitlytas juros smelis [86, 89, 90].
Sorbentas prie§ analiz¢ plaunamas dejonizuotu vandeniu ir metanoliu. Nors
didziausias jo privalumas — nedidel¢ kaina, taCiau adsorbcijos savybémis jis
taip pat nenusileidzia tradiciniams komerciniams sorbentams. Pvz.,
antocianiny ekstrakcijai i§ juoduyju serbenty palyginus oktadecilsilikagelj ir
juros smeli, buvo gauti labai panasis KDE efektyvumo rezultatai, o
atsizvelgus 1 sorbenty kaina, smélis pripazintas tinkamesniu analizei [86].

Darbuose [91, 92] teigiama, kad nemodifikuoti sorbentai tik suardo
meéginio matricos struktiira, o modifikuoti sorbentai — dar ir papildomai

sorbuoja analites, taciau Sis teiginys nepagristas jokiais eksperimentiniais

25



tyrimais. Dazniausiai KDE metode naudojami modifikuoti atvirksciuy faziy
sorbentai. Neabejotinai pats populiariausias — oktadecilsilikagelio (C18)
sorbentas [81, 86, 87, 93-103]. Eil¢je darbu [81, 95, 99] nustatyta, kad
prijungtos alkilo grupés pagerina hidrofobiSkesniy méginio komponenty
tirpuma bei geriau iSvalo ekstraktus 1§ gyvulinés kilmés matricy — raumenuy,
kepeny, inksty ar riebios zuvies. Desorbcijai dazniausiai naudojami poliniai
tirpikliai (acetonitrilas, metanolis, etanolis ar ju miSiniai) [68, 104].

C18 sorbentas yra labai universalus anali¢iy ir meéginio matricos
atzvilgiu. Jis naudojamas mikotoksinams rieSutuose ir obuoliy produktuose
[93, 105], pesticidams vaisiuose, darzoveése [96, 99], galviju paSaruose [81],
mesoje [97], veterinariniams vaistams pieno produktuose ir mésoje [101, 102],
akrilamidui milty produktuose [94], izoflavonoidams augaluose [87],
fenoliniams junginiams vynuogése [103], policikliniams aromatiniams
angliavandeniams jiiros gérybése [99], vaistams audiniuose [95] nustatyti. C18
puikiai disperguoja daug lipidy turinius méginius, pvz. kepenis. Toks
meéginys pirmiausiai homogenizuojamas, o véliau disperguojamas su sorbentu
[97]. C18 sorbento savybes ir tinkamuma ekstrakcijai lemia dar ir tai, ar
likutinés silanolinés grupés yra uzblokuotos. Esant atitinkamam pH laisvos
silanolinés grupés gali dalyvauti papildomose saveikose su analitémis. Pvz.,
palyginus du C18 ligandais modifikuotus sorbentus antocianiny ekstrakcijai,
naudojant sorbenta su neuzblokuotomis likutinémis silanolinémis grupémis
buvo gautos geresnés iSgavos ir grynesni ekstraktai [86].

Maziau populiaris C8 ir C30 ligandais modifikuoti sorbentai buvo
panaudoti pesticidy [106, 107] ir karotinoidy ekstrakcijai [108] i§ vabzdziy ir
1§ augaly, taCiau jokiais iSskirtiniais privalumais, lyginant su CI18,
nepasizymejo.

Naudojant aminopropilsilikageli ar kitus pirminiais ir antriniais aminais
modifikuotus sorbentus, gaunami daug Svaresni sudétingy riebiy meginiy
ekstraktai, nei naudojant C18 modifikuota silikagelio sorbenta. Amino
ligandais padengti sorbentai atrankesni, nes pasiZymi dar ir anijony mainy

savybémis. Tai labai patogu dirbant su biologinémis matricomis, kuriose reikia
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efektyviai sulaikyti riebigsias rugstis [84]. Amino grupémis modifikuoti
sorbentai taikyti ir pesticidy i1Sskyrimui 1§ augalinés kilmés méginiy [109].

Be auksciau paminéty sorbenty, KDE metode naudojami ir maziau
populiartis netradiciniai sorbentai. Vieni 1§ ju — molekuliniy ispaudy
polimeriniai sorbentai (MIPs). Tokie polimerai dél savo unikalaus atrankumo
konkreciai analitei ar ju grupei yra prilyginami imunoafininéms medziagoms.
MIPs pasizymi dideliu stabilumu pladiame pH intervale, aukStesnése
temperatiirose, yra mechaniskai tvirti ir pakankamai pigis. MIPs dazniau
naudojami dirbant su sudétingomis biologinémis matricomis, kuriy sudétyje
yra daug analizei trukdanciy riebaly, baltymy ir kt. junginiy. Nustatyta [109],
kad 18skiriant penkis fluorokvinolonus 1§ kiauSiniy ir kiaulés raumens matricy,
molekuliniy ispauduy sorbentas atrankumu zenkliai pranoksta iprastus C18 ir
florisilo sorbentus. Chloramfenikolio — draudziamo naudoti antibiotiko —
1$skyrimui taip pat buvo pritaikytas MIPs. Ekstrahuojant Zuvies méginius, §is
sorbentas pasiZzymejo didele sorbcijos talpa bei puikiu atrankumu analitei.
Buvo gautos pakankamai aukStos iSgavos (89,8-101,4 %), taCiau pasiekti
minimalig reikalaujama nustatymo riba (0,3 ng/g) nepavyko [96]. Molekuliniy
1spauduy polimerinis sorbentas buvo panaudotas KDE metodu nustatinéjant
klenbuterol; galviju kepenyse [111].

Flavanoidams iSskirti i§ medicinoje naudojamy vaistiniy augaly KDE
metodu buvo susintetintas laurilo ligandais modifikuotas chitozano polimeras.
Laurilo grupés prijungimas prie chitozano stipriai padidino sorbento
hidrofobiSkuma ir susilpnino vandeniliniy ry$iy susidaryma [112].

Ekstrakty valymas. Net ir riipestingai parinkus sorbenta bei analiiy
desorbcijos tirpikly, kartais KDE metode nepavyksta gauti pakankamai gryno
ekstrakto, tinkamo tiesioginei tolimesnei analizei. Tuomet | méginio
paruoSimo procesa iterpiama ir ekstrakto valymo procediira. Pirminio
ekstrakto valymas dazniausiai apjungiamas su paciu ekstrakcijos procesu,
todél méginio paruosSimo procediiros trukmé ir darbo sanaudos nepadidéja. Tai
atlickama 1 KDE kolon¢lés apacia papildomai pridéjus nedidele porcija

sorbento, kuris sorbuoja priemaiSas. Disperguojantis ir ekstrakta valantis
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sorbentai turi pasizyméti skirtingomis sorbcinémis savybémis. Dazniausiai
normaliy faziy (poliniai) sorbentai naudojami sulaikyti polinius junginius,
kurie ekstrahuojasi i§ meéginio, disperguoto su atvirk$¢iy faziy (nepoliniais)
sorbentais [113-116]. Pavyzdziui, silikagelis yra naudojamas ekstrakty
valymui ekstrahuojant fungicidus, pesticidus ir insekticidus 1§ vaisiy ir
darzoviy matricy oktadecilsilikageliu [113, 114], o anglis — pasalinti kartu su
analitémis 1§ darZoviy méginiy i$siekstrahavusius pigmentus [115].

Kitas budas padidinti KDE metodo atrankuma — papildomas disperguoto
meéginio ,,praplovimas® prie§ ekstrakcija [117-119]. Jo pagalba iSplaunami
trukdantys analizei paSaliniai junginiai, o analités lieka disperguotame
meginyje. [prastai trukdancios medziagos iSplaunamos 1-2 ml tirpiklio/100 mg
sorbento-méginio misSinio. Srauto greitis turi biiti toks, kad plovimo tirpiklis
kontaktuoty su sorbentu tik apie 1-2 minutes. Hidrofilinéms priemaiSoms
atsikirti nuo hidrofobiniy anali¢iy daZniausiai naudojamas plovimas
dejonizuotu vandeniu arba 10-20 mmol/l koncentracijos buferiniais tirpalais.
Pvz., vanduo buvo naudojamas pasalinti cukry ir kitas polines medZziagas i$
vaisiy meginiy, disperguoty ant C18 modifikuoto silikagelio pavirSiaus [117].
Nepoliniai junginiai, pvz. riebalai ar riebiosios riigstys, yra paSalinami
plaunant su maziau poliniais tirpikliais ar ju miSiniais, pvz., etilacetatu ar
etilacetato-metanolio miSiniu [118]. Bet kuriuo atveju, siekiant neprarasti
anali¢iy, praplovimo procesa biitina grieztai kontroliuoti. Jei praplovimo
tirpiklis nesimaiSo su desorbcijos tirpikliu, po praplovimo disperguotas
miSinys 18dziovinamas. Dziovinimas atliekamas naudojant vakuuma,
prapuciant N, ar CO, srove arba centrifuguojant. Kai desorbcijos tirpiklis
maiSosi su vandeniu, tuomet galima visai nenaudoti kolon¢lés dZiovinimo
[119].

Meéginio matricos prigimtis. KDE metu didelg dali sorbento pavirSiaus
padengia méginio matrica, taip sudarydama dar viena kieta faze (1.2 pav.).
Taigi, méginio matrica KDE procese dalyvauja kaip chromatografinés
sistemos dalis, t.y. kaip papildoma faz¢. Tod¢l akivaizdu, kad ekstrakcijos

efektyvumas turéty priklausyti ir nuo méginio matricos prigimties. Deja, iki
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Siol neatlikti i§samiis méginio matricos jtakos KDE tyrimai. Nepaisant to,
daromos prielaidos, kad pvz. riebaly, baltymy ir kity meéginio matricos
komponenty kiekis ir papildoma ju saveika su sorbentu/analitémis KDE
metode turi itakos analiiy desorbcijos eigai ir ekstrakcijos efektyvumui [72,

97].

1.2 pav. Gryno silikagelio sorbento daleliy (virSuje) ir to paties
sorbento disperguoto su jaucio kepeny meéginiu daleliy nuotraukos
[72].

Anali¢iy desorbcija. Paskutinis KDE etapas — anali¢iy desorbcija
tirpikliais. Kaip ir kituose ekstrakciniuose metoduose, KDE metode labai
svarbu tinkamai suderinti tirpiklio, anali¢iy ir disperguojancio sorbento
poliSkumus. Tirpiklis turi puikiai drékinti mégini, gerai tirpinti analites ir
efektyviai bei kuo atrankiau desorbuoti jas 1§ sorbento pavirSiaus. Akivaizdu,
kad suderinti visas Sias tirpiklio savybes néra paprastas uzdavinys, todel
dazniausiai tirpiklis parenkamas empiriSkai bandymy ir klaidy keliu. Teisingai
parinkus vieng ar nuosekliai kelis skirtingo poliSkumo tirpiklius galima atskirti

skirtingo poliSkumo analites arba netgi frakcionuoti cheminius junginius pagal
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klases. Vynuogiy meéginiams, desorbuojant HCI pariigStintu vandeniu ir po to
etanoliu, pirma buvo iSplautos organinés riigstys, o véliau fenoliniai junginiai
[103]. Patogu naudoti tirpiklius, kurie maiSosi su vandeniu, kadangi tuomet
galime nedziovinti kolonelés. Be to, tirpiklio savybés turi biti tinkamos
tolimesniems meéginio paruoSimo etapams bei detektavimui. Taikant
koncentravima nugarinimu arba ekstrakto analiz¢ duju chromatografijos
metodu, tirpiklis turéty biiti pakankamai lakus. Skysc¢iy chromatografijai —
desorbcijos tirpiklis turéty buti suderinamas su atskyrimui naudojama judria
faze. Dazniausiai desorbcijos tirpikliu naudojami metanolis, acetonitrilas,
acetonas, etilacetatas, dichlormetanas, heksanas, tirpikliy misiniai su skruzdziy
ar acto rugsStimis (1-5 %) ar su lakiy aminy (trietilamino, trimetilamino)
priedais, kurie neutralizuoja likutiniy silanoliniy grupiy kriivi [83].

Optimalus tirpiklis ir jo tiris konkreciai sistemai paprastai parenkami
eksperimentiSkai. Dazniausiai naudojami tirpiklio tiiriai — 5-15 ml. Be abejo,
desorbcijos tirpiklio tiiris priklauso nuo meéginio/sorbento kiekio. Kartais
pakanka net itin mazy tirpiklio kiekiy: pvz., tik 0,5 ml pariigstinto metanolio
pakako pilnai iSekstrahuoti chloramfenikoli i§ 0,07 g Zuvies méginio
disperguoto su 0,1 g MIP sorbento [96]. Karotenoidams desorbuoti i§ Spinaty
meéginio uzteko 0,5 ml acetono, pries tai vandens-metanolio miSiniu pasalinus
trukdancias polines medziagas [108].

Desorbcijos metu svarbu kontroliuoti greit;, t.y. tirpiklio tekéjimo
disperguotu meéginiu srauta. Desorbuodami per dideliu grei¢iu galime pilnai
neiSplauti anali¢iy, o jei tirpiklis leidziamas labai létai — blogéja ekstrakto
grynumas. [prastai desorbuojama 1-5 ml/min grei¢iu naudojant vakuuming
sturbli [96], o kartais ir be jo [81].

Apibendrinant galima konstatuoti, kad KDE metodas Zenkliai sumazina
sunkumus, atsirandancius atliekant klasiking skysciy-skysciy ar kietafaze
ekstrakcija 1§ kiety arba pusiau kiety sudétingos matricos méginiy. Pagrindiniai
KDE metodo privalumai — paprastumas ir greitis. Metodo trukumams reikéty
priskirti tai, kad iki Siol didZioji publikuoty darby dalis yra grynai taikomojo

pobudzio. Néra fundamentalesniy, apibendrinanciy bei palyginamyjy tyrimy,
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néra darby, tirian¢iy KDE ekstrakcijos mechanizma. Tai apsunkina metodo

pasirinkimo ir optimizavimo naujoms analizinéms sistemoms darbus.

1.3. Karbadoksas ir olakvindoksas

1.3.1. Savybés ir taikymas
Karbadoksas (C11H9N4Oy, sisteminis pavadinimas 3-(2-
kvinoksalinmetileno) karbazido rtigsties metilesterio N,N’-dioksidas, moliné
mase¢ 262,22 g/mol) ir olakvindoksas (C;,H3N30,, sisteminis pavadinimas N-
(2-hidroksietil)-3-metil-2-kvinoksalinkarboksamido-1,4-dioksidas, moline
mase 263,25 g/mol) — sintetiniai, antimikrobinémis savybémis pasiZymintys
junginiai (1.3 pav.). Tai geltonos spalvos bekvapés kristalinés medziagos,

tirpios tiek karStame, tiek Saltame vandenyje ir poliniuose organiniuose

tirpikliuose.
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1.3 pav. Olakvindokso (kairéje) ir karbadokso struktiirinés formulés.

Ilga laika Sie sintetiniai junginiai buvo naudojami kaip antimikrobiniai
vaistai  bei augima skatinanCios medziagos  gyvulininkystéje ir
paukstininkystéje. Seriant gyvulius pasarais, papildytais Siais vaistais, didéja
mases augimo efektyvumas. Toks poveikis aiSkinamas keliais principais —
antimikrobiniai vaistai sunaikina bakterijas, kurios naudoja maisto medziagas
ir iSskiria toksinus, trukdancius virSkinimo traktui jas pasisavinti, Zarnyne
maze¢ja lengvy infekcijy bei greitéja maisto medZziagy absorbavimas, o tai savo
ruoztu duoda didZiulg ekonoming nauda [121].

Taciau nuolatinis augima skatinan¢iy medziagy naudojimas zemés ukyje

kenkia gyvuliy bei Zmoniy sveikatai. Atlikus tyrimus, jrodanc¢ius olakvindokso
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ir karbadokso kancerogenini, mutagenini bei fotoalergini [122-126] poveiki,
nuo 1999 mety Europos Sajungoje ju naudojimas buvo uzdraustas [127]. 2004
metais $ios medziagos buvo uzdraustos Kanadoje, o JAV Siuos preparatus vis
dar leidziama naudoti kaip kiauliy pasary prieda ne ilgiau nei likus 42 dienoms
iki skerdimo. Tuo tarpu Kinijoje augima skatinan¢ios medziagos vis dar
placiai naudojamos [126].

Siekiant efektyviai kontroliuoti nelegaly uzdrausty medziagy naudojima,

bitini jautris, specifiski, greiti ir ekonomiski analizés metodai.

1.3.2. Karbadokso ir olakvindokso nustatymo metodai

Ilga laika wvaisty likuciy kontrolei buvo naudojami mikrobiologiniai
metodai, kuriuose antibiotinis aktyvumas nustatomas matuojant vaisty difuzija
agare su pasétais mikroorganizmais [128]. Antibakteriniy medziagy buvima
meéginyje, rodo agaro gelyje susiformavusios vieno ar keliy mikroorganizmy
inhibicijos zonos. Antibakteriniy medziagy jvairove labai plati, todél remiantis
mikrobiologiniais testais sunku identifikuoti ju kilmg. Mikrobiologiniai
metodai néra atrankiis, dazniausiai gaunamas tik bendras teigiamas/neigiamas
atsakas.

Imunofermentiniai metodai yra pagristi konkurentinémis reakcijomis tarp
analites ir peroksidaze Zymétos analités bei analitei ir jos analogams specifiniy
antigeny [129]. Mikrokiuvetés padengiamos specifiniais analitei antigenais.
Pridéjus tiriamo antibiotiko standartinio tirpalo ar meéginio ekstrakto ir
fermentu paZyméto antibiotiko, laisvi ir fermentu pazymeéti antikiiniai
konkuruoja ir susijungia su mikrokiuvetéje esanciais antigenais, o kompleksy
nesudar¢  antikliniai  iSplaunami.  Pridéjus  substrato  (daZniausiai
tetrametilbenzidinas) reakcijos miSinys jgauna spalva. Reakcija stabdoma
rigstimi, o optinis tankis matuojamas fotometriSkai. Komerciskai prieinamy
imunofermentiniy rinkiniy apraSymuose deklaruojama, jog anali¢iy aptikimo
riba — 100 pg/kg paSaruose bei 2 pg/kg meésos, kreveciy, zuvies matricose
[130]. Deja, imunofermentiniais metodais gaunami kiekybinés analizés

rezultatai yra palyginti netiksliis, tod¢l Sie metodai naudojami tik kaip
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apzvalginiai, t.y. atrinkti uZterStus méginius kokybiSkai nustacius juose
vaistus.

D¢l didelio karbadokso ir olakvindokso poliskumo bei menko lakumo ju
nustatymui dujy chromatografija beveik nenaudojama. Prie§ du deSimtmecius
Aerts su kolegomis [131] olakvindokso nustatymui kiauliu kepenyse
panaudojo kapiliarinés dujy chromatografijos metoda. Siekiant padidinti
analités lakuma, ji buvo derivatizuojama iki metilo esterio. Nors metodas buvo
pakankamai jautrus (nustatymo riba — 3 pg/kg), sudétinga méginio paruo$imo
(skysciy-skysciy ekstrakcijatekstrakto valymas) ir derivatizacijos procediira
ribojo platesni jo taikyma.

Vélesniuose darbuose karbadokso ir/arba olakvindokso bei ju metabolity
nustatymui buvo taikomas tik ESCh metodas [132-143]. Detektavimui
dazniausiai naudojami fotometriniai arba masiy spektrometriniai (MS)
detektoriai.

Karbadokso ir jo metabolito kvinoksalin-2-karboksirtig§ties nustatymui
mesoje pasitlytas ESCh su fotometriniu detektoriumi metodas [132]. Vaistai
ekstrahuojami 0,3 % metafosforo rigsties ir metanolio (7:3 v/v) miSiniu,
gautas ekstraktas papildomai valomas Bond Elut C18 kietafazes ekstrakcijos
kolon¢léje. Atskyrimas ESCh metodu atlieckamas kolon¢l¢je, uzpildytoje 5 pm
daleliy dydzio C18 sorbentu. Judria faze naudojamas 0,01 mol/l fosfatinis
buferis (pH 2) su acetonitrilo priedu, srauto greitis 0,6 ml/min. Anali¢iy
iSgavos 1§ kiaulés raumens ir kepenuy siekia 85,0-94,3 % (1 mg/kg
koncentracijai), o nustatymo ribos — 0,5 mg/kg karbadoksui ir 0,1 mg/kg jo
metabolitui. Viso analizés ciklo trukmé — 2 val.

Karbadokso ir jo metabolity nustatymui kiaulés audiniuose ESCh metodu
panaudota anali¢iy pokolon¢liné derivatizacija natrio hidroksidu [133].
Analités iSskiriamos ekstrahuojant meégini metanolio-acetonitrilo miSiniu,
ekstraktas valomas kietafazés ekstrakcijos biidu aliuminio oksido-florisilo
kolon¢léje ir papildomai dar ekstrahuojamas izooktanu. Detektuojama
fotometriskai prie 420 nm. Nustatymo riba — 5 pg/kg, o i1Sgavos svyruoja nuo

81 iki 87 %. Akivaizdu, kad méginio paruosimui naudojamos trys ekstrakcijos
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bei papildomas derivatizacijos procesas labai apsunkina visa nustatymo
procediira.

Daugelis siulomy metody skirti aptikti ir nustatyti draudZiamas
medziagas ar jy metabolitus tuomet, kai Sios patenka i maistui naudojamus
produktus. Taciau svarbiausia, kuo anksc¢iau sustabdyti nelegaly draudziamy
medziagy naudojima augimo skatinimui [134], kad jos nenueity ilgo kelio nuo
gyvulininkystés iki galutinio maisto produkto. Tam reikalingi patikimi,
nesudétingi, mazai laiko ir reagenty reikalaujantys tyrimy metodai Sioms
medZiagoms nustatyti dar paSaruose. Nustatant vaistus paSaruose dazniausiai
jie yra ekstrahuojami 1§ méginio matricos organiniais tirpikliais, o po to
ekstraktas papildomai valomas skysCiu-skysCiu arba kietafazés ekstrakcijos
metodais [135, 136]. Tai pakankamai ilgos ir reikalaujancios daug darbo
procediiros. PaSary analizé sudétinga dar ir dél to, jog ju sudétyje yra
[vairiausiy organinés ir neorganinés kilmés medziagy: baltymu, riebaly,
vitaminy, mineraly ir kt.

Pagal Luchterfeld pasiilyta metodika [137] karbadoksas 45 min
ekstrahuojamas 1§ paSary 2 % NH,;OH tirpalu acetone, gautas ekstraktas
valomas skysCiy-skysciy ekstrakcija heksanu, analit¢ nustatoma ESCh metodu
detektuojant prie 365 nm. Karbadokso nustatymo riba — 0,024 mg/kg.

Kitame darbe [138] olakvindokso ir karbadokso nustatymui pasaruose, jie
30 min Sildant 60 °C temperatiiroje buvo ekstrahuojami anglies tetrachlorido-
dimetilformamido mi$iniu (80:20 v/v). Ekstraktas maiSomas su vandeniu
santykiu 25:45 v/v, v¢l ekstrahuojamas ir po centrifugavimo vandeninis
sluoksnis analizuojamas ESCh metodu su fotometriniu detektavimu (305 ir
262 nm). Esant 20-50 mg/kg anali¢iy koncentracijoms pasSaruose, iSgavos
siekia 92+9 % karbadoksui ir 93+6 % olakvindoksui.

Uzdrausty veterinariniy vaisty (tame tarpe ir olakvindokso) kontrolei
buvo sukurtas ESCh-MS/MS metodas leidziantis vienu metu identifikuoti ir
kiekybiSkai gyvuliy paSare nustatyti keleta junginiy [139]. 2,5 g paSary
meéginio buvo 30 min ekstrahuojama 10 ml metanolio/vandens miSinio (70:30

v/v), gautas ekstraktas 10 min centrifuguojamas, skiedziamas vandeniu ir
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valomas kietafazés ekstrakcijos budu OASIS kolonéléje. Analites desorbavus 2
ml acetonitrilo/vandens (50:50 v/v) miSinio ir praskiedus acetonitrilu, tirpalas
buvo analizuojamas C18 sorbentu uzpildytoje kolon¢l¢je. Atskyrimui naudotas
gradientinis judrios fazés rezimas 1§ 0,3 % skruzdziy riigSties vandeninio
tirpalo ir acetonitrilo. Priklausomai nuo paSary matricos, nustatymo riba
olakvindoksui sieke 0,55-0,62 mg/kg.

Véliau Sis metodas tuy paciy autoriy pastangomis buvo tobulinamas
siekiant supaprastinti ekstrakcijos procedira [140]. Nuodugniai iStyr¢ ivairius
tirpiklius ir jy miSinius autoriai nustateé, kad vis délto olakvindokso ekstrakcijai
geriausiai tinka pirmame darbe naudota ekstrakcijos procediira. Metodas buvo
iteisintas ir pritaikytas skirtingiems paSary meéginiams analizuoti [141].
Validuojant $§i metoda tyrimuose dalyvavo 11 ES laboratoriju. Tyrimuy
rezultatai parod¢, jog pasitlytas ESCh-MS/MS metodas yra tinkamas nustatyti
uzdraustas antibiotines medZziagas pasaruose.

Karbadokso ir olakvindokso nustatymui kiauliy pasaruose Hutchinson ir
kolegos [142] optimizavo ESCh-MS metoda. Analités 30 min ekstrahuojamos
acetonitrilo/chloroformo (50:50 v/v) miSiniu, ekstraktas dziovinamas azoto
sroveje 65° C temperatiiroje, tirpinamas judrioje faz¢je ir analizuojamas. MS
detektoriumi buvo registruojami 231 ir 90 m/z karbadokso, bei 212 ir 143 m/z
olakvindokso molekuliniai jonai. Vaisty nustatymo ribos sieké 0,5 mg/kg.
Biitina pazyméti, kad tai vienintelis mums Zinomas metodas, kuriame
nenaudojama papildoma ekstrakty valymo procediira.

Gizzi su bendraautoriais [143] karbadokso ir olakvindokso nustatymui
paSaruose panaudojo ESCh su skenuojanciu fotometriniu detektavimu metoda.
Méginio paruoSimui autoriai naudojo [139] darbe apraSyta dvieju ekstrakcijy
procediira. Metodas buvo panaudotas tarplaboratoriniuose tyrimuose ir
nustatyta, kad anali¢iy iSgavos i§ pasary yra 80-110% ribose, o metodo
glaudumas nevirsija 20%.

Apibendrinus literatiiros duomenis galime iSskirti dvi pagrindines
problemas. Pirmoji — ilgas ir daug darbo sanauduy reikalaujantis kiety meéginiy

paruoSimo analizei procesas. Kita, aukS¢iau pateiktoje apzvalgoje neminéta

35



problema susijusi su karbadokso ir olakvindokso chromatografiniu atskyrimu.
Iki Siol abu junginiai buvo atskiriami tik atvirks¢iy faziy ESCh metodu. Abi
analités — poliniai junginiai, todél ant atvirk§ciy faziy chromatografijos metode
naudojamy nepoliniy sorbenty jos sulaikomos ganétinai silpnai. Tokiu biidu ju
atskyrimui biitina naudoti tik labai silpna iSstimimo jéga pasizymincias
vandenines judrias fazes su nedideliais (2-10 %) organiniy tirpikliy (metanolio
arba acetonitrilo) priedais. Tokios vandeningos judrios fazés pagreitina
brangaus chromatografinés kolonélés sorbento degradacija. Be to, dé¢l poliniy
anali¢iy saveikos su likutinémis silanolinémis grupémis labai pablogéja
smailiy efektyvumas. Galiausiai, Sios salygos ypa¢ nepalankios serijinéms
analizéms, kadangi realiuose méginiuose esantys hidrofobiSkesni junginiai yra
stipriau sulaikomi ir po kiekvienos analizés reikia ilgai plauti kolonéle siekiant

atstatyti pradines salygas.

1.4. Sudano dazikliai
1.4.1. Dazikliy savybés ir taikymas

Azo dazikliai — svarbi sintetiniy dazikliy grupe, kuriai charakteringa
viena ar keletas azo grupiy (—N=N-) prisijungusiy prie dviejy benzeno ziedy.
Sintetiniy azo dazikliy yra labai daug: literatiiroje ju priskai¢iuojama iki 2000.
Priklausomai nuo cheminés sudéties ir panaudojimo srities, azo junginiams
priskiriamas taip vadinamas ,,spalvos indeksas®. Sie monoazo, diazo, triazo,
poliazo dazikliai su atitinkamai priskirtais spalvos indeksu numeriais placiai
naudojami laky, popieriaus, audiniy, rasalo, tapybos priemoniy, plastiky,
kosmetikos pramong¢je bei spalvotoje fotografijoje. Tarptautinés vézio tyrimy
agentiiros duomenimis, kai kurie azo grupés dazikliai pasiZymi mutageniniu,
kancerogeniniu ir teratogeniniu poveikiu gyviinams ir Zmonéms [144].

Sudano -1V dazikliai (1.4 pav.) pagal struktiira priskiriami diazo grupés
dazikliams. Normaliomis salygomis Sudano dazikliai yra milteliy ar kristaly
pavidalo. Visuy keturiy dazikliy absorbcijos maksimumai yra regimosios
$viesos srityje, intervale nuo 485 iki 520 nm. Sie dazikliai netirpsta vandenyje,

bet tirpsta Siek tiek mazesnio poliSkumo (etanolyje ar metanolyje) ir
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nepoliniuose organiniuose tirpikliuose. IStirpinti organiniuose tirpikliuose

Sudano I-IV dazikliai yra intensyvios geltonos-raudonos spalvos. IStirpg

Qi

dazikliai nesijonizuoja [145].
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1.4 pav. Sudano dazikliy struktirinés formulés.

Dazikliai labai lengvai saveikauja su lipidais ir juos nudazo [146]. Tai,
kad Sudano I-1V dazikliai nesaveikauja su jokiais kitais substratais, lemia platy
ju panaudojima biocheminiuose tyrimuose, daZant trigliceridus, riebigsias
rugstis, jais galima kokybiskai ir kiekybiSkai nustatyti lipidu buvima [147].
Sudanai II ir III buvo panaudoti gaminant kosmetika ir vaistus, kurie
naudojami tik iSoriskai, o Sudanas IV buvo panaudotas sintetinant polimerus
skirtus gaminti optines duomeny laikmenas [148].

Kai kuriose Salyse (Indijoje, Pakistane, Turkijoje, Libane ir kitose
Tolimyjy ir Vidurio Ryty Salyse) Sudano dazikliai yra naudojami maisto
pramonéje, siekiant parySkinti ir iSlaikyti reikiama spalva c¢ili pipiry
milteliuose, prieskoniuose ir palmiy aliejuje, kadangi natiirali Siy produkty
spalva ilgainiui iSblunka. Taciau Europos Sajungoje Sudano I-1V dazikliy
panaudojimas maisto pramongje yra uzdraustas nuo 1999 m. [149]. Buvo
nustatyta, kad organizme vykstant biocheminéms reakcijoms, dazikliy skilimo
produktai — fenoliai ar aromatiniai aminai — yra mutageniski ir kancerogeniski.

Sudanas [ pagal ES kriterijus klasifikuojamas kaip treCios kategorijos
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kancerogenas ir trecios kategorijos mutagenas [150]. Sudano II, III ir IV
dazikliy skilimo produktai priskiriami antros kategorijos kancerogenams.
Remiantis atliktais tyrimais nustatyta, kad antros kategorijos kancerogenai
sukelia piktybinius navikus zmonéms ir néra ju koncentracijuy, kurios galéty
buti nepavojingos [151]. Vartojant maisto produktus net su nedideliu kiekiu
Sudano dazikliy, iSlieka rizika véziniams susirgimams atsirasti, nes bet kokios,
net ir maziausios 2 kategorijos kancerogeny dozés yra pavojingos vartotoju
sveikatai. Todél importuojant prieskonius, €ili pipirus, palmiy aliejy ar ju
produktus 1§ Saliy, kuriose Sudano dazikliai vis dar naudojami maisto
pramonéje, reikalingi tyrimai, leidziantys greitai ir tiksliai nustatyti ar meéginiai

néra uztersti.

1.4.2. Sudano dazikliy nustatymo metody apZvalga

Sudano dazikliai daZzniausiai nustatomi tos pacios risies méginiuose — €ili
pipiruose, ju produktuose, palmiy aliejuje ir padazuose. Dazikliy i$skyrimas i$
meéginiy  dazniausiai  atliekamas skysCiy-skys€iy ekstrakcijos metodu.
Populiariausi skys¢iy ekstrakcijos tirpikliai yra n-heksanas [152], acetonas,
[153, 154], cikloheksanas [155, 156], acetono/dichlormetano/metanolio
miSinys [157], acetonitrilas [158]. Be tradicinés skysc¢iy-skysciy ekstrakceijos
buvo naudota mikroekstrakcija [159], kietafazé eksrtakcija su derivatizacija
[152], poveikis ultragarsu [155] ir temperatira [157], ekstrakcija aukStame
slegyje [160].

PrieSingai nei karbadokso ir olakvindokso atveju, Sudano dazikliy
nustatymo metody ivairové yra platesné: naudojami efektyviosios skysciu
chromatografijos ir jai giminingi metodai, voltamperometriniai ir
imunofermentiniai analizés metodai.

Chromatografiniai metodai. Sudano dazikliai daZniausiai atskiriami
atvirk§¢iy faziy ESCh metodu nepoliniu C18 sorbentu uzpildytose kolon¢lése.
Judri faz¢ paprastai formuojama i§ acetonitrilo ar metanolio su vandeniu ar
vandeniniu skruzdziy rigsties tirpalu. Metodai skiriasi tik detektavimo

salygomis.
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Calbiani su bendraautoriais [154] Sudano [-IV dazikliy nustatymui pasiiilé
atvirk$¢iy faziy ESCh metoda su MS/MS detektavimu. Sudano dazikliai 30
min ekstrahuojami acetonu. Ekstraktas filtruojamas ir skiedZiamas vandeniu.
Dazikliai atskiriami per 20 min C18 sorbentu uzpildytoje kolonéléje
izokratinés eliucijos rezime eliuuojant judria faze, sudaryta i§ metanolio ir
vandeninio 0,1 % skruzdziy rugsties tirpalo (97:3 v/v). Metodas pritaikytas
Sudano I-IV dazikliy nustatymui &ili pipiruose, jy tyréje ir sirio padaze. Cili
pipiry tyréje nustatymo ribos svyruoja nuo 5 iki 17 pg/kg, o €ili pipiruose ir
strio padaze nustatymo ribos yra 25-50 pg/kg intervale. Véliau Sis metodas
buvo patobulintas naudojant kapiliaring skys€iu chromatografija ir
detektuojant trigubo kvadrupolio masiy spektrometru. Aptikimo ir nustatymo
ribos sumaz¢jo daugiau nei 10 karty [161].

Murty ir kolegy darbe [162] anali¢iy nustatymui siiilomas pastaruoju
metu beveik nenaudojamas normaliy faziy ESCh metodas su MS/MS
detektavimu. Atskyrimui naudota silikagelio kolonél¢, o judria faze pasirinktas
heksanas su 0,3 % izopropanolio priedu. Analités 1§ méginiy ekstrahuojamos
trimis porcijomis heksano, ekstraktas sausinamas natrio sulfatu ir
analizuojamas. Nustatymo riba ¢ili pipiruose siekia 0,12 mg/kg.

Siekiant efektyviau iSekstrahuoti septynis azo daziklius 1§ ¢ili padazy, ¢ili
pipiry milteliy, kario ir kurkuma prieskoniy bei ¢ili mésos, buvo optimizuotas
ekstrakcijos aukStame slégyje (70 bar, 95°C) metodas su papildomu ekstrakto
valymu molekuliniy siety chromatografijos biudu [160]. Pilna meéginio
paruoSimo analizei trukmé siekia 60 min. Ekstraktas analizuojamas ESCh-
MS/MS metodu. Nors §is metodas ypa¢ jautrus (nustatymo ribos pipiry
milteliams siekia net 0,006-0,036 ng/kg) ir efektyvus (iSgavos siekia 94-
105%), méginio paruoSimas reikalauja specializuotos irangos bei aukStesnés
operatoriaus kvalifikacijos, tod¢l néra tinkamas rutininéms analizéms.

Sun su bendraautoriais [163] pasitilytame ESCh-MS/MS metode ¢ili tyreé,
padazas ar Cili pipiry minkStimas nuosekliai du kartus po 12 min
ekstrahuojami acetonitrilo ir etilacetato miSiniu (50:50 v/v). Nugarintas likutis

tirpinamas etilacetato ir cikloheksano misinyje (50:50 v/v) ir valomas leidZiant
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ji per kolonélg su molekuliniy siety sorbentu. Dazikliai desorbuojami tokiu pat
etilacetato ir cikloheksano miSiniu, eliuatas nugarinamas, tirpinamas
metanolyje ir analizuojamas. Priklausomai nuo matricos prigimties, aptikimo
ribos svyruoja nuo nuo 0,4 iki 5,0 pg/kg. Dazikliy iSgavos skirtingose
matricose kinta nuo 81,7 % iki 92,9 %.

Kiny mokslininkai [152] Sudano I-IV dazikliy nustatymui kiauSiniuose
panaudojo duju chromatografijos su MS detektavimu metoda. KiauSiniy
meéginys 2 kartus po 35 min ekstrahuojamas n-heksano/acetono (95:5 v/v)
tirpalu, ekstraktas valomas kietafazés ekstrakcijos btudu aliuminio oksido
kolon¢léje ir nugarinamas. Kadangi analités nelakios, po nugarinimo jos
papildomai derivatizuojamos N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoracetamidu.
Maziausiy nustatomy koncentracijy intervalas — 2,0-4,2 ug/kg.

Kadangi Sudano dazikliai stipriai absorbuoja Sviesa tiek UV, tiek ir
matomoje bangos ilgiy srityse, ju detektavimui po chromatografinio atskyrimo
puikiai tinka ir fotometriniai detektoriai. Sudano dazikliy nustatymui ESCh
metodu paprikose, aliejuje, padazuose, Zemuogiy tyréje, sudytuose
kiauSiniuose buvo palyginti du detektavimo btuidai — MS ir fotometrinis [164].
Meéginio paruoSimui taip pat naudoti du biidai: mikroekstrakcija magnetinés
maiSyklés strypeliu (stir-bar) ir skystafazé mikroekstrakcija kapiliare.
Atskyrimas buvo atlickamas C18 kolon¢l¢je izokratiniu rezimu eliuuojant
metanolio-tetrahidrofurano-vandens (40:30:10 v/v/v) arba acetonitrilo su 1 %
vandeninio skruzdziy riigSties (95:5 v/v) judriomis fazémis. FotometriSkai
detektuojama prie 478 nm (Sudanas I ir Sudanas II) ir 520 nm (Sudanas III ir
Sudanas I'V) bangos ilgiu. Autoriai pazymi, kad abu mikroekstrakcijos metodai
duoda panaSius rezultatus, taCiau stir—bar variantas yra greitesnis, stabilesnis ir
reikalauja mazesnio tirpalo turio lyginant su mikroekstrakcija kapiliare.
Pastaruoju metodu lengviau dirbti ir nereikia papildomy prietaisy. Nors
nustatymo ribos fotometriniam detektoriui (0,09-0,95 ug/l) ir yra mazesnés uz
gautas detektuojant MS detektoriumi (2,5-6,2 pg/l), taciau masiy
spektrometrinis detektavimas suteikia patikimesng kokybing informacija apie

Sudano daziklius realiuvose méginiuose. Butina paZyméti, kad apraSyti
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mikroekstrakcijos metodai tinka tiesioginei analiCiy ekstrakcijai tik 1§ skysty
meginiy. Tuo tarpu kietus méginius prie§ mikroekstrakcija bitina dar ir
iStirpinti arba i8skirti i$ jy analites ekstrakcijos buidu.

Sudano I iSskyrimui i§ ¢ili pipiry milteliy buvo panaudota kietafazé
ekstrakcija molekuliniy ispauduy polimeriniais sorbentais [165]. Palyginus du
MIP sorbentus 4-vinilpiridino ir metakrilo rugsties pagrindu buvo nustatyta,
kad analit¢ geriau sorbuojama ant pirmojo sorbento. Sudano I desorbcijai
sorbentas nuosekliai plaunamas chloroformu, dichlormetanu ir galiausiai
metanoliu. Atskyrimui naudota CI18 kolon¢lé, judri fazé¢ — metanolio ir
acetonitrilo miSinys (40:60 v/v) Detektavimas atlieckamas UV srityje prie 254
nm bangos ilgio. Deja, Siuo metodu buvo gautos tik 70 % Sudano I daziklio
1Sgavos. Be to, kaip ir aukS¢iau paminétu atveju, kietafazé ekstrakcija skirta
skystiems (arba dujiniams) méginiams, todél prie§ kietafazés ekstrakcijos
procesa pipiry milteliai yra papildomai ekstrahuojami.

ESCh metodui su fotometriniu detektavimu pasitilytas naujas, drumstimosi
tasSko ekstrakcijos metodas (angl. cluod point extraction) [166]. Sudany
ekstrakcijai ir sukoncentravimui naudojama nejoniné¢ pavirSiaus aktyvi
medZiaga Triton X-100. Analizuojant ¢ili pipirus, méginys bei Triton X-
100/vandens/acetono miSinys 20 min kaitinamas 40 °C temperatiroje
papildomai veikiant ultragarsu. Po centrifugavimo méginio likutis pakartotinai
ekstrahuojamas tuo paciu biidu, ekstraktai apjungiami, veikiami Na,COj ir
analizuojami. Atskyrimui naudojama gradientiné eliucija C18 kolon¢l¢je, judri
fazé — acetonitrilo ir vandens miSinys. Dazikliy atskyrimo trukmé — 25 min.
Junginiai detektuojami prie 500 nm. Taikant §i metoda Sudano I-IV dazikliy
1Sgavos svyruoja 80,7-85,4% ribose, o dazikliy nustatymo ribos — 7,0-12,0
ug’kg. Miisu manymu Sis metodas visiSkai neperspektyvus, kadangi
ekstrakcijos procedira pakankamai sudétinga, o ekstrakcijai naudojama
pavirSiaus aktyvi medziaga labai greitai sugadina chromatografing kolon¢le.

Mejia su bendradarbiais [167] Sudano -1V dazikliy nustatymui ¢ili pipiry
milteliuose panaudojo miceling elektrokineting chromatografija. Junginiai

atskiriami poliimidu padengtame kapiliare, o detektuojami prie 214 nm bangos
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ilgio. Darbe [168] pasitlyta Sudano daziklius nustatyti kapiliarinés
elektrochromatografijos metodu naudojant neporétu sorbentu uZpildytas
kapiliarines koloné¢les. Detektuojama amperometriskai and anglies pluosto
elektrodo (itampa +0,95 V). Taciau lyginant su ESCh metodais, abu sitlomi
metodai nepasiZymi nei greiiu, nei jautriu, o meéginio paruoSimui naudotos
standartinés skysciy-skysciy ekstrakcijos procediiros.

Keturiy Sudano dazikliy nustatymui aitriosios paprikos produktuose
pasiilytas ESCh metodas su cheminés liuminescencijos detektavimu [169].
Detektavimo sistemoje nuolatine elektros srove generuojami nestabilis BrO™
jonai Sarminéje terpéje reaguoja su liuminoforu ir sukelia silpna Sviesos
emisija. Sudano dazikliai §j silpna Sviesos signala sustipina daug karty.
Nustatymo ribos — 13-27 pg/kg. Autoriai sitlo §i metoda naudoti ne tik
nustatant Sudano daziklius aitriojoje paprikoje ir jos produktuose, bet ir naftos
produktuose, dyzeline ir plastikuose. Taciau cheminés liuminescencijos
detektorius jautrus ne tik analitéms, bet ir paSaliniams junginiams, todél
meéginio paruoSimui/valymui btini net trys skys¢iy-skys¢iuy ekstrakcijos
etapai, kuriy kiekvieno trukmeé po 30 min.

Pasitlytas ESCh metodas su ciklinés voltamperometrijos detektavimu,
leidziantis atskirti ir nustatyti visus keturis Sudano daziklius gaiviuosiuose
gérimuose [170]. Detektavimui  panaudotas  daugiasieniais  anglies
nanovamzdeliais-skysto jonito geliu modifikuotas stikliSkosios anglies
elektrodas. Gaivieji gérimai buvo nugarinami azoto sraute, praskiedziami
judria faze ir analizuojami. Metoda pritaikius realiy meéginiy analizei, analiciy
iSgavos sieke 93-103 %. Deja, dazniausiai Sudano I-IV daziklius reikia
nustatinéti Cili pipiruose, prieskoniuose ir panasiose matricose, o tikimybeg, jog
Siy draudZiamy junginiy pasitaikys gaiviuosiuose geérimuose yra labai menka.

Elektrocheminiai analizés metodai. Kadangi Sudanas I pakankamai
lengvai redukuojasi, t.y. pasizymi elektrocheminiu aktyvumu, jis gali biiti
nustatomas elektrocheminiais metodais. Pasirodé keletas publikaciju apie
Sudano I daziklio nustatyma voltamperometrijos metodu. Aitriosios paprikos

milteliams tirti pasiiilyta cikliné ir tiesinio skleidimo voltamperometrija ant
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aktyvuotos stiklo anglies elektrodo [171], ciklin¢ ir kvadratinés bangos
voltamperometrija ant daugiasieniais anglies nanovamzdeliais modifikuoto
stiklo anglies elektrodo [172, 173] bei ant kalcio montmorilonitu modifikuoto
anglies pastos elektrodo [174]. Taciau minéti metodai nepasizymi atrankumu,
tod¢l autoriai pazymi, kad tik derinant voltamperometrijos metoda su
atskyrimo metodais, tokiais kaip ESCh ar kapiliarin¢ elektroforeze, galima
sukurti atrankius ir efektyvius Sudano dazikliy nustatymo sudétingose
matricose metodus.

Imunofermentiniai metodai. Sudano dazikliams nustatyti kuriami ir
imunofermentiniai  metodai.  Nesenai  pasirodé  publikacijos  apie
imunofermentinius tyrimus naudojant monokloninius antikiinius Sudanui I
[175] ir Sudanams I bei III nustatyti [176]. Pavyko susintetinti labai
specifiSkus antikiinius, kuriy déka analizei netrukdo pasalinés kryZminés
reakcijos. Taciau matricos efektas vis vien jtakoja analizés eiga ir rezultaty
tiksluma. Si poveiki sitiloma Salinti skiedZiant méginius. Kaip jau buvo
minéta, imunofermentiniais metodais gaunami kiekybinés analizés rezultatai
yra palyginti netikslas.

Baigiant biitina pazymeéti, kad daugelyje apzvelgty darby tiriamos ir
taikomos sudétingos dazikliy iSskyrimo ir koncentravimo procediiros siekiant
pagerinti nustatymo jautri. Deja, autoriai (samoningai ar ne?) pamirsta, kad
prieSingai nei veterinariniai vaistai, dazikliai i atitinkamus produktus dedami
sickiant paryskinti ir i§laikyti produkty spalva. Siam tikslui reikalingi palyginti
dideli (mg/kg eilés) dazikliy priedai. Tokiy, salyginai dideliu kiekiuy
nustatymui ¢ili pipiry produktuose Zymiai svarbiau ne jautris, bet analizés

procediiros paprastumas ir greitis.
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II. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Aparatiira

Tyrimai UESCh metodu buvo atlieckami ultraefektyviosios skysciuy
chromatografijos sistema Waters Acquity UPLC (Waters, Milford MA),
sukomplektuota i§ auksto slégio 2 kanaly gradientinio siurblio su automatiniu
judrios fazés nudujinimu, automatinés meéginiy ileidimo sistemos ir
fotodiodinés matricos (PDA) skenuojancio detektoriaus (190-500 nm).
[leidZiamo méginio turis — 10 pl. Judrios fazés tekejimo greitis — 0,5 ml/min.
Judrios fazés sudétys ir eliucijos gradiento programa pateiktos atitinkamuose
,Rezultatai ir juy aptarimas® dalies skyriuose. Rezultatams apdoroti buvo
naudojama ,,Empower* programiné {ranga.

Tyrimams buvo naudojamos §ios kolon¢lés (Waters):

Acquity UPLC BEH HILIC, 1,7 pm, 100 % 2,1 mm;

Acquity UPLC BEH C18, 1,7 pum, 100 % 2,1 mm,;

Acquity UPLC BEH C8, 1,7 um, 100 x 2,1 mm;

Acquity UPLC BEH Phenyl, 1,7 um, 100 % 2,1 mm.

Karbadokso ir olakvindokso atskyrimas ESCh metodu buvo atlieckamas
chromatografu Waters Alliance 2695, sukomplektuotu i§ keturnario
gradientinio siurblio, automatinés meginio ileidimo sistemos ir fotometrinio
detektoriaus Waters 2487. [leidziamo méginio tiiris — 20 upl. Judrios fazés
tekéjimo greitis — 1 ml/min.

ESCh tyrimams buvo naudojamos Sios kolonélés:

LichroCART Purosphere RP-18, 5 um, 250 % 4,6 mm;

Waters Symmetry Shield RP-8, 5 um, 250 x 4,6 mm;

Zorbax Phenyl SDB, 5 pm, 150 x 4,6 mm.

Skysc¢iy-skysCiu ekstrakcijos metu gauty ekstrakty valymui naudotos
AccuBond Alumina N (500 mg/5 ml) kietafazés ekstrakcijos kolonélés
(Agilent, Milford, MA, USA).
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KDE  ekstrakcijai  buvo  naudoti  silikagelio  (40-63 pum),
aminopropilsilikagelio (40-63 pum), oktadecilsilikagelio (40-63 pum) ir florisilo
(80-120 pm) sorbentai (Sigma-Aldrich).

2.2. Reagentai ir tirpalai

Darbe naudotos tokios medziagos:
Karbadoksas, 99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Olakvindoksas, 98,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Sudanas 1, 99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Sudanas 11, 99,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Sudanas 111, 98,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Sudanas IV, 98,0 % grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Acetonitrilas, gradientinés ESCh grynumo (ROTH, Vokietija).
Metanolis, gradientinés ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).

Etanolis, ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Acetonas, ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Etilacetatas, ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).

Pirminiai etaloniniai 100 mg/l koncentracijos karbadokso ir olakvindokso
tirpalai buvo ruosSiami svérinius tirpinant acetonitrile. Mazesniy koncentracijy
tirpalai buvo ruoSiami skiedziant pirminius etaloninius tirpalus bidistiliuotu
vandeniu. Etaloniniai tirpalai buvo laitkomi tamsiuose buteliuose 4°C
temperatiiroje.

Pirminiai etaloniniai 100 mg/l koncentracijos Sudano dazikliy tirpalai buvo
ruoSiami svérinius tirpinant etanolyje. Mazesniy koncentracijy tirpalai buvo
ruoSiami skiedZiant pirminius etaloninius tirpalus acetonitrilu. Etaloniniai
tirpalai buvo laikomi tamsiuose buteliuose 4°C temperatiiroje.

Visi judrios fazés tirpalai buvo filtruojami per 0,2 pum membraninj filtra.
ParSeliy paSary ir vis¢iuky lesalo méginiai buvo gauti 1§ Nacionalinio maisto ir
veterinarijos rizikos vertinimo instituto. Visi méginiy paruo$imo analizei

tyrimai buvo atliekami su realiy méginiy matricomis be analiciy.
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2.3. Procediiros
Optimizuotos KDE procediiros pateiktos atitinkamuose ,,Rezultatai ir ju
aptarimas“ dalies skyriuose. Efektyvumas konkreioms analittms buvo
skai¢iuojamas pagal formule:
N = 16 (tg/w)’
N — koloné¢les teoriniy leksteliy skaicius; tg — atitinkamos analités sulaikymo
trukmé, min.; w — analités smailés pagrindo plotis, min.
Kolon¢les teorines leksteles aukstis H (mm) skai¢iuojamas pagal formule:
H=L/N
L — kolong¢lés ilgis, mm.
Smailiy asimetriSkumo faktorius A buvo skai¢iuojamas pagal formule:
Ag;=a/b
a ir b atstumai (zitr. 2.1 pav.) iSmatuoti ties 1/10 smailés aukscio naudojant

kompiutering programa.

7

2.1 pav. Smailiy asimetriSkumo matavimas.
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III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Karbadokso ir olakvindokso nustatymas KDE-HILIC
metodu

Nors karbadoksas ir olakvindoksas — poliniai junginiai, taciau iki §iol jy
atskyrimui buvo taikomas tik atvirk§¢iy faziy ESCh metodas. Ant atvirk$¢iy
faziy chromatografijos metode naudojamuy nepoliniy sorbenty, poliniai
junginiai sulaikomi labai silpnai, tod¢l ju atskyrimui biitina naudoti tik labai
silpna iSstimimo jéga pasizyminCias judrias fazes. Tokios salygos ypac
nepalankios serijinéms analizéms, kadangi realiuose méginiuose esantys
hidrofobiSkesni junginiai yra stipriau sulaikomi ir po kiekvienos analizés
biitina dar ilgai kondicionuoti kolonelg judria faze, siekiant iSplauti 1§ jos
pasalinius komponentus. Be to, de¢l papildomos saveikos su likutinémis
silanolinémis grupémis poliniy analiciy smailés tokiose salygose dazniausiai
buna asimetriskos bei iSplitusios.

Siekiant iSvengti aukS§Ciau paminéty problemy Siame darbe karbadokso ir
olakvindokso atskyrimui pirma karta buvo panaudotas hidrofilinés saveikos
chromatografijos (HILIC) variantas. Tokj pasirinkima lémé dar ir tai, kad 2007
m. Waters jved¢ i rinka naujos kartos 1,7 um daleliy dydzio polinj silikagelio
sorbenta Acquity UPLC BEH HILIC, skirta poliniy junginiy atskyrimui
UESCh metodu HILIC rezime.

3.1.1. Karbadokso ir olakvindokso atskyrimas HILIC metodu

Detektavimas. 3.1 pav. pateikti abieju analiiy absorbcijos spektrai,
iSmatuoti  skenuojanciu fotometriniu detektoriumi. Nors olakvindoksas
pasizymi stipriausia absorbcija prie 220 bei 258 nm bangos ilgiy, siekdami
didesnio atrankumo (200-260 nm srityje absorbuoja Sviesa daugybé pasaliniy
junginiy) ji detektavome prie 373 nm bangos ilgio. Optimalus detektavimo
bangos 1lgis karbadoksui — 300 nm. Paprastumo délei, Zemiau pateiktuose
atskyrimo bei ekstrakcijos salygu optimizavimo tyrimuose abi analités buvo

detektuojamos prie 373 nm, o matuojant analizines charakteristikas bei
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atliekant méginiy analizes, detektavimui jau naudojome du skirtingus bangos

ilgius (300 ir 373 nm).
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3.1 pav. Olakvindokso (a) ir karbadokso (b) absorbcijos spektrai
(anali¢iy koncentracija 5 mg/l).

Chromatografinés elgsenos tyrimas. Karbadokso ir olakvindokso
atskyrimas HILIC metodu iki Siol nebuvo tiriamas, todél buvo atliekami
iSsamesni  ju chromatografinés elgsenos tyrimai. Pirmiausiai buvo
optimizuojamas tirpikliy (vandens-acetonitrilo) santykis judrioje fazéje. Gauti
rezultatai pavaizduoti 3.2 pav. Didinant acetonitrilo koncentracija vandeningje
judrioje fazéje nuo 60% iki 95%, analiCiy sulaikymas tolygiai stipréja. Tai
rodo, kad tiriamoje sorbentas/judri fazé sistemoje vanduo pasizymi stipresne
i$stimimo jéga uz acetonitrila. Tokia priklausomyb¢, kai vanduo pasizymi
stipresne 1Sstimimo jéga nei acetonitrilas, biidinga tiek hidrofilinés saveikos,
tiek ir normaliy faziy adsorbcinés chromatografijos metodams. Taciau peréjus
prie 100% CH;CN judrios fazés, anali¢iy sulaikymo trukmés zenkliai sumazéjo
(iki 1,1-1,2 min), o ju smailés iSsipléte. Jei atskyrimas vykty adsorbcinés
normaliy faziy chromatografijos mechanizmu, gryname acetonitrile anali¢iy
sulaikymas dar sustipréty, o efektyvumas neturéty Zenkliai pablogéti. Kaip jau
buvo minéta literatiiros apzvalgoje, poliniy junginiy atskyrimas HILIC rezime
vyksta pasiskirstymo mechanizmu: silikagelio sorbento pavirSiuje susidarantis

adsorbuoto vandens sluoksnis atlieka skystos nejudrios fazés vaidmeni, o
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analités atskiriamos déka nevienodo juy pasiskirstymo tarp stacionaraus
adsorbuoto vandens sluoksnio ir maZiau polinés judrios fazés. Taigi, visiSkai
paSalinus vandeni i§ judrios fazés analiCiy atskyrimo mechanizmas keiciasi 18
HILIC i adsorbcini, todél drastiSkai pasikeiia ju sulaikymo trukmeés bei

pablogéja smailiy efektyvumas.
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3.2 pav. Acetonitrilo koncentracijos judrioje faz¢je jtaka analiciy
sulaikymo trukméms. Judri fazé: CH;CN/H,0. Kolonélé: Acquity
UPLC BEH HILIC. Tékmes greitis - 0,25 ml/min.

Taip pat iStyréme, kaip jtakojamas anali¢iy sulaikymas pakeitus vandeni
judrioje fazeéje kitu poliniu (protoniniu) tirpikliu. Palyginome metanoli ir
etanoli. 3.3 pav. pavaizduotos karbadokso ir olakvindokso standartinio miSinio
chromatogramos, iSmatuotos identiskose salygose naudojant judria faze 95%
CH;CN su 5% atitinkamo tirpiklio priedu. IS pateikty rezultaty matyti, kad
HILIC rezime protoniniy tirpikliy i§stimimo jéga silpnéja tokia tvarka:

vanduo > metanolis > etanolis
Be to, protoninio tirpiklio prigimtis stipriai jtakoja ir anali¢iy smailiy
efektyvuma: pakeitus vandeni etanoliu, smailés iSsipleCia apie 2 kartus bei
pablogé¢ja ju simetriSkumas. Tai galima bty paaiskinti tuo, kad poliSkesnis

tirpiklis (vanduo) efektyviau uzblokuoja (neutralizuoja) silanolines funkcines
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grupes silikagelio sorbento pavirSiuje ir efektyviau eliminuoja antring analic¢iy
saveika (adsorbcija) su sorbento pavirSiumi.

3.4 pav. pavaizduota kolonélés temperatiros itaka anali¢iy sulaikymo
trukméms. Didinant kolonélés temperatira nuo 20 iki 50 °C, anali¢iy
sulaikymas tolygiai silpn¢ja dél ju pasiskirstymo tarp faziy koeficiento
sumazejimo. Tuo tarpu temperatiiros itaka smailiy efektyvumui nezymi ir tai
papildomai patvirtina anali¢iy atskyrimo pasiskirstymo mechanizmu
dominavima. Temperatiiros didinimas pagreitina masiy mainus tarp faziy ir
taip pagerina smailiy efektyvuma. Tafiau masiy mainy proceso itaka
efektyvumui ~ Zymiai  stipresné  adsorbcin¢je  chromatografijoje  nei
pasiskirstomojoje chromatografijoje [1]. Visi tolimesni tyrimai buvo atliekami

30°C kolon¢lés temperatiiroje.

0.05 AU
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3.3 pav. Tirpiklio prigimties itaka karbadokso (1) ir olakvindokso
(2) atskyrimui HILIC metodu. Judri faze: a - CH;CN/H,O (95:5
v/v); b - CH;CN/MeOH (95:5 v/v); ¢ - CH;CN/EtOH (95:5 v/v);
tekmes greitis - 0,25 ml/min.
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3.4 pav. Kolonélés temperatiiros itaka karbadokso ir olakvindokso
sulaikymo trukméms. Judri fazé: CH3CN/H,O (95:5 v/v); tekmés
greitis - 0,25 ml/min.

Judrios fazés pH itaka buvo tiriama intervale nuo 2 iki 8 (3.5 pav.).
Nustatyta, kad judrios fazés pH reikSmingai nejtakoja nei analiciy sulaikymo,
nei smailiy efektyvumo pH intervale 4,0-8,0 karbadoksui ir 3,5-7,0
olakvindoksui. Bendru atveju, analités sulaikymo trukmés pokyciai, kei€iantis
judrios fazés pH, skys¢iy chromatografijoje dazniausiai yra susij¢ su jos kravio
pasikeitimu d¢l protonizacijos/deprotonizacijos. Deja, analiiy protonizacijos
konstanty literatiiroje neradome ir tai apsunkino gauty rezultaty interpretavima.
Galime daryti prielaida, kad esant pH<3 olakvindoksas pradeda protonizuotis
lgydamas teigiama kriivi. D¢l atsirandancios papildomos elektrostatinés
olakvindokso katijono saveikos su neigiama kriivi turiniomis silanolinémis
sorbento grupémis jo sulaikymas Sioje pH srityje stipréja. Ta pati priezastis
lemia ir karbadokso sulaikymo trukmiy didéjima maZzinant judrios fazés pH
intervale nuo 4 iki 2. Bitina pazymeéti, kad paminétose pH srityse rySkiai
pablogéja abieju anali¢iy smailiy efektyvumai, o tai papildomai liudija apie
antrinés (jony-mainy) saveikos atsiradima chromatografinéje sistemoje. pH
srityje nuo 4 iki 8 karbadokso, o nuo 3,5 iki 7 olakvindokso sulaikymas yra

pastovus ir tai rodo, kad Siose srityse analités nedalyvauja
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protonizacijos/deprotonizacijos procesuose. Galiausiai, kai pH virSija 7
olakvindokso sulaikymo trukmé pradeda greitai mazéti. Labiausiai tikétina
tokios elgsenos priezastis: dél hidroksi funkcinés grupés disocijacijos
olakvindoksas igyja neigiama kriivi ir elektrostatiné stima nuo neigiamy
silanoliniy grupiy sorbento pavirSiuje apsunkina jo peréjima | vandens
sluoksni. Tokias prielaidas patvirtina neseniai publikuotas HILIC metodo
pradininko Alpert darbas [177], kuriame pirma karta nuodugniai tyrinéti

katijoniniy, neutraliy ir anijoniniy junginiy sulaikymo HILIC metode

ypatumai.
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3.5 pav. Judrios fazés pH itaka anali¢iy sulaikymo trukméms. Judri
faz¢: 0,5 mmol/l H;PO, CH;CN/H,O (95:5 v/v) miSinyje
neutralizuotas NaOH iki atitinkamos pH vertés; tekmés greitis - 0,25
ml/min.

IStyrus elektrolito (amonio acetato) koncentracijos (nuo 5 iki 50 mmol/l)
judrioje faz¢je itaka buvo nustatyta, kad elektrolito koncentracija visiSkai
neitakoja abieju anali¢iy sulaikymo. Siekiant uztikrinti judriai fazei bent
minimalias buferines savybes tolimesniuose tyrimuose | judria faz¢ buvo
papildomai pridedama 10 mmol/l CH;COONHj.

Palyginti didelis analiciy sulaikymo trukmiy skirtumas leidzia pagreitinti

atskyrima padidinus judrios fazés greiti. Todél pirmiausiai {vertinome judrios
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fazés tekmés greicio jtaka anali¢iy smailiy efektyvumui. IS 3.6 pav. pateikty
rezultaty matyti, kad didinant judrios fazés tekmés greiti iki mazdaug 0,6-0,7
ml/min, smailiy efektyvumas neblogé¢ja. Taigi, judrios fazés greicio
padidinimas nuo 0,25 ml/min iki 0,5 ml/min leido dvigubai sumazinti

atskyrimo trukme neaukojant efektyvumo.
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3.6 pav. Judrios fazés tekmeés grei€io itaka karbadokso ir olakvindokso
smailiy efektyvumui (teorinés lékstelés auksc¢iui).

3.7 pav. pavaizduota anali¢iy standartinio miSinio chromatograma,
1Smatuota optimizuotose salygose. Abi analités puikiai atskiriamos UESCh
metodu HILIC rezime izokratinés eliucijos salygose per mazdaug 1 min.
Palyginimui, 3.8 pav pateikta karbadokso ir olakvindokso miS$inio
chromatograma, gauta atvirk$ciy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos
metodu. Matome, kad Siuo atveju net ir naudojant gradienting eliucija
karbadokso ir olakvindokso atskyrimas trunka apie 11 min, anali¢iy smailés
nesimetriSkos, o detektavimo jautris Zymiai blogesnis. Teisingumo délei
reikéty pazymeéti, kad HILIC metode buvo naudotas 1,7 pm daleliy dydZio
sorbentas, o atvirks¢iy faziy ESCh metode — 5 um daleliy dydzio sorbentas.
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3.7 pav. Karbadokso ir olakvindokso atskyrimas optimizuotose
HILIC-UESCh salygose. Judri fazé: 10 mmol/l CH;COONH,
CH;CN/H,O (95:5 v/A) miSinyje; tékmes greitis 0,5 ml/min;
Kolonélés temperatira 30°C; Smailés: 1 — karbadoksas; 2 —

olakvindoksas.
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3.8 pav. Karbadokso ir olakvindokso atskyrimas optimizuotose
atvirks§¢iy faziy ESCh salygose. Kolon¢lé: Waters Symmetry
Shield RP-8 (5 um). Gradientin¢ eliucija H,O/ACN miSiniu.
Smailés: 1 — olakvindoksas; 2 — karbadoksas.

Méginio tirpiklio ir tirio jtaka. SkysCiy chromatografijoje didelg jtaka
atskyrimo efektyvumui turi méginio tirpiklis. Méginio tirpiklio i§stimimo jéga
neturi smarkiai virSyti judrios fazés iSstimimo jégos. PrieSingu atveju
pablog¢ja smailiy efektyvumas ir atskyrimo atrankumas. Taciau tirpiklio

prigimties itaka néra vienoda skirtingiems skysCiy chromatografijos
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variantams. Pvz. adsorbcingje atvirk$¢iy faziy chromatografijoje ji Zymiai
menkesné nei adsorbcinéje normaliy faziy arba pasiskirstomojoje
chromatografijoje. Kadangi HILIC metode iki Siol méginio tirpiklio itakos
tyrimai nebuvo atliekami, tai paskatino mus papildomai ja patyrinéti. Tai labai
svarbu parenkant tirpikliy sistemas anali¢iy ekstrakcijai 1§ realiy meéginiy. 3.9
pav. palygintos anali¢iy standartinio tirpalo paruosto keturiuose skirtinguose
tirpikliuose (ACN, EtOH, MeOH ir H,0) chromatogramos. IS pateikty
rezultaty matyti, kad HILIC rezime méginio tirpiklio prigimties itaka anali¢iy
smailiy efektyvumui bei atskyrimo atrankumui silpnéja tokia tvarka: vanduo >
metanolis > etanolis > acetonitrilas. Tokia pat tvarka silpnéja ir Siy tirpikliy
1§stimimo jéga HILIC rezime.

ACN

I

L

2
1 N

U

2
\
VAN
3.9 pav. Meéginio tirpiklio prigimties jtaka karbadokso ir

olakvindokso atskyrimui. Salygos kaip ir 3.7 pav. Smailés: 1 —
karbadoksas; 2 — olakvindoksas.

EtOH

MeOH

H,0

Kitame eksperimente iStyréme analiCiy smailiy efektyvumo pokycius

tirpinant anali¢iy standartus tirpikliy miSiniuose. Pagrindiniu tirpikliu
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naudojome ACN, kuriame palaipsniui didinome kito tirpiklio tiirio dali ir

matavome anali¢iy smailiy efektyvumus. 3.10 pav. pateikti tyrimy rezultatai

ACN-McOH ir ACN-H,O miSiniams. Matome, kad atskiriant analites

acetonitrilo/metanolio miSinyje, ju smailiy efektyvumas iSlieka nepakitgs

pridejus iki 25% v/v metanolio. Vandens atveju, maksimali jo koncentracija

acetonitrile neitakojanti efektyvumo beveik dvigubai mazesné ir siekia

mazdaug 15% v/v, tuo tarpu etanolio (rezultatai nepateikti) - 40% v/v.
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3.10 pav. Karbadokso ir olakvindokso smailiy efektyvumy
priklausomybé¢ nuo MeOH ir H,O tirio dalies meéginyje.
Pagrindinis méginio tirpiklis ACN.

Apibendrinant tyrimy rezultatus galima konstatuoti, kad optimizuojant

analiCiy ekstrakcijos 18 realiy méginiy procediira tinkamiausias tirpiklis grynas

acetonitrilas arba acetonitrilas su atitinkamais EtOH, MeOH arba H,0 priedais.



Tokiu atveju nereikalinga ekstrakto nugarinimo iki sausos liekanos ir
pertirpinimo tinkamame tirpiklyje procediira. Be to, biitina pazZymeéti, kad
HILIC metodas yra jautresnis méginio tirpiklio prigimciai nei atvirk$¢iy faziy
ESCh metodas.

Chromatografijoje detektavimo jautris priklauso ir nuo ileidZiamo méginio
turio, todel paprastai siekiama analizuoti kuo didesnius méginio trius.
Maksimalus leistinas méginio turis tiesiogiai susijes su chromatografiniam
atskyrimui naudojamos kolonélés parametrais — ilgiu ir vidiniu skersmeniu.
Kadangi ultraefektyviojoje skysCiy chromatografijoje naudojamos mazesniy
parametry kolonélés nei jprastingje efektyviojoje skys€iy chromatografijoje,
Siam metodui biitina papildomai optimizuoti méginio tury. IS 3.11 pav. pateikty
anali¢iy smailiy efektyvumu priklausomybiy nuo ileidziamo méginio tiirio
matyti, kad Siuo metodu be ypatingy efektyvumo nuostoliy galime analizuoti
maksimalius 7,5-10 upl tirio méginius. Palyginimui, tradicinése ESCh
koloné¢lése (ilgis 15-25 cm, vidinis skersmuo 3,0-4,6 mm) maksimalus leistinas

meéginio tiris 20-50 pl.
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3.11 pav. Karbadokso ir olakvindokso (10 mg/l) smailiy efektyvumuy
priklausomybé nuo ileidZziamo méginio turio. Meéginio tirpiklis —
ACN.
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3.1.2. KDE salygy tyrimas

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje, bene daugiausiai problemuy
Siuolaikingje biologiniy objekty analiz¢je kelia méginio paruoSimas. Nustatant
veterinarinius vaistus kietuose méginiuose dazniausiai jie yra ekstrahuojami i§
meéginio matricos organiniais tirpikliais, o po to ekstraktas dar papildomai
valomas skys¢iy-skysCiu arba kietafazés ekstrakcijos metodais. Tai
pakankamai ilgos ir reikalaujancios daug darbo sanaudy procediiros. Siekdami
pagreitinti ir supaprastinti meginiy paruo$imo procediira, karbadokso ir
olakvindokso  iSskyrimui 1§ paSary méginiy iStyréme  kietafazes
disperguojamosios ekstrakcijos metoda.

Sorbenty palyginimas. Preliminariems tyrimams buvo pasirinkti trys
skirtingomis savybémis pasiZymintys komerciniai sorbentai: nepolinis
oktadecilsilikagelis C;g, ir du poliniai sorbentai — silikagelis (Si-OH) ir
aminopropilsilikagelis (Si-NH,). Preliminariuose tyrimuose 0,25 g paSaro su
anali¢iy standartiniu priedu buvo disperguojami (~2 min trinami agato
griistuveje) su 0,5 g atitinkamo sorbento, gautas miSinys suberiamas 1 15 ml
talpos polipropilenini kietafazés ekstrakcijos Svirksta su filtrais i$ abiejy galy ir
analités desorbuojamos leidziant per miSini 5 ml acetonitrilo 1 ml/min greic¢iu.
Tyrimy metu buvo atsizvelgiama { du pagrindinius kriterijus: anali¢iy iSgavas
ir gauty ekstrakty grynuma. Ekstrakty grynumas buvo vertinamas ir vizualiai
(drumstumas, spalvos intensyvumas), ir lyginant paSaliniy smailiy skai¢iy bei
ju intensyvuma skenuojanc¢iu fotometriniu detektoriumi 200-500 nm bangos
ilgiy intervale registruojamose ekstrakty chromatogramose. Buvo nustatyta
(3.12 pav.), kad su visais trimis sorbentais gaunamos panaSios ir palyginti
nedidelés (15-30%) karbadokso ir olakvindokso iSgavos. Taciau ekstrakty
grynumai skyrési labai reikSmingai. Gryniausi ekstraktai buvo gaunami
naudojant nepolini oktadecilsilikageli, todé¢l Sis sorbentas ir buvo pasirinktas
tolimesniems tyrimams.

Tirpiklio parinkimas. Paprasciausias biidas padidinti anali¢iy i§gavas —

didesniu tirpiklio ttriu ekstrahuoti jas 1§ sorbentu disperguoto méginio.
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Nustatéme, kad padidinus acetonitrilo tiiri iki 25-30 ml — anali¢iy iSgavos
padidéja iki 85-90% (3.13 pav.), taciau kartu padidéja ir ekstrakty uzterStumas,
apsunkinatis karbadokso smailés integravima. Tai iliustruoja 3.14 pav. pateikta
ekstrakto chromatograma. I§ pateiktos chromatogramos profilio akivaizdu, kad
didesniu ACN tiiriu papildomai iSekstrahuojami/desorbuojami didesniu
hidrofobiskumu uz analites pasizymintys ir todé¢l silpnai sulaikomi HILIC
rezime paSaliniai junginiai. Be to, palyginti didelis ekstrakto tiiris sumazina
analizés jautri (jei ekstraktai prie§ analiz¢ nenugarinami) arba prailgina

analizés trukme (jei ekstraktai nugarinami).
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3.12 pav. Karbadokso ir olakvindokso iSgavos (n=3), iSmatuotos
pasaro su 10 pug/g anali¢iy priedu méginius disperguojant skirtingais
sorbentais. Desorbcija — acetonitrilu (5 ml).
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3.13 pav. Anali¢iy iSgavy 1§ paSary meéginio priklausomybé nuo ACN
tiirio. Disperguojantis sorbentas C;g (0,5 g).
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3.14 pav. PaSary meéginio su 10 pg/g anali¢iy priedu ekstrakto
chromatograma (detektavimas prie 373 nm). Desorbcija — 25 ml ACN.
1 — karbadoksas; 2 — olakvindoksas.

KDE metode ekstrakcijos metu vyksta keli procesai: analités pasiskirsto
tarp triju faziy — méginio matricos, disperguojanc¢iojo sorbento ir desorbcijos
tirpiklio. Tod¢l ekstrakcijai naudojamas tirpiklis turi efektyviai ir kuo atrankiau
ekstrahuoti analites 1§ kieto méginio matricos bei efektyviai desorbuoti jas i§
disperguojancio sorbento pavirSiaus. Labiausiai tikétina, kad palyginti menkos
anali¢iy ekstrakcijos iSgavos acetonitrilu susijusios su neefektyvia anali¢iy
ekstrakcija biitent 1§ meéginio matricos. Tuo nesunkiai isitikinome atlikg
papildoma eksperimenta, kuriame 1 0,5 g oktadecilsilikagelio sorbento
pridé¢jome Zinoma kieki anali¢iy standartinio tirpalo ir eliuavome {vairiais
ACN tiriais. Tokiu biidu i$ ekstrakcinés sistemos eliminavome viena iS faziy -
meéginio matrica. Nustatéme, kad Siuo atveju abi analités beveik pilnai
iSplaunamos 1§ sorbento tik su 5-6 ml acetonitrilo. Taigi, siekiant pagerinti
KDE efektyvuma tiriamoms analitéms biitina parinkti geriau jas tirpinantj (t.y.
geriau iSekstrahuojanti 1§ méginio matricos) tirpikli. Kadangi abi analités
geriau tirpsta protoniniuose tirpikliuose, tikétina, kad tokio tirpiklio
panaudojimas leisty efektyviau (maZesniu tirpiklio turiu) iSekstrahuoti polines
analites i§ paSary méginio matricos. 3.15 pav. pateiktos anali¢iy iSgavos i$

pasary méginio su 10 pg/g analic¢iy priedu ekstrahuojant/desorbuojant trimis
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skirtingais protoniniais tirpikliais (10 ml). Kaip ir buvo tikétasi, naudojant
desorbcijai gryna metanoli ar etanolj, pilnai abiejuy analiCiy ekstrakcijai
(i8gavos >90%) uztenka 10 ml (arba netgi maziau; mazesni tiiriai nebuvo
tiriami) tirpiklio. Tuo tarpu Zymiai maZesnés anali¢iy iSgavos naudojant
vandenj greiciausiai susijusios su ypac silpna §io tirpiklio iSstimimo jéga i
nepolinio Cg sorbento. Nors naudojant desorbcijai gryna metanolj ar etanoli,
abi analités iSekstrahuojamos zymiai efektyviau nei acetonitrilu, taciau 10 ml
metanolio ar etanolio ekstrakty grynumas buvo dar blogesnis nei 30 ml
acetonitrilo ekstrakty grynumas. Taigi, 1§ gauty rezultaty akivaizdu, kad
protoniniai tirpikliai (MeOH, EtOH) Zymiai efektyviau uz ACN
tirpina/desorbuoja analites 1§ méginio matricos, tuo tarpu ACN yra atrankesnis

— po desorbcijos ekstraktuose yra maziau priemaisy.
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3.15 pav. Desorbuojancio tirpiklio prigimties jtaka anali¢iy iSgavoms i8
paSary méginiy su 10 pg/g analic¢iy priedu. Tirpiklio ttris - 10 ml.
Disperguojantis sorbentas C;g (0,5 g).

Véliau iSbandéme ACN ir MeOH miSinio ekstrakcines savybes. 3.1
lenteléje palygintos analiCiy 1Sgavos 1§ paSary meéginiy su standarty priedu,
gautos ekstrahuojant jvairiais ACN-MeOH tirpikliy miSiniais (9:1, 8:2, 7:3 ir
6:4, v/v). Palyginimui pateiktos ir iSgavos, gautos ekstrahuojant grynu ACN.
Visais atvejais bendras tirpikliy miSinio tiiris buvo 10 ml. Matome, kad
anali¢iy ekstrakcijos efektyvumui reikSmingai pagerinti uztenka palyginti

nedidelio MeOH priedo: abi analités iSekstrahuojamos pilnai (>90%), kai
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MeOH koncentracija acetonitrile >20%, v/v. Taigi, ACN-MeOH (8:2, v/v)
miSinys puikiai suderinamas su tolimesne HILIC analize bei, siekiant padidinti
analizes jautry, gali biiti lengvai ir greitai nugarinamas.

3.1 lentelé

Karbadokso ir olakvindokso iSgavos, iSmatuotos desorbuojant analites i8
paSary méginiy (10 pg/g) ACN-MeOH tirpikliy miSiniais (10 ml). Sorbentas -
oktadecilsilikagelis.

ACN-MeOH (v/v) ISgava (%, n=3)
Karbadoksas Olakvindoksas
10:0 53 59
9:1 91 76
8:2 99 94
7:3 95 94
6:4 97 93

Desorbcijos/ekstrakcijos tirpiklio turio jtaka. Optimizuojant analiciy
ekstrakcijos salygas paprastai siekiama pilno ir kuo atrankesnio jy iS§skyrimo i8§
méginio matricos minimaliu tirpiklio tiiriu. 3.16 pav. pateikta analiiy iSgavy 18
pasary meéginio priklausomybé¢ nuo ACN-MeOH miSinio tirio. Tyrimy
rezultatai rodo, kad pilna analiciy ekstrakcija/desorbcija pasiekiama kai ACN-

MeOH miSinio taris >8 ml.
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3.16 pav. Desorbcijos tirpiklio (ACN/MeOH, 80:20 v/v) tiirio jtaka
karbadokso ir olakvindokso (10 pg/g) iSgavoms i§ paSary méginio.
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Desorbcijos/ekstrakcijos greic¢io jtaka. KDE atlickama dinaminése
salygose pastoviu grei¢iu leidziant tirpikli per disperguota méginio/sorbento
misini. Jei tirpiklis leidziamas per létai — nukencia ekstrakcijos atrankumas.
PrieSingu atveju analités iSekstrahuojamos nepilnai. Iprastai, Sis parametras
eksperimentiSkai optimizuojamas konkreCiai KDE sistemai. Tiriamoms
analitéms (3.17 pav.) ju iSgavos i§ pasary meéginio nepriklauso nuo tirpiklio
grei¢io iki 3 ml/min olakvindoksui ir iki 4 ml/min karbadoksui. Analizei

pasirinkome 2 ml/min greit].
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3.17 pav. Desorbcijos tirpiklio (ACN/MeOH, 80:20 v/v) greicio
itaka karbadokso ir olakvindokso (10 pg/g) iSgavoms 1§ paSary
méginio.

Dispergavimo trukmé. IS 3.18 pav. pateikty rezultaty matyti, kad
nedisperguojant méginio su sorbentu anali¢iy ekstrakcija visiS8kai neefektyvi
(i8gavos 30-36%). Pilnai analiiy ekstrakcijai biitina disperguoti mégini ne
trumpiau nei 1 min. Reikéty paZyméti, jog disperguojama rankiniu biidu trinant
misinj tiglyje, tad proceso efektyvumas priklauso ir nuo §i darba atliekancio
operatoriaus savybiy (jégos, trynimo intensyvumo ir pan.). Siekdami i§vengti

paklaidy visuose tyrimuose dispergavome méginius ne maziau nei 2 min.

63



COOKarbadoksas EOlakvindoksas

80

60

ISgava, %

40

0 ) ) ) )
0 05 1 2 3

Dispergavimo trukmé, min

3.18 pav. Dispergavimo trukmés jtaka karbadokso ir olakvindokso (10
ug/g) iSgavoms 1§ pasary meéginio.

Méginio masés jtaka. Kaip ir kituose ekstrakciniuose metoduose, KDE
metode siekiama pilnai iSekstrahuoti analites 1§ kuo didesnio méginio kiekio
minimaliomis medziagy (sorbento, tirpiklio ir pan.) ir laiko sanaudomis. Nuo
meginio ir sorbento masiy santykio priklauso tiek ekstrakcijos efektyvumas bei
ekstrakty grynumas, tiek ir nustatymo jautris. Optimizuojant §i parametra
tolygiai didinome pasary méginio masg, o disperguojancio sorbento masg ir
anali¢iy kiek; méginyje palaikéme pastoviais (0,5 g sorbento ir po 2,5 ug
karbadokso ir olakvindokso). Tyrimy rezultatai pateikti 3.19 pav. Kai méginio
mase¢ virSija 0,3 g, anali¢iy iSgavos pradeda mazéti. Be to, ekstrahuojant

didesnius méginio kiekius ekstrakty grynumas labai pablogéja.
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3.19 pav. Méginio masés jtaka karbadokso ir olakvindokso (2,5 ug)
1Sgavoms 1§ pasary. Sorbento mase 0,5 g.
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Optimizuotos karbadokso ir olakvindokso ekstrakcijos KDE metodu
salygos: 0,5 g oktadecilsilikagelio agato tiglyje mazdaug 2 min triname su 0,25
g pasary meéginio, disperguota miSini suberiame i polipropilenini Svirksto
korpusa su filtru dugne, uzdengiame i$ virSaus kitu filtru, lengvai supresuojame
ir desorbuojame analites 10 ml ACN/MeOH miSiniu (80:20 v/v, greitis ~2
ml/min), centrifuginiame mégintuvélyje surinkta ekstrakta nugariname
vakuume azoto sraute, likutj tirpiname 0,5 ml acetonitrilo ir analizuojame.

Pilna méginio paruoSimo ciklo trukmé 10-15 min.

3.1.3. Analizinés charakteristikos ir taikymas

Kalibraciniy kreiviy teisiSkumo intervalai kiekvienai analitei buvo
matuojami su septyniomis skirtingomis anali¢iy koncentracijomis. Kiekvienos
koncentracijos tirpalas buvo matuojamas po 3 kartus. Aptikimo ribos buvo
nustatomos esant signalo/fono triuk§my santykiui 3, o nustatymo ribos — esant
signalo/fono triuk§mu santykiui 10. Sios charakteristikos surasytos 3.2

lentel¢je, o 3.20 pav. pateiktos abiejy analiCiy kalibracinés kreivés.

3.2 lentelé

Kalibraciniy kreiviy tiesiSkumo intervalai ir aptikimo bei nustatymo ribos (n=3)

Analite TiesiSkumo | Koreliacijos Aptikimo | Nustatymo
intervalas, | koeficientas riba, mg/kg |riba, mg/kg
mg/kg (%)
Karbadoksas 0,1-10 0,999 0,02 0,07
Olakvindoksas 0,1-10 0,998 0,03 0,10

Analizés rezultaty teisingumas buvo vertinamas atliekant iSgavos testus
parSeliy paSarui ir vis¢iuky lesalui. 3.3 lentel¢je pateikti 1Sgavos testo rezultatai
rodo, kad karbadokso ir olakvindokso nustatymui visiSkai netrukdo kiti méginio
matricos komponentai. 3.21 pav. demonstruojamos parSeliy pasaro ekstrakto (a)

ir to paties paSaro su 0,25 mg/kg anali¢iy priedu ekstrakto (b) chromatogramos.
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3.20 pav. Karbadokso ir olakvindokso kalibracinés kreives (n=3).

3.3 lentelé

Karbadokso ir olakvindokso i§gavos i§ paSary méginiy

Meéginys Analité Pridéta (mg/kg) ISgava (%) £ SSN (%,
n=3)

Parseliy Karbadoksas 1,0 98+7
pasaras 5,0 95+5
Olakvindoksas 1,0 89+ 10
5,0 94 + 8
Visciuky Karbadoksas 1,0 96 £ 6
lesalas 5,0 95+ 7
Olakvindoksas 1,0 92 +8
5,0 96 +7
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3.4 lentel¢je pagrindinés karbadokso ir olakvindokso nustatymo KDE-
HILIC-UESCh metodu charakteristikos palygintos su alternatyvaus skysciy-
skys€iy ekstrakcijos (SSE)-ESCh metodo charakteristikomis. ISgavos bei
analizés rezultaty atsikartojamumas yra panasiis abiem metodais. Pagrindiniai
KDE-HILIC-UESCh metodo privalumai: 10 karty didesnis nustatymo jautris
bei mazdaug 6-7 kartus greitesné analizés procediira. Be to, HILIC salygomis
hidrofobiSkesni méginio komponentai yra nesulaikomi, todél metodas néra
jautrus meéginio matricai. Tuo tarpu tiesiogiai analizuoti sudétingesnés matricos
meginiy ekstraktus atvirk$¢iy faziy ESCh metodu be papildomo ekstrakty

valymo negalime.

.
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I T
0.00 0.50

0.01 AU

3.21 pav. ParSeliy paSaro ekstrakto (a) ir to paties pasaro su 0,25
mg/kg anali¢iy priedu (b) méginiy chromatogramos. Smailés: 1 —
karbadoksas; 2 — olakvindoksas.
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3.4 lentelé

Karbadokso ir olakvindokso nustatymo KDE-HILIC-UESCh ir SSE-ESCh
metodais charakteristiky palyginimas

Charakteristika KDE-HILIC-UESCh SSE-ESCh
Isgavos® (%) 89-98 91-97
SSN* (%) 6-10 5-7
Aptikimo riba, mg/kg 0,02; 0,03 0,3;0,2
Méginio masé (g) 0,25 1,0
Tirpiklio tiiris (ml) 10 10
Méginio paruo§imo trukme 15 90
(min)
Chromatografinés analizés 2 (izokratin¢ eliucija) 20 (gradientiné
trukmeé (min) eliucija)

1,0 mg/kg anali¢iy koncentracijoms (n=3).

3.2. Sudano dazikliy nustatymas Cili pipiry milteliuose
3.2.1. Sudano dazikliy detektavimo ir atskyrimo salygy tyrimas

PrieSingai nei karbadoksas ir olakvindoksas, Sudano dazikliai yra palyginti
hidrofobiniai junginiai, tod¢l ju atskyrimui alternatyvos atvirks¢iy faziy
skys¢iy chromatografijos variantui néra. Sis variantas (ultracfektyviosios
skys¢iy chromatografijos formate) ir buvo pasirinktas Sudano dazikliy
atskyrimui ir nustatymui.

Detektavimo salyguy parinkimas. 3.22 pav. pavaizduoti analiiy
absorbcijos spektrai, iSmatuoti PDA detektoriumi. IS pateikty rezultaty matyti,
kad visos analités yra pakankamai jautriai registruojamos 490-510 nm bangos
ilgiy srityje, tod¢l tolimesniems tyrimams detektavimui buvo pasirinktas

fiksuotas 500 nm bangos ilgis.
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3.22 pav. Sudano dazikliy (0,5 mmol/l) absorbcijos spektrai.

Nejudriy faziy palyginimas. Kadangi skirtingy Sudano daZikliy
hidrofobiSkumas skiriasi gana smarkiai, atskirti juos atvirk§¢iy faziy skyscéiy
chromatografijos metodu néra sudétinga. Pagrindiné problema yra ta, kad net ir
naudojant labai stipria iSstimimo jéga pasizymincias judrias fazes, Sudany
atskyrimo trukmés siekia keliasdeSimt minuciy. Tokiu atveju paprasciausiu
budu pagreitinti atskyrima galima mazinant kolon¢lés ilgi ir/arba naudoti
poliSkesni sorbenta. Sudano dazikliy atskyrimui UESCh metodu palyginome

tris skirtingas kolonéles, kuriy pagrindinés charakteristikos suraSytos 3.5

lentel¢je.
3.5 lentelé
Atskyrimui naudoty kolonéliy charakteristikos
Kolon¢le Vid. Sorbento daleliy Anglies
skersmuoxilgis, | skersmuo, pm kiekis, %
mm
Acquity UPLC BEH C18 2,1 x 100 1,7 18
Acquity UPLC BEH C8 2,1 x 100 1,7 13
Acquity UPLC BEH 2,1 x 100 1,7 15
Phenyl

Pirmiausiai palyginome Sudano dazikliy atskyrima izokratinése salygose.
Pradine judria faze pasirinkome 20% vandens ir 80% acetonitrilo miSinj. 3.6

lentel¢je palygintos pagrindinés tiriamy kolonéliy charakteristikos Sudano
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dazikliams: anali¢iy sulaikymo trukmes, juy smailiy asimetriSkumo faktoriai A;
ir smailiy efektyvumai N. Matome, kad su visomis kolon¢lémis Sudanai yra
gerai atskiriami (sulaikymo trukmiy skirtumai pakankami). Kaip ir buvo
tikétasi, truputi maziau hidrofobinése C8 ir fenilo kolon¢lése jie yra sulaikomi
silpniau. Geriausiu efektyvumu bei smailiy simetriSkumu pasizymi Acquity

UPLC BEH C18 kolong¢lg, kuri ir buvo pasirinkta tolesniems tyrimams.

3.6 lentelé

Sudano dazikliy atskyrimo skirtingose kolonélése charakteristiky palyginimas

Kolon¢le Analité Sulaikymo | AsimetriSkumo| Teoriniy
trukmé, min faktorius, Ag leksteliy
skaiCius, N
Acquity UPLC| Sudanas I 0,96 0,997 3076
BEH C18 | Sudanas II 2,02 0,988 3900
Sudanas I11 3,16 0,982 4640
Sudanas IV 4,52 0,972 5045
Acquity UPLC| Sudanas I 0,81 0,855 2810
BEH C8 Sudanas II 1,85 0,885 3520
Sudanas I11 3,04 0,920 4050
Sudanas IV 4,19 0,953 4160
Acquity UPLC| Sudanas | 0,55 0,732 1545
BEH Phenyl | Sudanas II 1,08 0,705 2720
Sudanas I11 1,86 0,681 2080
Sudanas IV 2,25 0,655 2240

Atskyrimo salygy optimizavimas. 3.23 pav. pavaizduota Sudano dazikliy
misinio chromatograma gauta izokratinése salygose Acquity UPLC BEH C18
kolon¢léje. IS pateiktos chromatogramos matyti, kad nors analités puikiai

atskiriamos, taciau ju atskyrimo trukmé siekia net 5 min. Lyginant su ESCh
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metodu tai labai greitas atskyrimas, taciau palyginti létas UESCh metodui.
Deja, padidinus judrios fazés iSstimimo jéga (sumazinus H,O kieki judrioje
fazéje) Sudanas I eliuuojamas beveik kartu su ,.,tus¢iu“ kolonélés tiriu (~0,4
min). Tai komplikuoja jo kiekybini nustatyma, kadangi analizuojant realius
meginius, su ,,tusS¢iu* kolon¢lés turiu jprastai eliuojama daug pasaliniy méginio
matricos komponenty.

Kitas budas pagreitinti atskyrima izokratiniame reZime — padidinti judrios
fazés tekejimo greiti. Taciau 1§ 3.24 pav. pateikty analiciy smailiy efektyvumy
(teorines leksSteles auksciy) priklausomybiy nuo judrios fazés tirinio tekéjimo
grei¢io matyti, kad esant didesniems uz 0,5 ml/min grei¢iams pradeda blogeéti
efektyvumas. Be to, padidinus judrios fazeés tekéjimo greit; iki 0,8 ml/min,
silpniausiai sulaikomos analités (Sudanas I) sulaikymo trukmé sumazéja iki 0,6
min ir, dél auksciau pamineéty priezasciy, tai apsunkina realiy méginiy analizg.

Sudanas |

0.401 Sudanas Il

Sudanas lll

Absorbcija

o

.20

N VO W

0.007
T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
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3.23 pav. Sudano dazikliy standartinio miSinio (10 mg/l) atskyrimas
izokratinés eliucijos rezime. Kolon¢lé: Acquity UPLC BEH Cl18, 1,7
um, 100 x 2,1 mm. Judri fazé —CH3CN/H,0 (80:20 v/v); Tékmés greitis
— 0,5 ml/min. A=500 nm.

Galiausiai iSbandéme atskyrima gradientinés eliucijos salygomis. 3.7
lentel¢je pateikta optimizuota gradientinés Sudano dazikliy eliucijos programa.
Pradine judria faze pasirinkome vandens-acetonitrilo miSini, kuriame
atskyrimo eigoje didinome acetonitrilo koncentracija. Sudany atskyrima
gradientiniu rezimu iliustruoja 3.25 pav. pateikta chromatograma. Siuo atveju
anali¢iy atskyrimo trukmé sumazéjo iki 2 min, atskyrimo atrankumas isliko

puikus, o smailiy efektyvumas dar pageréjo. Biitina pazyméti, kad tradiciniu
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ESCh metodu Sudano dazikliai paprastai atskiriami per 15-25 min [154, 164,
166].
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3.24 pav. Sudano dazikliy smailiy efektyvumo priklausomybés nuo judrios
fazés tekmes greicio. Kolon¢le: Acquity UPLC BEH C18, 1,7 pm, 100 x
2,1 mm. Judri fazé —CH;CN/H,O (80:20 v/v).

3.7 lentelé
Judrios fazés gradiento formavimo lentelé
Trukmé, min % CH;CN
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3.25 pav. Sudano dazikliy standartinio miSinio (2,5 mg/l) atskyrimas
optimizuotose salygose naudojant gradienting eliucija. Kolonélé:
Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 100 x 2,1 mm. T¢kmés greitis — 0,5
ml/min. A=500 nm.
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Sudano dazikliai — hidrofobiniai junginiai, linke¢ papildomai adsorbuotis
meéginio ileidimo sistemos komponentuose (Svirk§to adatoje, sujungimuose,
méginio kilpoje). Tai sukelia taip vadinama meéginio pernasos (sample carry-
over) efekta, kai ileidziant kita méginj iS sistemos iSsiplauna anali¢iy likuciai i$
anksCiau leisto méginio. UESCh prietaise yra trys automatinio meéginio
leidimo biidai:

1. Dalinis kilpos uzpildymas.
2. Dalinis kilpos uzpildymas su adatos perpildymu.
3. Pilnas kilpos uzpildymas.

Pirmiausiai  palyginome ju atsikartojamuma Sudano dazikliams
standartinése UESCh salygose. Standartin; analiCiy tirpala (10 pl) leidome
trimis biudais po 6 kartus ir matavome anali¢iy smailiy ploty santykinius
standartinius nuokrypius. IS 3.8 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad visais
trim biidais atsikartojamumas néra geras (pagal prietaiso techninius duomenis
turéty buti apie 0,75-1,25%). Truputi geriau atsikartoja dalinis kilpos

uzpildymas su adatos perpildymu.

3.8 lentelé
Méginio ileidimo atsikartojamumo (n=6) palyginimas Sudano daZzikliams (10
mg/l)
[leidimo budas Sudano dazikliy smailiy ploty SSN,
%
Dalinis kilpos uzpildymas 4,3-5,2
Dalinis kilpos uzpildymas su adatos 2,8-4,0
perpildymu

Pilnas kilpos uzpildymas 5,6-6,8

Visiems meéginio ileidimo biidams buvo fiksuojamas meéginio pernaSos
efektas: po Sudany standartinio tirpalo analizés ileidus gryno ACN porcija, jo
chromatogramoje taip pat buvo registruojamos anali¢iy smailés. Sio efekto
itakos paSalinimui bitinas efektyvus méginio ileidimo sistemos praplovimas

tarp atskyrimo cikly. Jis atliekamas automatiskai, tac¢iau galime keisti
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praplovimo tirpiklio prigimti ir jo tiri. Praplovimo tirpikliu naudojome
acetonitrila. 3.26 pav. pateikta acetonitrilo tiirio itaka Sudano dazikliy smailiy
ploty atsikartojamumui. Matome, kad praplaunant méginio ileidimo sistema
didesniu tirpiklio tiiriu, atsikartojamumas geréja ir kai tiiris >600 pl, méginio

pernaSos efekto jtaka panaikinama.
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3.26 pav. Méginio ileidimo sistemos praplovimo tirpiklio (ACN) tiirio jtaka
Sudano dazikliy (10 mg/l) smailiy ploty atsikartojamumui (n=6). Méginio
leidimo biidas - dalinis kilpos uZpildymas su adatos perpildymu. Méginio
tiiris - 10 pl.

3.2.2. Sudano dazikliy ekstrakcija

Sorbenty palyginimas. Sudano dazikliy KDE ekstrakcijai i$ Cili pipiry
milteliy buvo pasirinkti keturi skirtingos prigimties komerciniai sorbentai:
oktadecilsilikagelis C;g, aminopropilsilikagelis, silikagelis, ir florisilas (Mg
silikatas). Pirmasis sorbentas visiSkai nepolinis, o kiti trys — poliniai. Be to,
aminopropilsilikagelis riigiciose terpése pasiZymi dar ir anijony mainy
savybémis.

Preliminariuose tyrimuose 0,25 g pipiry milteliy su Sudano dazikliy
standartiniu priedu 2 min buvo disperguojami su 0,5 g atitinkamo sorbento.
Kaip ir karbadokso bei olakvindokso atveju, pradiniu tirpikliu dazikliy

ekstrakcijai pasirinkome acetonitrila, kuris yra pagrindinis judrios fazés
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komponentas UESCh analizgje, tod¢l galima analizuoti ekstraktus tiesiogiai be
nugarinimo/pertirpinimo. Tyrimy metu buvo atsizvelgiama 1 du pagrindinius
kriterijus: anali¢iy i§gavas ir gaunamy ekstrakty grynuma. Ekstrakty grynumas
buvo vertinamas ir vizualiai (drumstumas, spalvos intensyvumas), ir lyginant
pasaliniy smailiy skai¢iy ir juy intensyvuma skenuojaniu fotometriniu
detektoriumi 200-500 nm bangos ilgiy intervale registruojamose ekstrakty

chromatogramose.

70 — ||:|Sudanas | EDSudanas Il ESudanas |l M Sudanas IV

60 —

50

40 —

30

ISgava, %

10

0 T T T T
C18 Si-NH2 Si-OH Florisilas

3.27 pav. Sudano dazikliy i§gavos (n=3), iSmatuotos skirtingais sorbentais
disperguojant pipiry milteliy meéginius su 10 pg/g anali¢iy priedu. Desorbcija
- acetonitrilu (5 ml).

Pirmiausiai buvo palygintos Sudano dazikliy i§gavos skirtingais sorbentais
disperguojant ¢ili pipiry miltelius su 10 pg/g analic¢iy priedu. IS 3.27 pav.
pateikty rezultaty matyti, kad Sudano dazikliai efektyviau acetonitrilu
iSsiekstrahuoja 1§ méginiy disperguoty su poliniais silikagelio ir
aminopropilsilikagelio sorbentais. Tokie rezultatai patvirtina literatiiros
poliniais sorbentais [72, 73]. Taip pat polinis florisilo sorbentas pasizymi
blogesniu efektyvumu, kadangi Sio sorbento daleliy dydis bemaz dvigubai
didesnis (120 um) nei likusiyjy. Palyging ekstrakty grynuma, nustatéme, kad su

silikageliu ir aminopropilsilikageliu gaunami gryniausi ekstraktai. Tai
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greifiausiai susij¢ su tuo, kad augaly matricoje dominuojantys paSaliniai
junginiai yra poliskesni uz tiriamus daziklius, todé¢l didesné ju dalis yra stipriau
adsorbuojama poliniais sorbentais. Tolimesniems tyrimams pasirinkome
silikagelio ir aminopropilsilikagelio sorbentus.

Tirpikliy palyginimas. Kadangi tiriamos analités pasiZymi nemenku
hidrofobiSkumu, efektyviausiai 1§ méginio matricos jas  turéty
desorbuoti/tirpinti nepoliniai tirpikliai, tokie kaip heksanas, chloroformas,
toluenas ir pan. Taciau tokie, labai stipriomis tirpinanciomis savybémis
pasiZymintys tirpikliai ne maziau efektyviai ekstrahuos ir pasalinius matricos
komponentus, tod¢l nukentés ekstrakcijos atrankumas. Be to, minéti tirpikliai
pasizymi silpna anali¢iy iSstimimo 1§ poliniy sorbenty jéga bei yra
nesuderinami su chromatografinei analizei naudojama judria faze. Dél Siy
priezasCiy tyrimams pasirinkome penkis pakankamai polinius, tac¢iau gerai
tirpinancius analites ir suderinamus su judria faze tirpiklius: metanoli, jau
iSbandyta acetonitrila, etanolj, acetona ir etilacetata. 3.28 pav. palygintos
anali¢iy iSgavos, iSmatuotos disperguojant pipiry milteliy méginius su Si-OH
sorbentu ir ekstrahuojant 5 ml atitinkamo tirpiklio. Analogiski tyrimai buvo
atlikti ir disperguojant meéginius su aminopropilsilikageliu (3.29 pav.). 1§
pateikty rezultaty matyti, kad abiem sorbentams tirty tirpikliy
ekstrakcinés/desorbcinés savybés stipré¢ja tokia seka:

metanolis = acetonitrilas < etanolis < acetonas < etilacetatas

Tokia pacia seka did¢ja ir ekstrakty uzterStumas paSaliniais junginiais.
Ekstraktai etanoliu, acetonu ir ypac etilacetatu yra labai uztersti, t.y. analiiy
chromatografiniam nustatymui trukdo kartu iSsiekstrahuojancios priemaiSos,
tode¢l biitina papildoma tokiy ekstrakty valymo procediira. Tai akivaizdZiai
patvirtina ir tas faktas, kad anali¢iy, iSskyrus Sudang IV, iSgavos S$iais
tirpikliais siekia net 130-170%. Iliustracijai, 3.30 pav. palygintos pipiry
milteliy méginio su 10 pg/g anali¢iy priedu ekstrakty acetonitrilu ir etanoliu
chromatogramos. Tiek vizualiai palyginus Sudano dazikliy smailiy profilius,
tiek ir palyginus smailiy absorbcijos spektry grynuma matyti, kad etanolio

ekstrakte anali¢iy smailés persikloja su pasaliniy junginiy smailémis. Kadangi
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kai kurie paSaliniai junginiai absorbuoja Sviesa ir prie dazikliy detektavimui
naudojamo bangos ilgio (500 nm), galima daryti prielaida, jog tai augaluose
esantys organiniai pigmentai (pvz. karotenoidai). Desorbuojant acetonitrilu ir
metanoliu ekstraktai Zymiai grynesni ir papildomas juy valymas nereikalingas,

taciau Sudany iSgavos abiem tirpikliais siekia tik 50-65%.
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3.28 pav. Tirpiklio prigimties itaka Sudano dazikliy iSgavoms. Sorbentas —
Si-OH. Desorbcija — 5 ml atitinkamo tirpiklio.
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3.29 pav. Tirpiklio prigimties jtaka Sudano daZzikliy iSgavoms. Sorbentas
— Si-NH,. Desorbceija — 5 ml atitinkamo tirpiklio.
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Nors Si-OH ir Si-NH, sorbentai pasizymi labai panaSiomis
ekstrakcinémis savybémis, tolimesniems tyrimams pasirinkome silikagelio

sorbenta, kadangi jis Zymiai pigesnis uz aminopropilsilikagel;.

2 3 EtOH

min

ACN

I T T T T T T 1

0 1 2 3
3.30 pav. Pipiry milteliy méginio su 10 pg/g anali¢iy priedu ekstrakty
skirtingais tirpikliais (5 ml) chromatogramos. Sorbentas — Si-OH.
Smailés: 1 — Sudanas I; 2 — Sudanas II; 3 — Sudanas III; 4 — Sudanas
IV.

Ekstrakcijos/desorbcijos salygu optimizavimas. Nustatéme, kad
padidinus acetonitrilo ttry iki 8-10 ml, anali¢iy i§gavos padidéja iki 95-101%
(3.31 pav.), taCiau kartu padidéja ir ekstrakty uzterStumas, apsunkinantis
poliskiausios analités (Sudanas I) smailés integravima. Naudojant ekstrakcijai
7 ml ir didesni ACN tiiri, Sudano I smail¢ persikloja su silpniau sulaikomy
pasaliniy junginiy smailémis ir nebeintegruojama.

Taigi, tyrimu rezultatai rodo, kad acetonitrilas pakankamai efektyviai
ekstrahuoja/desorbuoja analites i§ pipiry milteliy matricos disperguotos su Si-

OH sorbentu. Deja, Sudanui I ekstrakcijos atrankumas néra geras. 3.32 pav.
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pavaizduotoje ekstrakto chromatogramoje matome, kad S$ios analités
nustatymui trukdo silpniau uz ja sulaikomi, t.y. poliSkesni uz Sudang I,

junginiai (ar junginys).
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3.31 pav. Sudano dazikliy iSgavy (n=3) 1§ ¢ili pipiry milteliy su 10
ng/g anali¢iy priedu priklausomybé nuo acetonitrilo tiirio. Sorbentas —
Si-OH.
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3.32 pav. Pipiry milteliy méginio su 10 pg/g anali¢iy priedu ekstrakto
(7 ml ACN) chromatograma. Sorbentas — Si-OH. Smailés: 1 —
Sudanas I; 2 — Sudanas II; 3 — Sudanas III; 4 — Sudanas IV.

Kaip jau buvo minéta, KDE metode ekstrakcijos metu analités pasiskirsto
tarp triju faziy: méginio matricos, disperguojanciojo sorbento ir tirpiklio. Tokiu

biidu, ekstrakcijos atrankuma galima pagerinti diferencijavus: 1)
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anali¢iy/priemaiSy pasiskirstyma tarp meéginio matricos ir tirpiklio; 2) ju
pasiskirstyma tarp disperguojancio sorbento ir tirpiklio. Kitaip tariant, pirmu
atveju bitina parinkti atrankesni tirpikli, kuris i§ méginio matricos efektyviai
ekstrahuoty tiriamus daziklius ir visai neekstrahuoty arba Zymiai blogiau
ekstrahuoty trukdancius junginius. Antruoju atveju reikéty parinkti atrankesne
disperguojantis sorbentas/tirpiklis sistema ir eliucijos metu atskirti analites nuo
trukdanéiy junginiy. Siame kontekste labai perspektyvus ir paprastas
sprendimas — pakeisti anali¢iy/priemaiSy saveikos su disperguojanciu sorbentu
mechanizma panaudojus eliucijai HILIC principa. Tai iliustruoja 3.33 pav.
palygintos Sudano daZzikliy i§gavos 1§ Cili pipiry milteliy 5 ml acetonitrilo su 10
% (v/v) atitinkamo protoninio tirpiklio priedu. Palyginus iSgavas, gautas
desorbuojant 5 ml ACN, kurios sieke 50-60 % (Ziuréti 3.28 pav.), nedidelis
MeOH ar EtOH priedas acetonitrile padidino dazikliy iSgavas iki 70-80 %.
Pridé¢jus 1 ACN nedidel; kieki protoninio tirpiklio, iSekstrahuoty i§ méginio
matricos junginiy sorbcijos mechanizmas 1§ adsorbcinio keiciasi |
pasiskirstymo (HILIC). Tokiu atveju yra papildomai diferencijuojama skirtingo
poliSkumo junginiy saveika su disperguojancio sorbento pavirSiumi (tiksliau su
protoninio tirpiklio sluoksniu Si-OH pavirSiuje): labai hidrofobiniy junginiy
saveika susilpninama, maziau hidrofobiniy — nesikei¢ia arba netgi
sustiprinama. Taigi, galime daryti prielaida, kad dazikliy iSgavas padidino
efektyvesné ju eliucija dél susilpnéjusios hidrofobiniy dazikliy saveikos su
disperguojanciu sorbentu. Taciau, remiantis tokia logika, ekstrakcija ACN/H,O
miSiniu turéty biti dar efektyvesne¢, kadangi dazikliy tirpumas vandenyje yra
nepalyginamai blogesnis nei alkoholiuose, t.y. ju sorbcija vendeniniame Si-OH
pavirSiuje apskritai neturéty vykti. Manytume, kad pastaruoju atveju
ekstrakcijos efektyvumas nepageréja dél antrosios pusiausvyros (tarp tirpiklio
ir meéginio) posttimio, t.y. d¢l susilpnéjancios anali¢iy ekstrakcijos 1§ méginio
matricos.

TaCiau Zymiai svarbiau yra tai, kad sorbcijos mechanizmo pakeitimas
akivaizdziai pagerino ekstrakcijos atrankuma. Tai iliustruoja 3.34 pav.

pavaizduota ekstrakto chromatograma. Kadangi ACN/MeOH ekstrakty
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grynumas buvo geresnis nei ACN/EtOH, S§is miSinys ir buvo pasirinktas
galutiniam tikslui. Nustatéme (3.35 pav.), kad kiekybinei anali¢iy ekstrakcijai

1§ 0,25 g masés meginio pakanka 6-7 ml ACN/MeOH tirpikliy miSinio.

||ZISudanas | CJSudanas Il ESudanas Il M Sudanas IV|

100

90
80

70

60

50 —

ISgava, %

40
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0 T T T
ACN/vanduo ACN/MeOH ACN/EtOH

3.33 pav. Sudano dazikliy i§gavos (n=3) i ¢ili pipiry milteliy su 10 pg/g
analiCiy priedu tirpikliy miSiniais (9:1, v/v). Bendras tirpiklio ttris — 5 ml.
Sorbentas — Si-OH.

__‘U.—"‘

| |
0.00 1.00 2.00
min

3.34 pav. Pipiry milteliy méginio su 10 pg/g anali¢iy priedu
ekstrakto (5 ml ACN/MeOH 9:1, v/v) chromatograma.
Sorbentas — Si-OH. Smailés: 1 — Sudanas I; 2 — Sudanas II; 3
— Sudanas III; 4 — Sudanas 1V.

81



-»-Sudanas | +Sudanas Il *+Sudanas Ill ®Sudanas IV
100 |
80 -
X
©
% 60 -
o
>(_I)
40 |-
20 |
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tirpiklio taris, ml

3.35 pav. Sudano dazikliy i18§gavy (n=3) i§ Cili pipiry milteliy su 10
ug/g analiciy priedu priklausomybé nuo tirpiklio turio. Tirpiklis —
ACN/MeOH (9:1, v/v). Sorbentas — Si-OH.

Galiausiai iStyréme desorbcijos greicio, dispergavimo trukmés bei méginio
masés itaka Sudany ekstrakcijos efektyvumui. Buvo nustatyta, kad gauti
rezultatai 1§ esmés nesiskiria nuo analogiSky tyrimy rezultaty karbadoksui ir
olakvindoksui, todél juy nepateikéme.

Optimizuotos Sudano daZikliy ekstrakcijos KDE metodu salygos: 0,5 g
silikagelio sorbento agato tiglyje mazdaug 2 min triname su 0,25 g méginio,
disperguota misini suberiame i polipropilenini $virksto korpusa su filtru dugne,
uzdengiame 1§ virSaus kitu filtru, lengvai supresuojame ir desorbuojame
analites 7 ml ACN/MeOH (9:1 v/v; greitis ~2 ml/min), ekstrakta nugariname
azoto sraute iki sausumo, likutj tirpiname 0,5 ml ACN, filtruojame ir

analizuojame.

3.2.3. Metodo tinkamumo jvertinimas

Kalibraciniy kreiviy teisiSkumo intervalai kiekvienai analitei buvo
matuojami su septyniomis skirtingomis anali¢iy koncentracijomis. Kiekvienos

koncentracijos tirpalas buvo matuojamas po 3 kartus. Aptikimo ribos buvo
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nustatomos esant signalo/fono triuk§my santykiui 3, o nustatymo ribos — esant

signalo/fono triuk§my santykiui 10. Sios charakteristikos surasytos 3.9

lenteléje, o 3.36 pav. pateiktos anali¢iy kalibracinés kreivés.

3.9 lentelé
Pagrindinés analizinés charakteristikos (n=3)
Analite TiesiSkumo Koreliacijos Aptikimo | Nustatymo
intervalas, koeficientas riba, mg/kg | riba, mg/kg
mg/kg ()

Sudanas I 1,0 - 25 0,997 0,25 0,8
Sudanas II 1,0 - 25 0,999 0,25 0,8
Sudanas I11 1,0 - 25 0,998 0,30 1,0
Sudanas IV 1,0 - 25 0,998 0,40 1,3

Smailés plotas, sutart. vien.

100
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3.36 pav. Sudano dazikliy kalibracinés kreives.

25

KDE-UESCh metodas buvo panaudotas Sudano dazikliams c¢ili pipiry

milteliuose nustatyti. Buvo analizuojami pipiry milteliai, isigyti Lietuvos

prekybos centre ,,Maxima®, bei Turkijos ir Indijos turgavietése. Lietuvoje ir

Indijoje 1sigytuose pipiry milteliuose Sudano dazikliy neradome. Tai iliustruoja

3.37 pav. pateiktos Lietuvoje pirkty ¢ili pipiry milteliy méginio ekstrakto (a) ir
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to paties méginio su 1,0 mg/kg Sudano dazikliy standartiniu priedu ekstrakto
(b) chromatogramos. Didel¢ smailé, registruojama tarp Sudano II ir Sudano 111
smailiy priklauso f-karotino pigmentui (identifikavome lygindami iSmatuotus
absorbcijos spektrus su pateiktais literatiiros Saltiniuose), kuris ekstrahuojasi
kartu su Sudanais ir taip pat absorbuoja Sviesa prie 500 nm. Tuo tarpu
Turkijoje pirktuose Cili pipiry milteliuose nustatéme nemazus Sudano I ir
Sudano 1V kiekius. Be to, $iy pipiry milteliu ekstraktuose néra B-karotino. Tai
iliustruoja 3.38 pav. pateikta Turkijoje pirkty ¢ili pipiry milteliy méginio
ekstrakto chromatograma. D¢l dideliy dazikliy kiekiy, ekstraktas analizuotas jo

nenugarinus bei papildomai praskiedus ACN iki 25 ml.

20 A
-~
= 15
<«
£
<
<
H—
1}
= 104
=
e
wn
ES
<
5_
MMJM\MJW\J e
04
T T
0.00 1.00 2.00
min
20 b
-~
- 15 4
<«
£
=
=
=y
.é 10 - . 3
=) 1 h I A
@»n 4
°
<«
5_.
Wt Mg,
0
T T

0.00 1.00 2.00
min

3.37 pav. Lietuvoje pirkty ¢ili pipiry milteliy méginio ekstrakto (a) ir to
paties méginio su 1,0 mg/kg Sudano dazikliy standartiniu priedu ekstrakto
(b) chromatogramos. Smailés: 1 — Sudanas I; 2 — Sudanas II; 3 — Sudanas
III; 4 — Sudanas 1V.
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3.38 pav. Turkijoje pirkty cCili pipiry milteliy méginio (0,1 g)
ekstrakto chromatograma. Ekstraktas analizuotas jo nenugarinus ir
papildomai praskiedus ACN iki 25 ml. Smailés: 1 — Sudanas I; 4 —
Sudanas I'V.

3.10 lenteléje pateikti Sudano dazikliy nustatymo pipiry milteliuose
rezultatai ir standartiniy priedy iSgavos. Visiems méginiams i§gavos virsija
80%, o nustatymo rezultaty glaudumas (SSN) mazesnis nei 15%. Taigi, Sios
charakteristikos tenkina ES reikalavimus, keliamus vaisty likuciy ir kity
draudziamy medZiagy nustatymui maisto produktuose. Bitina pazyméti, kad
lyginant su karbadokso ir olakvindokso nustatymu, Sudano dazikliy analizés
rezultaty i§gavos ir atsikartojamumas truputi blogesni. Greiciausiai tai susij¢ su
dideliu $iy dazikliy polinkiu adsorbuotis ant indy ir sieneliy. Pagrindiniai
KDE-UESCh metodo privalumai: nereikalingas papildomas méginiy valymas
po ekstrakcijos, méginio paruoSimo trukmé sumazéja nuo 1-2 val. iki 10-15

min, o analiCiy atskyrimas pagreitinamas nuo 15-25 iki 4 min.
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3.10 lentelé

Sudano dazikliy nustatymas cili pipiry milteliuose (n=3)

Isigijimo Analité Rasta, Prideta, | ISgava (%) SSN (%)
Salis mg/kg mg/kg
Lietuva Sudanas I - 1,0 89 9
Sudanas II - 1,0 95 11
Sudanas III - 1,0 85 15
Sudanas IV - 1,0 83 13
Turkija” | Sudanas I 760 50 96 5
Sudanas I1 - 50 96 6
Sudanas 111 - 50 96 6
Sudanas IV 340 50 106 5
Indija Sudanas I - 5,0 94 7
Sudanas II - 5,0 99 7
Sudanas III - 5,0 91 9
Sudanas IV - 5,0 84 8

"Ekstraktas skiestas ACN iki 25 ml.
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1.

ISVADOS

IStyrus karbadokso ir olakvindokso atskyrimo UESCh metodu hidrofilinés
saveikos chromatografijos salygomis ypatumus nustatyta, kad protoniniy
tirpikliy iSstimimo jéga silpnéja tokia tvarka: vanduo > metanolis >
etanolis. Protoninio tirpiklio prigimtis stipriai itakoja anali¢iy smailiy
efektyvuma: pakeitus vandeni etanoliu, smailés iSsiplecia apie 2 kartus bei
pablogéja ju simetriSkumas. Judrios fazés pH (intervale nuo 4 iki 7) bei
joninés jégos itaka anali¢iy sulaikymui nezymi. Atskyrimas HILIC-UESCh
metodu yra 3-4 kartus efektyvesnis ir mazdaug 10 karty greitesnis uz

atskyrima atvirksciy faziy ESCh metodu.

. Meéginio tirpiklio prigimties jtaka anali¢iy smailiy efektyvumui bei ju

atskyrimo atrankumui silpnéja tokia tvarka: vanduo > metanolis > etanolis
> acetonitrilas. Analizuojant anali¢iy tirpalus acetonitrilo/vandens miSinyje,
ju smailiy efektyvumas islieka nepakitgs prid¢jus iki 15% v/v vandens.
Maksimali nejtakojanti efektyvumo metanolio koncentracija acetonitrile

siekia mazdaug 25% v/v, o etanolio - 40% v/v.

. Palyginus  skirtingos prigimties (oktadecilsilikageli, silikageli ir

aminopropilsilikageli) sorbentus karbadokso ir olakvindokso i§skyrimui 1§
pasary KDE metodu nustatyta, kad gryniausi ekstraktai gaunami
disperguojant meéginius su oktadecilsilikageliu. Efektyviau analités
desorbuojamos poliniais protoniniais tirpikliais (MeOH, EtOH), tuo tarpu
ACN vyra atrankesnis. Pilna ir atranki anali¢iy ekstrakcija/desorbcija
pasiekiama eliuuojant 8 ml ACN-MeOH miSinio (80:20 v/v, greitis ~2

ml/min).

. Karbadokso ir olakvindokso nustatymo KDE-HILIC-UESCh metodu

charakteristikos palygintos su alternatyvaus skysCiy-skysciu ekstrakcijos-
ESCh metodo charakteristikomis. ISgavos (89-98 ir 90-97%) bei analizes
rezultaty atsikartojamumas (6-10 ir 5-7%) yra panasiis abiem metodams.
Pagrindiniai KDE-HILIC-UESCh metodo privalumai: 10 karty didesnis

nustatymo jautris bei mazdaug 6-7 kartus greitesné analizés procediira.
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5. Palyginus tris sorbentus (C18, C8 ir fenilo) Sudano dazikliy atskyrimui
UESCh metodu nustatyta, kad truputi maZiau hidrofobin¢se C8 ir fenilo
kolon¢lése jie yra sulaikomi silpniau. Geriausiu efektyvumu bei smailiy
simetriSkumu pasizymi C18 sorbentas. Naudojant H,O/ACN judria fazg ir
gradienting eliucija keturi dazikliai puikiai atskiriami per 2 min, t.y. apie 10
karty greiciau nei tradiciniu ESCh metodu.

6. Gryniausi Sudany ekstraktai gaunami disperguojant su poliniais silikagelio
ir aminopropilsilikagelio sorbentais. Su abiem sorbentais tirty tirpikliy
ekstrakcinés/desorbcinés savybés stipré¢ja tokia seka: metanolis =
acetonitrilas < etanolis < acetonas < etilacetatas. Tokia pacia seka did¢ja ir
ekstrakty uzterStumas pasSaliniais junginiais.

7. Pridéjus 1 ACN nedidelj kieki protoninio tirpiklio (MeOH), t.y. pakeitus
anali¢iy sorbcijos mechanizma i§ adsorbcinio i HILIC, papildomai
diferencijuojama skirtingo poliSkumo junginiy saveika su sorbentu: labai
hidrofobiniy junginiy saveika susilpninama, maziau hidrofobiniy -
nesikei¢ia arba netgi sustiprinama. HILIC principo panaudojimas KDE
metode pagreitino hidrofobiniy junginiy ekstrakcija bei pagerino
ekstrakcijos atrankuma. Pilna (iSgavos >90%) analiCiy
ekstrakcija/desorbcija pasiekiama su 7 ml ACN/MeOH (9:1, v/v; greitis ~2
ml/min).

8. Ivertinus KDE-UESCh metodo analizines charakteristikas nustatyta, kad
visiems dazikliams gaunami ES reikalavimus tenkinantys iSgavy (83—
106%) ir glaudumo (SSN<15%) rezultatai. Pagrindinis metodo privalumas
lyginant su iki Siol publikuotais metodais — nereikalingas papildomas
meginiy valymas po ekstrakcijos, Zymiai mazesné (6 kartus) analizés

trukme ir paprastesnis méginio paruoSimas.
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