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Ivadas

Svainsoninas — indolizidino grupés alkaloidas, kurio gausu jvairiy rasiy kulk$néje. Priéde
kulk$nés galvijai apsinuodija svainsoninu, kuris sukelia taip vadinamg lokoizmg. Lokoizmo
simptomai: hiperaktyvus ir agresyvus elgesys, nerangi eisena, traukuliai, mazé¢janti judesiy
koordinacija, silpnumas ir mirtis. Pvz., vien Siaurés Amerikoje, dél apsinuodijimo svainsoninu
priedus kulk$nés, per metus prarandama apie 25000 galvijy. Tuo tarpu apie panaSius
apsinuodijimus Europoje patikimy duomeny néra.

Svainsoninas augaluose dazniausiai nustatomas efektyviosios skysC¢iy chromatografijos
metodu. Deja, jo nustatymas skys¢iy chromatografijos metodu yra komplikuotas dél dviejy
priezas¢iy: svainsoninas — labai polinis junginys, todél silpnai sulaikomas dazniausiai taikomo
atvirks¢iy faziy skyséiy chromatografijos metodo salygose. Be to, jis visiSkai neabsorbuoja
Sviesos UV-matomoje bangos ilgiy srityse, todél jam detektuoti netinka populiariausias
fotometrinis detektorius.

Darbo tikslas — optimizuoti skys¢iy chromatografijos-tandeminés masiy spektrometrijos
metoda svainsoninui kulks$néje nustatyti.

Darbo uzdaviniai:

1. Optimizuoti svainsonino chromatografinio atskyrimo ir MS/MS detektavimo salygas.

2. Parinkti ir jvertinti svainsonino ekstrakcijos i§ augaly metoda.

3. Nustatyti svainsonino koncentracijas Lietuvoje kultivuojamose kulk$nés rtsyse

skirtinguose augimo tarpsniuose bei jvertinti jo pasiskirstyma skirtingose augalo dalyse.



|. Literaturos apzZvalga

1. 1. Svainsoninas
Svainsoninas (1 pav.) tai indolizidinis alkaloidas randamas pupiniy Seimos augaluose,
tokiuose kaip kulkiné bei kai kuriuose grybuose. Sis alkaloidas pirma karta buvo aptiktas

Australijoje augan¢iame Swainsona augale.

OH

OH

1 pav. Svainsonino struktiira.

Svainsoninas — tai toksiSka medziaga, galvijams sukelianti neurologing ligg vadinamag
lokoizmu. Lokoizmas zinomas nuo ankstyvojo 16 a., kai ispany konkistadory arkliai apsinuodijo
kelioniy po Amerika metu. Véliau imigrantams apsigyvenus Siaurés Amerikoje buvo pastebéta
daugiau atvejy, taip pat pastebétas ir galvijy apsinuodijimas Australijoje [1].

Lokoizmas yra chroniska liga ir pasireiSkia galvijams nuolat (bent porg savai¢iy) mintant
nuodingais augalais. Liga charakterizuojama neurologiniais pakitimais, sutrikusia reprodukcine
sistema bei i$sekimu [2]. Taip pat pasireiskia agresija, hiperaktyvumas, sustabaréjusi laikysena,
seil¢jimasis, traukuliai, aklumas, sutrikusi koordinacija, mirtis. Pasitaiko ir apsigimimy —
jaunikliai gimsta pazeistais sanariais [3]. Be to apsinuodijimas svainsoninu veikia patiny ir
pateliy reprodukcing funkcijg. Patinuose pasireiSkia spermatogenezés sustabdymas, patelés
patiria sumazéjusj vaisinguma bei netikétus persileidimus. Galvijai praranda libido ir apskritai
gebéjimg poruotis [4].

Nors ir kenksmingas galvijams, svainsoninas neseniai buvo indentifikuotas kaip vaistas pries
véz] ir turi potencialo gydant gliomas bei skrandzio vézj. Tai pat pastebétos Svainsionino
antivirusinés savybés. Daugybé tyrimy rodo, kad svainsoninas yra mediciniskai svarbus

komponentas ir gali praversti farmacijoje [5].



1.2. Svainsonino nustatymas augaluose

1.2.1. Svainsonino ekstrakcija

Svainsoninas pagrinde yra randamas kulksnéje bei kai kuriuose grybuose. Yra labai patogu
ekstrahuoti svainsoning i§ augaly, kadangi galima surinkti didelj jy kiekj, juos sudziovinti ir
laikyti iki tol, kol prireikia juos panaudoti. Ekstrakcijai naudojami smulkinti ir iSdziovinti
augalai, su lapais, ziedais bei stiebais [6].

Polihidroksi alkaloidai, kuriems priskiriamas ir svainsoninas, dazniausiai i$ekstrahuojami i$
smulkinty augaly ekstrahentu panaudojant skiesta vandeniu (25-50%) metanolj arba etanolj, o
kartais ekstrahuojami tiesiog vandeniu. Skiesta ragstis taip pat neretai dedama, nors abejojama,
kad tai padidina ekstrakcijos efektyvuma. Taciau ragstis gali slopinti kai kuriy pyrolidiny
skilimg, kuris stipriau pasireiskiantj esant didesniems pH [7]. Ilga laikg svainsoninas buvo
ekstrahuojamas etilo acetatu arba acetonu, taciau véliau buvo nustatyta, kad alkoholio ir vandens
misinys yra labiau tinkamas, dél geresnio svainsonino tirpumo poliniuose vandeniniuose
tirpikliuose [8, 9].

Problema naudojant vandeninius arba/ir alkoholinius tirpalus alkaloidy ekstrakcijai yra ta, jog
kartu yra ekstrahuojama daug kity poliniy junginiy, tokiy kaip cukrai ir aminoriig§tys. Todél
priemaisiniy junginiy pasalinimui daznai (priklauso nuo analizei taikomo metodo) biitina atlikti
ekstrakto valymo procesus. Geriausia valyma atlikti jony mainy kietafazés ekstrakcijos metodu.
Yra didelis jonitiniy sorbenty pasirinkimas, tiek anijoningje tiek katijoninéje formoje, taciau
Dowex 50 arba Amberlite CG120 NH," arba H* formoje yra dazniausiai naudojami [10].

Partigstintas ir nufiltruotas vandeninis tirpalas praleidziamas per kolonéle ir nesulaikomi,
neutraltis arba rtigstiniai junginiai pasiSalina i$ kolonélés kartu su vandeniu. Alkaloidai, kurie
rugscioje terpéje yra katijono formoje ir sgveikauja su sorbentu, kartu su kitais junginiais,
dazniausiai aspartamo ragstimi ir kitomis aminortigStimis — desorbuojami skiestu amoniako
tirpalu [10].

Zemiau aprasyta keletas konkreciy svainsonino ekstrakcijos bidy.

Ekstrakcija naftos eteriu ultragarso pagalba. 5 g smulkinto augalo patalpinama j kolbg ir
uzpilami naftos eteriu (angl. petroleum ether). Misinys patalpinamas j ultragarsing vonele ir
paliekamas vienai valandai 40°C veikiant 40 kHz. Naftos eteris yra paSalinamas centrifuguojant,
o likutis 3 val. ekstrahuojamas metanoliu. Tada filtruojama, filtratas yra sukoncentruojamas
nugarinant tirpiklj ir iStirpinamas 1 mol/L HCI tirpale, vandeninis tirpalas vél nufiltruojamas ir
tada filtratas dar kartg ekstrahuojamas chloroformu siekiant pasalinti maziau polinius junginius
[11].



Ekstrakcija vandeniu. Kilogramas sauso méginio uzpilamas 10 L 60°C vandens ir valandg
palickamas maiSant. Tirpalas sukoncentruojamas iki 2 L ir centrifuguojamas 10 min. VirSutinis
tirpalas toliau sukoncentruojamas iki 1 L ir extrahuojamas n-butanoliu, tada ekstrahuojama
sieros rugstimi ir galiausiai amoniako tirpalu chloroforme [12]. Bitina pazymeéti, kad $is budas
taikomas ne analizei, taCiau preparatiniams tikslams, tod¢l ekstrakcijos efektyvumas néra svarbiu
veiksniu.

Ekstrakcija chloroformu ir acto ragstimi. 100 mg smulkinto augalo patalpinama j
uzsukama stiklinj 15 mL mégintuvélj ir uzpilama 4 mL chloroformo bei 5 mL 2% acto rtigstimi.
Meégintuvéliai uzkemsami ir paliekami ekstrahuotis 16 val, pastoviai, mechaniskai mai$ant. Tada
mégintuvéliai 5 min centrifuguojami, kad baty atskirti augalo likuciai ir tirpikliy sluoksniai.
Paimamas tiksliai iSmatuotas 1 ml virSutinio acto ragsties sluoksnio méginys, jdedamas j Svary
buteliuka ir laikomas -20 °C temperatiiroje iki analizés atlikimo.

Ekstrakcija acto rugstimi. 100 mg smulkinto augalo patalpinama j uzsukama stiklinj 15 mL
mégintuvel] ir uzpilama 5 mL 2% acto ragStimi. Mégintuvéliai uzkemSami ir paliekami
ekstrahuotis 16 val., pastoviai, mechaniskai maisant. Tada mégintuvéliai 5 min centrifuguojami,
kad buity atskirti augalo likuéiai ir tirpikliy sluoksniai. Paimamas tiksliai iSmatuotas 1 mL acto
rugsties sluoksnio méginys, idedamas j Svary buteliukg ir laikomas -20 °C temperatiroje iki
analizés atlikimo.

Ekstrakcija metanoliu. 100 mg smulkinto augalo patalpinama j uzsukamg stiklinj 15 mL
mégintuvélj ir uzpilama 5 mL metanolio. Mégintuvéliai uzkemsami ir paliekami ekstrahuotis 16
val., pastoviai mechaniskai maisant. Tada mégintuvéliai 5 min centrifuguojami, kad bty atskirti
augalo likuciai ir tirpikliy sluoksniai. Paimamas tiksliai iSmatuotas 1 mL metanolio sluoksnio

méginys, jdedamas j §vary buteliukg ir laikomas -20 °C temperatiiroje iki analizés atlikimo [6].

1.2.2. Nustatymo metodai

Polihidroksi alkaloidy klas¢, dél sunkumy S$iuos junginius detektuoti standartiniais
alkaloidams specifiskais reagentais, palyginti buvo tik neseniai atrasta. D¢l Sios priezasties
keletas metody buvo sukurta $iy junginiy identifikavimui ir nustatymui [10]. Kaip taisykle, Siy
junginiy nustatymas atliekamas chromatografiniais metodais.

Plonasluoksné chromatografija. Plonasluoksné chromatografiné polihidroksi alkaloidy
analiz¢ tinkama jy grynumui nustatyti, jy identifikavimui augaly ekstraktuose bei
farmakokinetiniams tyrimams. Norint nustatyti polihidroksi alkaloidus stacionaria faze —
labiausiai tinkamas naudoti yra silikagelis, o kaip judri fazé dazniausiai naudojamas

chloroformo, metanolio ir amonio hidroksido mi$inys [13]. Pirmoji iSkilusi problema yra ta, kad
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Sios klasés junginiai yra labai nejautris alkaloidy vizualizacijai naudojamiems reagentams,
tokiems kaip Dragendorff reagentas ar jodo platinatas ir duoda patikimus rezultatus tik esant
dideléms alkaloidy koncentracijoms. Daugelis Sios klasés alkaloidy reaguoja su ninhidrinu,
taciau reakcijos produktas duoda geltong atspalvj, Kuris néra labai priimtinas identifikavimui.
Taip pat skirtingi alkaloidai su $iuo reagentu sudaro skirtingo spalvos intensyvumo junginius.

Buvo pasitlytas specifinis reagentas polihidroksiindolizidiniams junginiams, tokiems kaip
svainsoninas, plonasluoksnés chromatografijos metodu detektuoti. Tam yra naudojama dviejy
reagenty sistema: pirmiausia benzene iSpurSkiamas 10% acto anhidrido tirpalas, po to —
Ehrlich‘o reagentas (p-dimetilaminobenzaldehidas etanolyje su boro trifluorido eteratu).
PasildZius alkaloido zona nusidazo violetine spalva. Metodas yra pakankamai jautrus —
daugumai alkaloidy nustatymo riba siekia 0,5 pg [14].

Duju chromatografija. Polihidroksi alkaloidy strukttrinis panasumas j cukrus pasufleravo,
kad dujy chromatografija gali biiti naudojama kaip atskiry kompotenty ar augaly ekstrakty
analizés metodas. Kaip ir cukris, nemodifikuoti alkaloidai yra per daug poliniai, kad galéty buti
tiesiogiai analizuojami dujy chromatografijos budu, taciau modifikavimas trimetilsililu suteikia
jiems pakankama lakumg ir stabiluma $iai analizei.

Polihidroksi alkaloidy trimetilsililacija pirmiausia buvo pasiekta su trimetilchlorosilano-
heksametildisilazano-piridino (1:3:9) misiniy 50 °C, veikiant 15 min Modifikuoti alkaloidai
buvo atskirti 1,5 m ilgio, 4 mm diemetro pakuotoje stiklo kolonél¢je, uzpildytoje Chromosorb W
HP sorbentu, padengtu 3% OV-1 arba OV-17 skysta faze. Kolonélés temperatiiros programa
nuo 125-135 iki 175-200 °C ir detektavimas atliktas liepsnos jonizacijos detektoriumi. Visi
individualiai analizuoti alkaloidai buvo registruojami atskiromis smailémis, ir nors
trimetilsililacijos laipsnis nebuvo nustatytas, manoma, jog esant duotoms salygoms ji jvyko iki
galo. Sulaikymo trukmés svyravo nuo 2,0 iki 17,9 min naudojant OV-1, ir nuo 1,3 iki 12,9 min
naudojant OV-17. Be to, buvo pastebéta sulaikymo trukmés Kkoreliacija su hidroksi grupiy
skai¢iumi alkaloide. Alkaloidai, turintys maZesnj hidroksi grupiy skaifiy, turéjo mazesne
sulaikymo trukme, nei tie, kurie jy turéjo daugiau. Nei su viena kolonéle nepavyko gauti visisko
atskyrimo, taciau skirtingose kolonélése sulaikymo trukmés buvo skirtingos, todél misinj buvo
galima isanalizuoti atlikus tyrima du kartus su skirtingomis kolonélémis [10].

Zymiai geresné skiriamoji geba, nei naudojant pakuotas kolonéles, bei visiskas komponenty
atskyrimas buvo pasiekti naudojant 30 m ilgio 0,32 mm vidinio skersmens kapiliaring kolonéle,
padengta SE-30 skysta faze. Detektavimas buvo atliekamas liepsnos jonizacijos detektoriumi, o
kolonélés temperatiira uzprogramuota nuo 105 iki 300 °C. Modifikavimo reagentai, sudarantys

nelakius pasalinius produktus, negali biiti naudojami, kadangi iSpurskimo adata ar kapiliaras gali



uzsikimsti. Todél reagentu buvo pasirinktas N-metil-N-trimetilsililtrifluoracetamidas piridine.
Sis reagentas su alkaloidais sudaro tik lakius Salutinius produktus, tadiau reakcijos trukmé
pakankamai ilga — pilnam anali¢iy modifikavimui misinys turi buti laikomas 60 °C
temperattiroje 1 val. Masiy spektrometriné analizé parodé¢, kad Siomis sglygomis yra pasiekiamas
kiekybiSkas svainsonino modifikavimas. Papildomi tyrimai parodé, kad linijinis detektoriaus
atsakas yra registruojamas pla¢iame intervale, o nustatymo riba yra apie 150 pg. Sis metodas gali
biiti naudojamas svainsoninui kulk$néje nustatyti nenaudojant priedy metodo [10].

Skys€iy chromatografija (HPLC). Kadangi polihidroksi alkaloidy nejmanoma detektuoti
populiariausiais spektrofotometriniais detektoriais, efektyvioji skys¢iy chromatografija retai
buvo taikoma §iems junginiams analizuoti. Si problema galéjo biti i§spresta modifikavus
analites tam tikrais chromoforais ar fluoroforais, bet tai labai apsunkina analiz¢ ir padaro ja
nepatrauklia. Didesné problema yra didelis $iy junginiy hidrofiliSkumas ir mazas tirpumas
maziau poliniuose organiniuose tirpikliuose. Tai apsunkina judrios ir stacionarios faziy
pasirinkimg. Pvz., svainsoninas labai silpnai sulaikomas dazniausiai taikomo atvirkséiy faziy
skys¢iy chromatografijos metodo sglygose.

Praktinis svainsonino nustatymas buvo atliktas atvirks¢iy faziy skysciy chromatografijos-
masiy spektrometrijos metodu. Po ekstrakcijos ir méginio valymo atskyrimas buvo atliekamas
100 mm ilgio ir 2 mm vidinio skersmens Betasil Cjg atvirkséiy faziy kolonéléje, eliuentu
naudojant 20 mmol/L vandeninio amonio acetate tirpalg su 5% metanolio. Taciau ir tokiose
salygose svainsonino sulaikymo trukmé buvo tik 1,4 min. Svainsoninas identifikuotas ir
kiekybiSkai nustatytas naudojant teigiamg atmosferos slégio cheming jonizacijg ir tandeming
masiy spektrometrija. Pirmame spektre buvo registruojama intensyvi protonizuotas svainsonino
molekulinis jonas, kurio m/z 174, o antrajame — neteke¢s vandens svainsonino molekulinis jonas,
kurio m/z 156. Buvo iSmatuota svainsonino nustatymo riba, siekianti 0,019 mg/mL, kas atitinka

0,001% sauso augalo masés [2].

1.3. Hidrofilinés sgveikos chromatografija

Skys¢iy chromatografija buvo atrasta stebint, kaip spalvoti junginiai yra atskiriami ant
polinio sorbento, kuris plaunamas nepoline organine judria faze. Ilgg laikg po chromatografijos
atsiradimo tai buvo pagrindinis faziy chromatografijoje pasirinkimo biidas. 20 a. 6-0jo
desimtmecio pabaigoje buvo pasiilyta prieSinga faziy sistema: nepoliniais ligandais modifikuoti

silikagelio sorbentai kombinacijoje su polinémis judriomis fazémis. Si faziy sistema buvo



pavadinta atvirk$Ciu faziy chromatografija, o prie§ tai dominaves variantas buvo pavadintas
normaliy faziy chromatografija. Didziausi normaliy faziy skysCiy chromatografijos,
naudojancios neorganinius oksidus kaip stacionarig faz¢ minusai buvo létas pusiausvyros
nusistoveéjimas ir sorbento pavirSiaus heterogeniSkumas, duodaves netiesines izotermas. Dél to
buvo fiksuojamos iSplitusios smailés su ,,uodegomis”, 0 sulaikymo trukmé keitési priklausomai
nuo medziagos koncentracijos méginyje [15].

Atvirk$ciy faziy skys€iy chromatografijos populiarumas labai iSaugo, taciau buvo susidurta
su problema, kaip sukurti sistema, kuri sulaikyty medziagas, kurios visiskai nesgveikauja arba
labai silpnai sgveikauja su atvirks$¢iy faziy chromatografijoje naudojamais nepoliniais sorbentais.
Tais atvejais, kai stebimas labai silpnas sulaikymas, reikia naudoti eliuentus su labai daug
vandens. Taciau daug vandens (>95%) turinCios judrios fazés blogai drékina sorbento poras
(“dewetting” efektas). Tai dar labiau susilpnina anali¢iy sulaikymg bei pablogina efektyvuma.
Buvo bandyta sustiprinti labai poliniy anali¢iy sulaikyma j stacionarig faze ar j alkilo liganda jos
pavir$iuje jterpiant ar prijungiant polines grupes. Nors tai leido iSvengti “dewetting” efekto ir
panaudoti judriomis fazémis 100% vandeninius tirpalus, tafiau problematiSky anali¢iy
sulaikymo beveik nesustiprino [16].

Labai poliniy molekuliy nesulaikymas ant nepolinio sorbento yra paaiskinamas molekulés
tirpumu. Polinés analités sudaro stiprius dipolinius rySius su poliniu tirpikliu, t. y. puikiai jame
iStirpsta.Tuo tarpu su nepoline stacionaria faze tokiy rySiy analit¢ sudaryti negali. Taigi,
atskyrimo metu jinai pasilieka judrioje fazéje visiskai nesgveikaudama su nepoliniu sorbentu.
Tais atvejais, kai yra nesulaikomos jkrauty funkciniy grupiy turincios analités, jas nesunkiai
galima analizuoti jony mainy chromatografijos metodu. Sis metodas gali biiti naudojamas bet
kokioms turin¢ioms kriivj analitéms atskirti, pradedant mazais neorganiniais jonais ir baigiant
biologinémis makromolekulémis [17].

Problematiskiausios analités skys¢iy chromatografijoje yra labai hidrofiliski, bet neturintys
kriivio junginiai. Vienas i§ buidy chromatografiskai analizuoti S$iuos junginius yra chemine
reakcija pakeisti vieng ar daugiau poliniy funkcijy grupiy j labiau hidrofobines grupes. Sis
procesas vadinamas derivatizacija. Derivatizacija daznai ne tik padidina tokiy junginiy
sulaikymo trukme, bet taip pat gali pagerinti ir jy detektavimo jautrj. Si technika buvo pladiai
naudojama, kai labai populiartis buvo UV ir fluorescensiniai detektoriai. | analités struktiirg buvo
jvedamos taip vadinamos chromoforinés/fluoroforinés funkcinés grupés, jgalinancios jautry
detektavimg. Derivatizacija dazniausial blina sékminga, jeigu yra modifikuojama tik viena ir
labai reaktyvi analités funkciné grupé, kai reakcija duoda tik vieng produkta ir vyksta Svelniomis

salygomis. Junginiams, kurie turi daug poliniy grupiy, reakcijos metu daznai sudaro pasaliniy



produkty, o pati reakcija nevyksta kiekybiskai. Dar viena problema, iSkylanti naudojant
derivatizacijg yra ta, jog analités sulaikymas priklauso nuo prijungtos funkcinés grupés sgveikos
su stacionaria faze. Tai reiskia, jog artimos struktiiros junginiai po derivatizacijos daznai biina
blogiau atskiriami [18].

Pats racionaliausias budas atskirti labai hidrofilines ir kriivio neturin¢ias molekules bty
panaudojus taip vadinama ,,atvirks$¢ig atvirks$éiy faziy chromatografija“, t. y. atskyrimo biuda,
kuriame poliné stacionari fazé naudojama su poline judria faze. Hidrofilinés saveikos
chromatografija (HILIC) ir yra toks metodas, kur manoma, kad analités sulaikymas atsiranda
déka analités pasiskirstymo tarp vandens sluoksnio, susidarancio ant polinio sorbento ir sglyginai
hidrofobiskos (vandens atzvilgiu) judrios fazés. Judria faze Siame metode dazniausiai naudojama
5-40% vandens tirpalas acetonitrile. Vandens, kaip stiprios eliucinés gebos tirpiklio
panaudojimas suteikia Siam metodui eilg privalumy pries tradicini normaliy faziy
chromatografijos metoda. Visy pirma, judrios fazés paruoSimas yra zymiai paprastesnis, kadangi
nereikia jaudintis, kad j judrig faze pateks vadens. Tokiose judriose fazése puikiai tirpsta
normaliy faziy chromatografijos judriose fazése netirpstancios polinés analités. Be to, polinés
judrios fazés puikiai suderinamos su elektropurkstuvinés jonizacijos masiy spektrometrija (ESI-
MS).

HILIC metode anali¢iy eliucijos tvarka dazniausiai prieSinga nei jy eliucijos tvarka atvirksciy
faziy chromatografijoje. Tai reiSkia, kad hidrofilinés sgveikos chromatografija geriausiai tinka
junginiams, kurie atvirks$¢iy faziy chromatografijoje yra nesulaikomi arba silpnai sulaikomi.
Didelé acetonitrilo koncentracija eliuente suteikia dar du privalumus: a) lakesnis eliuentas —
didesnis jautris naudojant ESI-MS detektoriy; b) daug acetonitrilo turintis eliuentas yra maZziau

klampus, todél sukelia mazesnius slégius prie§ kolonélg [19].

1.3.1. Atskyrimo principas

Hidrofilinés sgveikos chromatografija yra toks normaliy faziy skysCiy chromatografijos
metodas, kuriame naudojama 5-40% vandens turinti judri fazé. Antrasis tirpiklis — acetonitrilas.
Dominuojantis anali¢iy atskyrimo mechanizmas HILIC metode — pasiskirstymas tarp polinio
sorbento pavirSiuje adsorbuoto vandens sluoksnio ir judrios fazés. Polinio sorbento pavirSiuje
vandeniliniy ry$iy pagalba susiformuoja vandens sluoksnis, atliekantis taip vadinamos skystos
nejudrios fazés vaidmenj. Atskyrimo metu analités pasiskirsto tarp labai polinio gryno vandens
sluoksnio sorbento pavirSiuje ir maziau polinés judrios fazés sudarytos i§ vandens/acetonitrilo
misinio. Kuo geriau analité tirpsta vandenyje, t.y. kuo ji poliSkesn¢, tuo stipriau ji yra sulaikoma
[20].
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Taciau sorbento pavirSiuje susidares vandens sluoksnis pilnai neapsaugo nuo tiesioginés
anali¢iy sgveikos su sorbento pavirSiumi. Tod¢l greta pasiskirstymo, priklausomai nuo sorbento
ir anali¢iy prigimties, HILIC sistemoje pasireiskia ir antrinés saveikos:

a) Jonas-jonas sgveikos (jony mainai arba elektrostatiné stiima);

b) Jonas-dipolis saveikos;

¢) Dipolis-dipolis sgveikos (ypa¢ vandenilinis rysys).

1.3.2. HILIC sorbentai

Nemodifikuotas silikagelis. Tai iki $iol populiariausias HILIC sorbentas. Priklausomai nuo
paruosimo biido, komerciskai prieinami silikagelio sorbentai skiriasi savo grynumu ir savybémis.
A tipo silikagelis yra nusodinamas i§ Sarminiy silikato tirpaly ir turi metaly priemaisy, kurie
aktyvuoja pavirSiaus silanolines grupes. Toks silikagelis netinkamas HILIC metodui. Sferinés B
tipo silikagelio sorbento dalelés gaunamos vykstant silicio deleliy agregacijai ore. Toks
sorbentas turi maZiau metaly priemai$y ir yra stabilesnis iki 9 pH judrioje fazéje. Sio tipo
silikagelis pasizymi geresniu baziniy junginiy atskyrimu. C tipo silikagelis arba ,,silicio hidridas*
yra modifikuotas, ty. apie 95% jo pavirSiuje esanéiy silanoliniy grupiy (=Si-OH)
hidrosilaninimo proceso metu yra pakeistos | silicio hidrido (=Si-H) grupes. C tipo silikagelis yra
maziau polinis uz nemodifikuota silikagelj, jis silpniau sgveikauja su vandeniu ir pasizymi
geresniu rezultaty atsikartojamumu [21].

Naudojant silikagelio stacionarias fazes butina atsizvelgti | silikagelio pavirSiuje esanciy
silanoliniy grupiy jonizacijg. Ypac tai svarbu atskiriant bazinius junginius, kuriy elektrostatiné
sgveika su disocijavusiomis silanolinémis grupémis gali Zenkliai jtakoti tiek jy sulaikyma, tiek ir
smailiy efektyvuma. Nors vanduo ir uzblokuoja silikagelio pavirSiy, tai vis tiek nesutrukdo
silanolinéms grupéms disocijuoti ir dalyvauti katijony mainy procese. I tikryjy vanduo netgi
skatina laisvy silanoliniy grupiy formavimasi ir taip pat palengvina jy disociacijg. Neigiamai
ikrautas pavirSius pritraukia katijonus, bet taip pat sumazina neigiamai jkrauty poliniy junginiy
sulaikymo trukme, kadangi Sie yra atstimiami neigiamo pavirSiaus. Elektrolity (buferio)
pridéjimas | judrig faze Siuo atveju yra bitinas norint susilpninti tarpjonines kravi turinéiy
anali¢iy sgveikas su disocijavusiomis silanolinémis grupémis [22].

Aminopropil ligandu (ESi-O-(CHZ)S-NHz) modifikuotas silikagelis. Aminopropilsilikagelis
buvo pirmasis modifikuoto silikagelio sorbentas, kuris iki Siol daznai naudojamas amino ragsciy,
peptidy, karboksirtgsciy, nukleozidy, cukry ir kai kuriy vaisty atskyrimui HILIC metodu [22].

Stacionarios fazés pavirSiuje esan€ios amino grupés yra labiau giminingos riig§tiniams
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junginiams. Dirbant su partig§tintomis judriomis fazémis amino grupés protonizuojasi ir sorbento
pavirsius jgyja teigiamg kriivj. Taip atsiranda papildoma jony mainy sgveika su neigiama kriivj
turin¢iomis analitémis, sustiprinanti tokiy anali¢iy sulaikyma ir netgi galinti sukelti negrjztama
kai kuriy junginiy adsorbcija stacionarios fazés pavirSiuje. Be to, lyginant su silikagelio
sorbentais, aminopropilsilikagelis maziau stabilus, jj biitina zymiai ilgiau kondicionuoti, o jo
tarnavimo trukmé dél ligandy iSsiplovimo gerokai trumpesné. Pirminés amino grupés yra labai
reaktingos ir saveikaudamos su aldehidais gali suformuoti Sifo bazes, kas gali daryti neigiama
jtaka angliavandeniy atskyrimui. Antriniai ir tretiniai aminai pasizymi maZzesniu reaktingumu,
todél jais modifikuotas silikagelis yra chemiskai stabilesnis uz aminopropilsilikagelj. Pagrindinis
aminopropilsilikagelio sorbenty privalumas — zymiai geresnis sacharidy atskyrimas nei ant
nemodifikuoto silikagelio. Amino grupés pagreitina cukry mutarotacijos procesg ir eliminuoja
dviguby smailiy susidarymag. Skirtingy gamintojy aminopropil silikagelis taip pat pasizymi
dideliais skirtumais, todél reikia atidziai rinktis kolonéles, jei jos néra pritaikytos biitent HILIC
metodui. Didelé problema su $io tipo kolonélémis yra ribotas adsorbento stabilumas naudojant
vandeninius eliuentus, lemiantis greitg ligandy atskilimg ir iSkreiptas chromatogramas [23].

Amido ligandu modifikuotas silikagelis. Sioms stacionarioms fazéms priskiriamas
karbamoil arba amido (=Si-O-(CH,),-CO-NH-R) funkcinémis grupémis modifikuoti silikagelio
sorbentai. Amido grup¢ yra prijungiama per alkilo granding. PrieSingai nei aminopropilas, Sios
grupés yra maziau reaktingos ir nepasizymi bazinémis savybémis, tod¢l jonizuoty analiciy
sulaikymui mazesn¢ jtaka turi jony mainai. Taigi, dirbant su amidiniais sorbentais reciau reikia
naudoti joninius judrios fazés priedus, dél to mazesni drusky kiekiai patenka 1 MS detektoriy. Be
to, ant amidu modifikuoto silikagelio reCiau pasireiSkia negriZztama adsorbcija ir geriau
atsikartoja rezultatai. Sios stacionarios fazés jprastai naudojamos peptidy, oligosacharidy,
glikoproteiny, glikozidy atskyrimui. Kai kurios amidu modifikuotos stacionarios fazés buvo
sukurtos specialiai HILIC metodui. Pvz., karbamoil-silikagelis HILIC TSK-gel Amide-80, kuris
tapo pagrindine stacionaria faze atskiriant mono ir oligosacharidus, angliavandeniy darinius,
peptidus ir aminortgstis [18].

Diolio ligandu modifikuotas silikagelis. Dioliu modifikuotas silikagelis savo poliskumu ir
gebéjimu formuoti vandenilinius rysius yra artimas nemodifikuotam silikageliui. Sio sorbento
pavirSiuje néra jonizuoty grupiy, iSskyrus likutines silanolines grupes, kurios gali biiti dalinai
uzblokuotos silaninimo agento, taip iSvengiant negrjZtamos poliniy junginiy adsorbcijos. Diolio
stacionari fazé placiai taikoma baltymy atskyrimui, bet pastaruoju metu §is sorbentas pradétas
naudoti ir maZzos molekulinés masés junginiams atskirti. Dioliu modifikuoto silikagelio sorbentai

nepasizymi dideliu atsparumu rugstinei judriai fazei. Tac¢iau naujos kartos sutinklintos diolio
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stacionarios fazes jau yra atsparesnés hidrolizei, pasizymi stipresne hidrofobine sgveika, geresne
skiriamgjg geba ir efektyvumu lyginant su tradicinémis diolio kolonélémis [24]

Cviterjoniniais ligandais padengtas silikagelis. Sio tipo fazés tradiciskai sukurtos jony
mainy chromatografijai, tac¢iau pasirodé tinkamomis ir HILIC metodui. Specialiai HILIC
metodui susintetintos sulfoalkilbetainu modifikuotos stacionarios fazés, kurios buvo pritaikytos
neorganiniy drusky, maZy joniniy organiniy junginiy ir baltymy analizei. Sios stacionarios fazés
— silikagelis, kurio pavirSiuje kovalentiSkai prijungti ligandai su riigS§tinémis savybémis
pasizyminciomis sulfo funkcinémis grupémis ir stipriomis bazinémis savybémis,
pasizyminciomis ketvirtinio amonio grupémis, atskirtomis trumpa alkilo grandine. Tokia
stacionari fazé gali biiti panaudota katijony, anijony ir neutraliy poliniy junginiy atskyrimui.
Sorbento pavirsiuje moliniu santykiu 1:1 esancios ketvirtinio amonio ir sulfo funkcinés grupés
duoda artimg nuliui sorbento pavirSiaus kruvj, tac¢iau sulfoalkilbetaino cviterjonas yra osmolitas,
gebantis sorbento pavirsiuje stipriai sulaikyti vandenj. Pagrindinés neutraliy anali¢iy saveikos ant
Sios stacionarios fazés — vandenilinio rySio sudarymas ir dipolio-dipolio sgveika. Tuo tarpu

joniniy anali¢iy sulaikyme dominuoja jony mainai [25].

1.3.3. HILIC metodo taikymas

Nors hidrofilinés sgveikos chromatografija yra zinoma gana seniai, taciau prireiké nemazai
laiko, kol ji buvo pradéta naudoti ne tik angliavandeniy nustatymui. Dabar §is analizés metodas
naudojamas jvairiems junginiams nustatyti, nuo mazy molekuliy iki baltymy.

Mazos molekulés. Hidrofilinés sgveikos chromatografija yra puikus mazy labai poliniy
anali¢iy atskyrimo ir analizés metodas. Ypa¢ baziniy anali¢iy, Kuriy sulaikymui ir atskyrimui
atvirks¢iy faziy chromatografijos metodu bitinas jony pory mechanizmas. Daugelis $io tipo
analiiy yra atskiriamos naudojant nemodifikuoto silikagelio kolonéles. Taip pat atskyrimui buvo
palygintos modifikuoto aminopropilo ir amido ligandais silikagelio kolonélés [26]. Buvo
pastebéta, jog junginiai, turintys ketvirtinj azota, pasizymi stipresniu sulaikymu naudojant amido
ligandu modifikuoto silikagelio kolonéle. Be to, pridéjus j eliuentag amonio acetato, analiciy
sulaikymas susilpnéja abiejose kolonélése. Cianopropilo ligandu modifikuotas silikagelis buvo
naudojamas piperidinui vaistiniuose preparatuose nustatyti [27]. Chromatografiné sistema su
poli(2-hidroksietil) aspartamo ligandu modifikuoto silikagelio kolonéle ir UV detektoriumi buvo
naudojama karbamidui, alatoinui bei lizinui nustatyti kosmetiniuose méginiuose [28].
Karbamidas, sacharozé bei glicinas buvo naudojami jvertinti naujai pagamintos dioliu
modifikuoto silikagelio kolonélés parametrus. Buvo nustatyta, jog optimalus judrios fazés srauto

greitis yra trigubai mazesnis nei atvirksciy faziy chromatografinei sistemai reikalingas greitis,
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naudojant tokio pacio dydzio kolonéle. Sis analizés metodas daZnai yra labai greitas. Pvz.,
klinikinéje diagnostikoje homocisteing, metilmaleino ragstj ir gintaro riigstj galima nustatyti per
3 minutes [29]. Nemodifikuotas silikagelis naudojamas alantoinui zmoniy biologiniuose
méginiuose nustatyti hidrofilinés sgveikos chromatografijos metodu su ESI-MS pagalba [18].

Bioanalizé ir farmakokinetika. Hidrofilinés sgveikos chromatografija taip pat yra svarbi
Siuolaikiniam vaisty kiirimui, kur biitina analizuoti labai mazy koncentracijy stipraus poveikio
vaistus biologiniuose méginiuose. Daugelis Siuolaikiniy vaisty yra labai poliniai junginiai, todél
atvirk$¢iy faziy chromatografija, kuri buvo dazniausiai naudojama biologiniams méginiams tirti,
negali biiti naudojama daugelio Siy junginiy analizei. Nemodifikuotas silikagelio kolonélés yra
Siuo metu placiausiai naudojamos biologiniams méginiams tirti hidrofilinés sgveikos
chromatografijos metodu ir MS/MS analize [21].

Vienas i$ jdomesniy pavyzdziy yra foliaty analizé zmogaus plazmoje. Atskyrimas buvo
patikrintas tiek HILIC, tiek ir atvirksciy faziy chromatografijos metodu. Hidrofilinés saveikos
chromatografinei analizei buvo pasirinkta poli(2-hidroksietil) aspartamido ligandu modifikuota
silikagelio kolonélé. Nustatyta, kad naudojant atvirk$¢iy faziy chromatografija foliaty smailés
dreifuoja, 0 méginio matrica slopina ESI jonizacijg, todél papildomam ekstrakty valymui biitina
naudoti kietafaz¢ ekstrakcija [30].

HILIC metodas panaudotas citrulinui nustatyti iSdzitvusiuose kraujo méginiuose,
antivirusiniui agentui aciklovirui plazmoje, placentoje ir vaisiaus audiniuose nustatyti,
antidepresantui proksetinui plazmoje nustatyti, antipsichotropiniam vaistui levosulpiridui
plazmoje nustatyti ir daugybei kity biologiniy medziagy nustatyti [31]. Vaistas prie$ tuberkulioze
— izoniazidas, taip pat sunkiai nustatomas atvirk$¢iy faziy chromatografijos metodu, taciau
hidrofilinés sgveikos chromatografijos pagalba gali biti sékmingai nustatytas [32].

Kaip alternatyva jony pory ar jony mainy chromatografijai, buvo sukurtas HILIC metodas
acetilcholinui ir cholinui druskose ir endogeniniy junginiy mikrodializés méginiuose nustatyti
naudojant dioliu modifikuoto silikagelio kolonélg. Jautrumas buvo 5 kartus didesnis negu
ankstesniy metody [33]. Taip pat farmakokinetiniams tyrimams buvo sukurtas ypa¢ greitas
HILIC-MS/MS metodas nikotino rigsc¢iai ir jos metabolitams nustatyti [34]. Pilna vieno méginio
analizés trukmé buvo maziau nei 2 min.

Antiobiotikai ir prieSvéziniai vaistai. Daugelis antibiotiky yra natyviis ar sintetiniai
hidrofiliniai junginiai. Tetraciklininiai antibiotikai — pakankamai sena antibiotiky grupé, kurig
gamina Streptomyces bakterijos. Tai buvo pirma antibiotiky grupé, kuri buvo sintetiSkai
modifikuota tam, kad iSgauti naujus antibiotiko variantus. HILIC metodu buvo bandyta iSskirti

tris skirtingus tetraciklino antibiotikus. Nemodifikuoto silikagelio kolonélé negaléjo biiti
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naudojama, kadangi joje anali¢iy smailés smarkiai dreifavo dél sgveikos tarp protonizuotos
tretinés amino grupés tetraciklino junginyje ir disociavusios silanolinés grupés. Geresnis
efektyvumas buvo pasiektas aminopropilo ligandu modifikuoto silikagelio kolonél¢je, bet tik
naudojant citratinj buferj [35].

Nemazai prieS§véziniy vaisty taip pat yra labai hidrofiliski junginiai. Amino ligandu
modifikuoto silikagelio kolonélé buvo naudojama 5-fluoruracilui, pirimidino analogo
matobolitui, naudojamam gaubtinés ir tiesiosios zarnos véziui gydyti, nustatyti [36]. Taip pat
HILIC metodas buvo sukurtas priesvézinio vaisto zaubulerino farmokinetikai tirti [37]. HILIC
buvo naudojamas radioaktyviu **C izotopu paZzymétus junginius ir jy pagrindinius metabolites:
uriding, uracilg ir dihidrouracilg — peliy plazmoje sekti. Atskyrimas buvo pasiektas aminopropilo
kolonéle, tuo tarpu atvirks¢iy faziy metodu atskyrimas nepavyko [18].

Narkotikai. Hidrofilinés sgveikos chromatografija taip pat naudojama narkotikams
analizuoti. Buvo sukurtas metodas kokainui ir septyniems jo metabolitams zmogaus kiino
skysCiuose ir audiniuose nustatyti panaudojus nemodifikuoto silikagelio kolonéle [38].
Sulfoalkilbetaino cvinterjoniné silikagelio kolonélé kartu su Cig prieskolonéle buvo naudojama
morfinui ir jo 3- ir 6-gliukuronidui plazmoje ir mikrodializés méginuose nustatyti [39].

Zemés iikio ir maisto chemija. Hidrofilinés saveikos chromatografija pladiai taikoma ir
Zzemés tikio bei maisto produkty analizei. Pvz., amino ligandu modifikuoto silikagelio kolonélé
buvo panaudota parmezano strio ekstraktui analizuoti. Ekstrakte buvo aptikti ir atskirti daugiau
nei 25 skirtingi junginiai, tokie kaip argininas, lizinas, glutamo rugstis bei jvairtis poliniai
dipeptidai [40].

Poli (2-hidroksietil) aspartamo ligandu modifikuoto silikagelio kolonélé HILIC metodui bei
atvirksc¢iy faziy analizé buvo panaudotos dviejy pagrindiniy glikoalkaloidy - a-chaconino ir a-
salonino - nustatymui bulvése. Abu metodai pripazinti pakankamai tikslis ir teisingi, taCiau
hidrofilinés sgveikos chromatografijos metodu kolonélés tarnavimo trukmé buvo mazesné [41].

Taurinas ir metioninas buvo kiekybiskai nustatyti HILIC metodu gazuotuose energetiniuose
gérimuose be sudétingesnio méginio paruos$imo (méginys tiktai praskiedziamas). Metodas yra
labai tikslus, specifiSkas, tiesiSkas, turi maza nustatymo riba ir yra stabilus [42]. HILIC
panaudotas ir dichloracto riigs¢iai geramgjame vandenyje nustatyti. [43]

Toksinai. Daugelis gamtoje aptinkamy toksiny yra labai hidrofiliniai junginiai. HILIC itin
gerai tinka jUriniams toksinams, kurie asocijuojami SU paralyzuojanciais véziagyviais tirti.
Amido ligandu modifikuoto silikagelio koloné¢lé panaudota hidroksibenzoato aksitoksino,

cilindrospermopsino, anatoksino analogams, cianobakteriniams tokisinams ir daugeliui kity
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toksiny nustatyti. Metodas yra patikimas ir jautrus — analize galima atlikti i§ nevalyty bei
nesukoncentruoty méginiy [44].

Angliavandeniai. Angliavandeniy analizé HILIC metodu yra ypac pla¢iai naudojama.
Analizuojama nuo cukry, nukleozidy, mazy, vidutiniy ir dideliy molekuliniy masiy polisacharidy
ir jy dariniy iki sintetiniy glikopolimery ir kompleksiniy glikany strukttiry paciuose.

Angliavandeniai pasizymi savybémis, kurios ilgg laikg apsunkino jy chromatografing analize.
Jie turi daug hidroksi ir kity poliniy funkciniy grupiy, néra termiskai stabilis dujy
chromatografinei analizei ir neregistruojami spektrofotometriniais detektoriais. Sios problemos
daro hidrofilinés sgveikos chromatografijg ypac patrauklia Siems junginiams tirti. HILIC placiai
naudojama mazy molekuliniy masiy angliavandenius maiste ir gaiviuosiuose geérimuose
nustatyti, cukrus tradiciniuse kinietiskuose vaistuose nustatyti, glikoalkaloidus ir jy hidrolizés
produktus augaluose nustatyti ir dar daugybés kity Sios klasés junginiy ir objekty analizei [45,
46].

Aminoraigstys ir peptidai. Kaip ir angliavandeniai, peptidai buvo vieni i§ pirmyjy junginiy,
atskirty hidrofilinés saveikos chromatografijos metodu. Siuo metu jie gali biiti atskiriami visomis
populiariausiomis HILIC kolonélémis. Tyrimai taip pat parodé, jog kombinuojant katijony
mainy chromatografijg ir HILIC, kai kuriy peptidy analizé yra kur kas efektyvesné nei atvirksciy
faziy chromatografijos metodu [47]. Peptidy tyrimai taip pat parodé, kad modifikavus hidrofiling
peptido dalj, bus reigistruojami pokyciai tik HILIC metode, tuo tarpu modifikavus hidrofobing
peptido dalj, matysime pasikeitimus tik atvirks¢iy faziy chromatografijoje, o HILIC metode
rezultatai nepasikeis. Tai jrodo, kad dideliy peptidy sulaikymas priklauso nuo kontaktuojancio su
sorbentu peptido region [18].

Tai tik keletas apzvelgty hidrofilinés sgveikos chromatografijos taikymo pavyzdziy.
Apibendrinant galima konstatuoti, kad HILIC metodas §iuo metu yra nepakei¢iamas analizuojant
labai polinius, tiek neutralius, tiek ir turin¢ius kraivj junginius. Tai palyginti greitas, efektyvus ir

sudétingo meginio paruosimo nereikalaujantis metodas.
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I1. Eksperimento metodika

2.1. Reagentai ir tirpalai

Darbe buvo naudojamas du kartus distiliuotas ir 0,2 um membraniniu filtru filtruotas vanduo.
Skys¢iy chromatografijos-masiy spektrometrijos (LC-MS) grynumo acetonitrilas (ACN),
metanolis, chloroformas, acto riigstis, skruzdziy ragstis, amonio formiatas ir amonio acetatas
buvo jsigyti i§ Sigma-Aldrich kompanijos (Sent Luisas, MO, JAV). Svainsoninas (>99%) taip
pat jsigytas i$ Sigma-Aldrich.

Pirminis 250 mg/L koncentracijos svainsonino standartinis tirpalas buvo ruoSiamas i$§ svérinio
tirpinant vandenyje ir, iki panaudojimo analizéje, buvo laikomas 4 °C temperatiroje. Darbiniai
tirpalai buvo ruosiami kiekvieng dieng skiedZiant pirminj standarto tirpalg atitinkama judria faze

iki reikiamos koncentracijos.

2.2. Kulk§nés méginiai

Kulks$nés méginiai (ilguoliné kulksné ir saldzialapé kulksné) buvo surinkti 2014-aisiais metais
centringje Lietuvos dalyje (Kédainiy raj.), jvairiais augimo tarpsniais. Méginiai buvo ruo$iami
Lietuvos Agrariniy ir misky moksly centro Zemdirbystés institute. Abi Zzydéjimo tarpsnio
kulksnés rasys papildomai buvo is$skaidytos j 3 morfologines dalis: stiebus, lapus ir Ziedus.
Augalai buvo kruops¢iai iSplauti vandentiekio vandeniu, perplauti distiliuotu vandeniu ir
nusausinti filtriniu popieriumi. Tada augalai buvo 15 min. kaitinami 105 °C temperatiiroje,
i8dziovinami dziovinimo spintoje (65+5)°C ir susmulkinami smulkintuvu. Dalis viso augalo

méginiy papildomai buvo dziovinami ir liofilizacijos budu.

2.3. Svainsonino ekstrakcija
Sausas ir susmulkintas augalo méginys (0,100 g) patalpinamas j 10 mL uzdaromg mégintuvélj
ir, nuolatos maiSant, 14 val ekstrahuojamas su 5 mL 2% acto riigsties vandeniniu tirpalu. Po
ekstrakcijos méginys 5 min centifuguojamas. Ekstrakto dalis (0,50 mL) praskiedziama 1,00 mL
ACN, kruopsc¢iai iSmaiSoma, nufiltruojama su 0,2 um nailoniniu $virkstiniu filtru, patalpinama j

stiklinj méginio indelj ir analizuojama.
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2.4. Chromatografijos-masiy spektrometrijos salygos

Visi atskyrimai buvo atlikti 1290 Infinity UHPLC skysc¢iy chromatografijos sitema, sujungta
su 6410 trigubo kvadrupolio masiy spektrometru, naudojanciu elektropurkstuvinj jonizacijos
(ESI) saltinj (Agilent Technologies, JAV). Acquity UPLC HSS T3 (2,1x100 mm, 1,8 pm)
kolonélé (Waters) buvo naudojama atvirks¢iy faziy ultraefektyviosios skys¢iy chromatografijos
metode. Judrios fazé tekejimo greitis 0,25 mL/min.

Atskyrimai hidrofilinés saveikos chromatografijos metodu buvo atliekami Acquity UPLC
BEH HILIC (2,1x100 mm, 1,7 um) kolonéléje (Waters). Galutine judria faze buvo acetonitrilo ir
vandens mi$inys (90:10, v/v) su 10 mmol/L skruzdziy rugsties priedu. Judrios fazés srauto greitis
- 0,5 mL/min. Abiem atskyrimo badams buvo palaikoma 25 °C kolonélés temperatiira ir
ileidziamas 5 pL méginio tiris.

MS detektavimui buvo naudojama teigiama elektropurkstuviné jonizacija (ESI). Tandeminé
masiy spektrometrija (MS/MS) buvo atliekama pasirinkty reakcijy monitoringo (SRM) rezime.
MS/MS duomenys surinkti ir apdoroti MassHunter programa (Agilent).
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II1. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. MS detektavimo salyguy optimizavimas

Svainsoninas augaluose dazniausiai nustatomas efektyviosios skysCiy chromatografijos
metodu. Deja, jis visiS$kai neabsorbuoja $viesos UV-matomoje bangos ilgiy srityse, todél jam
detektuoti netinka populiariausias fotometrinis detektorius. Siame darbe detektavimui
panaudojome trigubo kvadrupolio MS detektoriy su elektropurkstuvine jonizacija.

Pirmiausiai parinkome MS detektavimo salygas. Kadangi svainsoninas turi ir rigstines (-OH),
ir bazines (-N=) funkcines grupes, jos jonizacijai tinka tiek neigiama, tiek ir teigiama
elektropurkstuviné jonizacija. Todél pirmiausiai palyginome svainsonino jonizacijos
efektyvumg teigiamos ir neigiamos ESI rezimuose. 2 pav. palyginti abiem jonizacijos rezimais
iSmatuoti svainsonino standarto MS spektrai. Abiem atvejais svainsonino MS spektrai labai
paprasti: registruojamas intensyvus svainsonino molekulinis jonas (m/z 172 arba 174) bei
mazesnio intensyvumo jonas, susidarantis atskilus vandens molekulei (m/z 154 arba 156).
Nustatéme, kad apie 3 kartus intensyvesnis signalas registruojamas naudojant teigiama

jonizacija, kuri ir buvo pasirinkta detektavimui.
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2 pav. Svainsonino standarto (0,5 mg/L) MS spektrai iSmatuotas MS scan rezime neigiamos ir

teigiamos ESI rezimais.
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Toliau buvo optimizuojami pagrindiniai jonizacijos Saltinio parametrai: dziovinanc¢iy dujy
(N2) temperatura ir srauto greitis, iSpurSkimo (N3) dujy slégis bei purkstuvo adatos jtampa. 3 pav.
pateikta svainsonino smailés ploto priklausomybé nuo dziovinanéiy dujy (N2) temperatiiros.
Matome, kad svainsonino jonizacijos efektyvumas ger¢ja keliant dziovinan¢iy dujy temperatiira
iki 320 °C, bet véliau pradeda vél sumazéja. Tyrimams buvo pasirinkta 320 °C temperatira.
AnalogiSkai buvo jvertinta ir kity ESI Saltinio parametry jtaka. Optimizuotos ESI Saltinio

parametry vertés pateiktos 1 lenteléje.
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3 pav. Dziovinanciy dujy (N2) temperattiros jtaka svainsonino jonizacijos efektyvumui.

1 lentelé. Svainsoninui optimizuoti ESI $altinio parametrai.

Parametras Verté
Jonizacija +ESI
I$purskimo (N3) dujy slégis 60 psi
Dziovinanciy (N2) dujy srautas 10 L/min
Dziovinanciy (N2) dujy temperattira 320°C
PurkStuvo adatos jtampa 4000 V

Analizei buvo pasirinktas didziausiu jautriu pasiZymintis pasirinkty reakcijy monitoringo (SRM)
MS/MS rezimas, kuriame pirmajame kvadrupolyje yra izoliuojamas intensyviausias svainsonino
jonas (m/z 174), skaldymo celéje jis yra fragmentuojamas, o treciajame kvadrupolyje izoliuojami
du intensyviausi fragmentai - vienas kiekybiniam nustatymui, o kitas patvirtinimui. 4 pav.
pateiktas svainsonino molekulinio jono m/z 174 skaldymo fragmenty MS spektras. Spektre
registruojami tik du fragmentai: intensyviausias m/z 156 jonas ir maziau intensyvus m/z 138

jonas. Pirmasis fragmentas susidaro atskylant i§ molekulinio jono vienai, o antrasis - atskylant
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dviems vandens molekuléms. Fragmentatoriaus jtampa bei skaldymo energija abiems
fragmentams buvo optimizuoti tiesiogiai jleidziant svainsonino standartg. 2 lenteléje pateikti

optimizuoti MS/MS parametrai svainsoninui nustatyti.

156
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-
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[M-ZHz0+H]*
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mifz

4 pav. Svainsonino molekulinio jono skaldymo fragmenty MS spektras.

2 lentelé. Svainsoninui optimizuoti MS/MS parametrai.

Fragmentavimas Peréjimas, | Fragmentoriaus Skaldymo
m/z jtampa, V energija, eV
Kiekybinis 174—156 80 6
Patvirtinantysis 174—138 80 8

3.2. Chromatografinio atskyrimo salyguy optimizavimas

Svainsoninas - labai polinis junginis, todél tradiciniu atvirkséiy faziy chromatografijos
metodu yra silpnai sulaikomas. Tikétina, kad jo atskyrimui tinkamesniu metodu galéty buti
hidrofilinés sgveikos chromatografija, kuri biitent ir skirta labai poliniy analiiy atskyrimui.
Todél pirmiausia palyginome svainsonino chromatografing elgseng abiem skysCiy
chromatografijos metodais. Visi atskyrimai buvo atlickami izokratinés eliucijos sglygomis.
Atskyrimams buvo naudojami 1,7 ir 1,8 um daleliy dydzio sorbentai, t.y. ultraefektyviosios

skysC¢iy chromatografijos variantas, kuris suteikia zymiai greitesnius atskyrimus, didesnj
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efektyvumg bei mazZesnes tirpikliy sgnaudas lyginant su tradicine efektyviaja skysciy
chromatografija.

Atvirksciy faziy chromatografijos metodui buvo pasirinkta Acquity UPLC HSS T3 kolonélé.
HSS T3 sorbentas - poliniams junginiams atskirti skirtas nepolinis silikagelio sorbentas su
prijungtomis oktadecilo (C18) funkcinémis grupémis. Siame sorbente oktadecilo funkcinés
grupés silikagelio pavir$iuje prijungtos per tris silanolines grupes. Toks trifunkcinis prijungimas
iki minimumo sumazina C18 funkciniy grupiy tankj silikagelio pavirSiuje, todél sorbentas
puikiai suderinamas ir su 100% vandens turinfiomis judriomis fazémis. 5 pav. pavaizduotos
svainsonino standarto chromatogramos, iSmatuotos atvirk$¢iy faziy chromatografijos metodu

esant skirtingoms vandeninés judrios fazés pH vertéms.

pH 7,0

pH 5,0

Intensyvumas

pH 3,0

5 pav. Judrios fazés pH jtaka svainsonino (0,5 mg/L) atskyrimui atvirk§éiy faziy
chromatografijos salygose. Kolonélé — HSS T3 C18. Judri fazé — vandeninis 10 mmol/L amonio
acetato (pH 7,0 ir 5,0) arba skruzdziy riigsties (pH 3,0) tirpalas.

Didinant judrios fazés pH svainsonino sulaikymas stipréja: padidinus pH nuo 3 iki 7
sulaikymo trukmé padidéja nuo 1,10 iki 1,42 min. Svainsonino struktiiroje esancios amino
grupés pK, = 7,4. Taigi, didinant judrios fazés pH, déka deprotonizacijos, svainsonino teigiamas
kriivis (tuo paciu ir polisSkumas) mazéja, todel ir jo sulaikymas stipréja. Deja, atskiriant
neutralioje terpéje pasireiské nepageidautinas smailés issiplétimas ir asimetriskumas. Sioje

terpéje svainsoninas judrioje fazéje egzistuoja dviejose formose (protonizuota ir neutrali), kuriy
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kiekiai yra panaSts. Biitent nevienoda Siy formy saveika su sorbentu ir sukelia smailés
i18siplétimg. Maksimalus tokio tipo junginiy smailiy efektyvumas pasiekiamas terp¢je, kurioje
junginys egzistuoja vienoje formoje. Esant judrios fazés pH 3, svainsoninas beveik
nesulaikomas: nesulaikomo junginio (nitrato) sulaikymo trukmé Siose salygose 0,96 min., 0
svainsonino — 1,1 min. Tai apsunkina realiy méginiy analiz¢. Deja, kadangi atskyrimui buvo
naudota 100% vandens turinti judri fazé, dar labiau silpninti jos eliucinés geba nebuvo
galimybés.

Analogiskas tyrimas buvo atliktas ir HILIC metodu. Siam metodui pasirinkta poliniu
silikagelio sorbentu uzpildyta kolonélé HILIC Acquity UPLC BEH. Svainsonino sulaikymas
buvo tiriamas naudojant acetonitrilo/vandens (90:10 v/v) judrig faz¢ su 10 mmol/L atitinkamos
rugsties ar buferio priedu. Judrios fazés pH jtaka iliustruoja 6 pav. pateiktos chromatogramos.
HILIC rezime didinant judrios fazés pH svainsonino sulaikymas silpnéja, kadangi prieSingai nei
atvirk§¢iy faziy chromatografijos metode, Siame metode analités sulaikomos poliskumo

stipréjimo tvarka. Taciau kaip ir atvirk$¢iy faziy metode, did¢jant pH smailés efektyvumas

blogéja.
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6 pav. Judrios fazés pH jtaka svainsonino (0,5 mg/L) atskyrimui HILIC sglygose. Kolonélé —
BEH HILIC. Judri fazé¢ —10 mmol/L amonio acetato (pH 7,0 ir 5,0) arba skruzdziy rtigsties (pH
3,0) H,O/ACN (10:90 v/v) misinyje.



7 pav. pavaizduota acetonitrilo koncentracijos judrioje faz¢je jtaka svainsonino sulaikymui.
Maz¢jant vandens kiekiui (didéjant ACN kiekiui) judrioje fazéje svainsonino sulaikymas
stipréja. Tai rodo, kad tiriamoje sorbentas/judri fazé sistemoje vanduo pasizymi stipresne
i$stimimo jéga uz acetonitrilg. Tokia priklausomybé, kai vanduo pasizymi stipresne i§stimimo
jéga nei acetonitrilas, biidinga biitent HILIC metodui.

8 pav. palygintos svainsonino standarto chromatogramos, iSmatuotos optimizuotose salygose
atvirks¢iy faziy ir HILIC metodais. HILIC metodu svainsoninas yra daug stipriau sulaikomas,

todél $is metodas zZymiai tinkamesnis svainsoninui nustatyti.
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7 pav. Acetonitrilo koncentracijos judrioje fazéje jtaka svainsonino sulaikymui. Kolonélé — BEH

HILIC. Judri fazé —10 mmol/L skruzdziy rugsties (pH 3,0) H,O/ACN miSinyje.
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8 pav. Svainsonino standarto (0,5 mg/L) chromatogramos optimizuotose atvirkséiy faziy (A) ir
HILIC (B) salygose.
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3.3. Ekstrakcijos salygu parinkimas

Svainsonino ekstrakcijai i§ kulkS$nés palyginome tris literatiiroje apraSytus ekstrakcijos
skysc¢iais metodus [8]. Ekstrakcijos sglygy optimizavimo tyrimai buvo atlickami su ilguolinés
kulks$né (Astragalus cicer) méginiu (visas augalas).

Metodas A (2% acto rugstis ir chloroformas): 100 mg smulkinto augalo patalpinama j
uzsukama stiklinj 15 mL talpos mégintuvélj ir uzpilama 4 mL chloroformo bei 5 mL 2%
vandeninio acto rugsties tirpalo. Mégintuvéliai uzZkemsami ir mechaniskai maisant ekstrahuojami
16 valandy. Tada mégintuvéliai 5 min. centrifuguojami, kad buty atskirti augalo likuciai ir
tirpikliy sluoksniai. Paimamas tiksliai iSmatuotas 0,5 mL virSutinio vandeninio sluoksnio
méginys, pridedamas 1 mL ACN ir analizuojamas.

Metodas B (2 % acto rtigstis): 100 mg smulkinto augalo patalpinama j uzsukamg stiklinj 15
mL mégintuvélj ir uzpilama 5 mL vandeninio 2% acto riigsties tirpalo. Mégintuvéliai uzkemsami
ir mechaniskai maiSant ekstrahuojami 16 valandy. Tada mégintuvéliai 5 min. centrifuguojami,
kad biity atskirti augalo likuciai ir tirpikliy sluoksniai. Paimamas tiksliai iSmatuotas 0,5 mL
vir§utinio vandeninio sluoksnio méginys, pridedamas 1 mL ACN ir analizuojamas.

Metodas C (metanolis): 100 mg smulkinto augalo patalpinama j uzsukama stiklinj 15 mL
mégintuvélj ir uzpilama 5 mL metanolio. . Mégintuvéliai uzkems$ami ir mechaniskai maisant
ekstrahuojami 16 valandy. Tada mégintuvéliai 5 min. centrifuguojami, kad bty atskirti augalo
liku¢iai ir tirpikliy sluoksniai. Paimamas tiksliai iSmatuotas 0,5 mL virSutinio vandeninio
sluoksnio méginys, pridedamas 1 mL ACN ir analizuojamas.

Svainsonino ekstrakcijos skirtingais ekstrahentais efektyvumo (santykinio svainsonino
smailés ploto) palyginimo rezultatai pateikti 9 pav. Akivaizdu, kad efektyviausiai ekstrakcija
pasiekiama metodu B, t.y. ekstrahentu naudojant vandeninj 2% acto rugsties tirpalg. Ekstrakcija
metanoliu pasizyméjo maziausiu efektyvumu tarp tirty ekstrakcijos metody. Tolesniems
tyrimams pasirinktas metodas B.

Taip pat iStirta ekstrakcijos efektyvumo priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmés (10 pav.). IS
10 pav. pateiktos priklausomybés matyti, kad iSekstrahuotas svainsonino kiekis (svainsonino
smailés plotas) sparciai didéja didinant ekstrakcijos trukme iki mazdaug 12 val, taciau toliau
ilginant ekstrakcijos trukme smarkiai nebesikei¢ia. Pasirinkome 14 val. ekstrakcijos trukmg.

Galiausiai jvertinome ekstrahento tario jtakg (11 pav.). Vienodi augalo kiekiai buvo 16 val.
ekstrahuojami skirtingais ekstrahento tiiriais. Rezultatai rodo, jog 5 mL ekstrahento tiris

pakankamas svainsoninui isekstrahuoti i§ 0,100 g augalo méginio.
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9 pav. Svainsonino ekstrakcijos skirtingais ekstrahentais efektyvumo palyginimas (n=3).
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10 pav. Ekstrakcijos trukmés jtaka svainsonino ekstrakcijos efektyvumui (n=3).
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11 pav. Ekstrahento tairio jtaka svainsonino ekstrakcijos efektyvumui (n=3). Ekstrahentas -

vandeninis 2% acto rtgsties tirpalas. Ekstrakcijos trukmé — 14 val.
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3.4. Metodo validavimas ir taikymas

Masiy spektrometrija yra jautri méginio matricai. DaZniausiai méginio matricos komponentai
slopina analités signalg, zymiai reCiau — jj padidina. Todé¢l analizuojant biologiniy objekty
méginius biitina jvertinti matricos jtaka. Matricos jtakos jvertinimui buvo naudojamas ilguolinés
kulks$nés (Astragalus cicer) viso augalo méginio ekstraktas.

Matricos jtaka (%) buvo vertinama iSmatavus svainsonino smailés plotus ekstrakte be priedo,
ekstrakte su svainsonino standarto priedu ir tos pacios kaip priedas koncentracijos svainsonino
standarto tirpale gryname tirpiklyje (9:1 ACN/H,0):

(%):(1-“}100

Irp

Ax — svainsonino smailés plotas ekstrakte be priedo; Agt - svainsonino smailés plotas ekstrakte su
standarto priedu; Asirp — svainsonino standarto tirpiklyje smailés plotas.

Matricos jtaka, lygi 100% rodo, kad matrica visiSkai nejtakoja analités signalo. MaZesné uz
100% - matrica slopina analités signala, didesné — matrica sustiprina analités signalg. Iprastai
laikoma, kad matricos jtaka nereik§minga, jei iSmatuotos vertés yra interval 90-110%. Matricos
jtakos trims svainsonino priedo koncentracijoms jvertinimo rezultatai (3 lentel¢) parodé, kad
matricos jtaka svainsonino signalui nereikSminga, todé¢l kiekybing analize galima atlikti

tradiciniu kalibracinés kreivés biidu, t.y. kalibravimas matricoje nebiitinas.

3 lentelé. Matricos jtakos vertinimo rezultatai (n = 3)

Pridéta koncentracija, | Matricos jtaka (%) SSN (%)
mg/L
0,02 92 11,2
0,05 97 8,4
0,25 96 4,7

Metodo validavimui buvo jvertinti Sie parametrai: tiesiSkumo intervalas, aptikimo ir
nustatymo ribos, analizés rezultaty glaudumas ir teisingumas. TiesiSkumo intervalas nustatytas i$
6 taSky kalibraciniy kreiviy (kiekvienam taskui po 3 matavimus). Aptikimo riba buvo nustatyta
esant signalo/fono (S/N) triuk§my santykiui 3, nustatymo riba - esant signalo/fono triukSmy
santykiui 10. Rezultatai pateikti 4 lenteléje.
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4 lentelé. Svainsonino nustatymo HILIC-MS/MS metodu analizinés charakteristikos

(n=3)
Parametras Verté
Galutiniame Perskaiciavus j sausg
ekstrakte augalo masg
TiesiSkumo intervalas 0,005 — 0,750 mg/L 0,75-112,5 ng/g
R? 0,9985 -

Aptikimo riba, (S/N=3) 1,5 pg/L 0,23 pg/g
Nustatymo riba (S/N=10) 5,0 pg/L 0,75 pg/g

Analizés rezultaty glaudumas ir teisingumas buvo vertinami analizuojant dviejy rasiy
kulk$nés viso augalo méginius. Prie§ ekstrakcijg j dalj atsverty augalo méginio porcijy buvo
pridedamas fiksuotas svainsonino standartinio tirpalo kiekis, méginys palaikomas kol tirpiklis
1Sgaruos (~30 min) ir atlieckama méginiy su ir be priedo ekstrakcija ir analizé. Nors §is biidas néra
visiSkai korektiSkas kiety méginiy analizés rezultaty teisingumui vertinti, tafiau jvertinti
teisinguma kitais budais (pvz. analize alternatyviu metodu arba sertifikuotos pamatinés
medziagos analize) nebuvo galimybés. 5 lenteléje apibendrinti tyrimy rezultatai rodo, kad

iSmatuotos glaudumo ir teisingumo vertés yra tinkamos kiekybinei analizei.

5 lentelé. Svainsonino nustatymo kulks$néje glaudumo ir teisingumo vertinimo rezultatai

(n=3)
Kulksnés rusis Pridéta koncentracija® Glaudumas I$gava (%)
(mg/L) (SSN, %)

Ilguoliné kulk$né 0,010 15,2 90,2
(Astragalus cicer) 0,050 7,4 95,5
0,500 8,7 97,3
Saldzialapé kulks$né 0,010 13,5 85,5
(Astragalus 0,050 8,0 104,4
glycyphyllos) 0,500 7,3 95,8

®Lenteléje pateikta pridéto svainsonino koncentracija, perskai¢iuota j jau analizei imama
ekstrakto porcija.

Optimizuotu HILIC-MS/MS metodu buvo atlikta svainsonino analizé Lietuvoje augancioje
dviejy rusiy kulksnéje: ilguolingje (Astragalus cicer) ir saldzialapéje (Astragalus glycyphyllos).

Buvo tiriama 2014 m. derliaus Zydéjimo tarpsnio kulk$niy viso augalo antzeminé dalis. Be to,
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abi zydéjimo tarpsnio kulksnés ruSys papildomai buvo iSskaidytos j 3 morfologines dalis -
stiebus, lapus ir ziedus. Iliustracijai 12 pav. pateiktos saldzialapés kulks$nés stieby ekstrakto be
priedo ir su 10 pg/L svainsonino priedu chromatogramos. Analizés rezultatai surasyti 6 lenteléje.
Truputi didesnés svainsonino koncentracija nustatytos ilguolingje kulkSnéje. Matome, kad

didziausi svainsonino kiekiai susikaupia lapuose. Tuo tarpu zieduose svainsonino apskritai

nerasta.
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12 pav. Saldzialapés kulksnés (stiebai) ekstrakto chromatogramos. A — be priedo; B — su 10 pg/L

svainsonino priedu. Pateiktos tik kiekybinio peréjimo m/z 174—156 smailés.

6 lentelé. Svainsonino nustatymo kulk$néje (zydéjimo tarpsnis) rezultatai (n = 3)

Kulks$nés rusis Augalo dalis Nustatyta (ug/g) SSN (%)

Visas augalas 4,83 10,2

[lguoliné kulksné Stiebai 1,40 14,6

(Astragalus cicer) Lapai 6,72 8,9
Ziedai Nerasta -

Saldzialapé kulk$né Visas augalas 3,56 9,7

(Astragalus Stiebai 0,94 15,3

glycyphyllos) Lapai 5,77 8,4
Ziedai Nerasta -
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Papildomai buvo analizuoti skirtingu biidu paruosti kulk$nés viso augalo méginiai. Buvo
palygintas svainsonino kiekis 65°C temperatiiroje iSdziovintuose ir liofilizuotuose méginiuose
(13 pav.). Truputj didesni svainsonino kiekiai buvo nustatyti liofilizuotuose méginiuose. Tokj
neatitikimg gali sukelti du veiksniai: 1) liofilizuojant méginiai efektyviau isdziovinami; 2)

dziovinant nedidel¢ dalis svainsonino prarandama. Vis tik labiau tikétina pirmojo veiksnio jtaka.

H DZiovinta M Liofilizuota

Svainsonino koncentracija, pug/g
w

liguol. kulkSné SaldZ. kulkSné

13 pav. Svainsonino koncentracija 65°C temperatiiroje iSdziovintuose ir liofilizuotuose kulksnés

(visas augalas) méginiuose (n=3).

Galiausiai buvo jvertintas svainsonino koncentracijos viso augalo maséje kitimas skirtinguose augimo
tarpsniuose grandinéje:

séklos — daigintos séklos — Zelmenys — Zydéjimo tarpsnis — kriimijimosi tarpsnis
Analizés rezultatai pateikti 14 pav. Matome, kad svainsonino koncentracija palaipsniui didéja
ilgéjant augimo tarpsniui: séklose svainsonino apskritai nerasta, o didziausia jo koncentracija

nustatyta paskutiniajame augimo tarpsnyje.
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H llguoliné kulksné M SaldzZialapé kulksné

Koncentracija, pg/g

Séklos Daigai Zelmenys  Zydéjimas  Kramijimas

14 pav. Svainsonino koncentracija skirtingo augimo tarpsnio kulk$néje (n=3).

Apibendrinant tyrimy rezultatus galime konstatuoti, kad Lietuvoje augancioje kulk$néje
toksisko alkaloido svainsonino kiekiai yra labai mazi, todél augalas visiskai nepavojingas
galvijams. Palyginimui, Siaurés Amerikoje augandioje kulkinéje svainsonino koncentracija

siekia 0,5-5,0 mg/g [2, 6, 8], t.y. mazdaug 100-1000 karty didesné nei lictuviskoje kulk$néje.
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ISvados

1. Teigiamos ESI salygomis svainsoninui registruojamas ~3 kartus intensyvesnis MS signalas

nei naudojant neigiamg jonizacija.

2. HILIC rezime svainsoninas yra zymiai stipriau Sulaikomas nei atvirksciy faziy
chromatografijos salygomis, todél HILIC metodas zymiai tinkamesnis svainsoninui nustatyti.

Maksimalus efektyvumas pasiekiamas atskiriant ragscioje terpéje (pH 3,0).

3. Efektyviausiai svainsoninas iSskiriamas i§ augalo matricos ekstrahuojant vandeniniu 2% acto
ragsties tirpalu. Optimali ekstrakcijos trukmé — 14 val., ekstrahento tiris — 5 mL 0,100 gramui

meéginio.

4. Nustatyti Lietuvoje augancioje kulk$néje svainsonino kiekiai (3,56-4,83 ug/g) yra 100-1000
karty mazesni nei Siaurés Amerikoje augan¢ioje kulksnéje, todél augalas visiskai nepavojingas
galvijams.Svainsonino koncentracija didéja ilgéjant kulk$nés augimo tarpsniui grandingje séklos
— daigintos séklos — Zelmenys — Zydé¢jimo tarpsnis — kriimijimosi tarpsnis. Didziausi

svainsonino kiekiai sukaupiami kulks$nés lapuose.
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DETERMINATION OF ALKALOID SWAINSONINE IN MILKVETCH USING
HYDROPHILIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS
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Emilija Butkuté

GRADUATION THESIS CARRIED OUT IN DEPARTMENT OF ANALYTICAL AND
ENVIRONMENTAL CHEMISTRY OF VILNIUS UNIVERSITY

Research adviser: prof. A. Padarauskas

Summary

Swainsonine, an indolizidine alkaloid, is found in some Astragalus, Oxytropis, and Swainsona
species of the Leguminosae family growing throughout the world. Consumption of swainsonine
containing plants by grazing animals leads to a chronic neurologic disease characterized by
weight loss, depression, and death. Rapid, sensitive and accurate analytical methods are therefore
needed to detect and to determine swainsonine in plants.

In this master thesis hydrophilic interaction chromatography (HILIC) technique combined
with tandem mass spectrometry was developed and validated for the rapid and sensitive
guantification of swainsonine. Developed technique was employed for the determination of
swainsonine in milkvetch (Astragalus sp.) growing in Lithuania.

Obtained results showed that in comparison to conventional reversed-phase separation mode,
HILIC technique provided significantly better retentivity for swainsonine. HILIC separation was
performed on an Acquity UPLC BEH HILIC (2.1x100 mm, 1.7 um) column using a mixture of
acetonitrile and water (90:10, v/v) with 10 mmol/L formic acid as the mobile phase. The
calibration curve showed good linearity over the concentration range 0.005-0.75 mg/L
corresponding to 0.75-112.5 ug/g in dry matter (DM) of the original plant material. The
estimated limit of quantification for the method was 5.0 pg/L (0.75 pg/g DM). The optimized
method was applied to determine swainsonine in two milkvetch species (Astragalus cicer and
Astragalus glycyphyllos) growing in Lithuania. The highest swainsonine concentration (6.72
ug/g DM) was found in the leaves of the plant. It was determined that the amount of swainsonine

in the aerial part of milkvetch increases with its stage of growth.
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