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IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais nuolat didéjantis cukry suvartojimas kelia rimtg tieck mokslininky,
tiek visuomenés susirlipinimg. Jis siejamas su padidéjusia jvairiy sveikatos sutrikimy, tokiy kaip
Sirdies ir kraujagysliy ligos, cukrinis diabetas, antsvoris ir nutukimas, danty kariesas ir net véZiniai
susirgimai, rizika [1]. Todél labai svarbu nustatyti maisto produktuose esanciy cukry kiekj, siekiant
reguliuoti kasdienj jy suvartojimga. Taip pat cukry kiekio nustatymas bitinas Zaliavy, maisto produkty,
vaistiniy preparaty bei jvairiy gamybos procesy kokybei ir saugai kontroliuoti [2]. Dauguma maisto
tyrimy laboratorijose atliekamy tyrimy metody yra skirti tik bendro cukry kiekio nustatymui, j
atskiras analites neatsizvelgiama. Taciau kiekvienas j bendrg kiekj jeinantis cukrus daro skirtingg
jtakg zmogaus sveikatai ar produkto kokybei, pavyzdziui, fruktozés, kaip saldiklio, vartojimas, didina
atsparumo insulinui, metaboliniy sutrikimy, hipertrigliceridemijos rizikg [3]; Zmongés, turintys
laktazés fermento iSskyrimo sutrikimg, netoleruoja pieno cukraus laktozés [4], todél yra poreikis
paprasto ir efektyvaus metodo, kuriuo biity galima lengvai nustatinéti atskiry cukry koncentracijas
meéginyje.

Cukrai nustatomi jvairiais klasikiniais bei chromatografiniais metodais, tac¢iau dauguma jy turi
svarbiy trilkumy, pavyzdziui, klasikiniais metodais galima nustatyti tik bendrg cukry kiekj méginyje,
0 dujy chromatografijos metodu tiriant cukrus, reikalingas gana ilgas ir sudétingas méginio
paruoSimas [5]. Pastaraisiais metais vis labiau populiaréja hidrofilinés saveikos skyséiy
chromatografijos metodo taikymas, kuris pirmgsyk buvo pasiilytas mokslininko Alpert ne taip ir
seniai — 1990 metais. Sis metodas yra skirtas bitent polinéms analitéms atskirti bei analizuoti ir yra
pranasesnis tuo, kad apjungia net tris tradicinius skys¢iy chromatografijos variantus: atvirk$¢iy faziy,
normaliy faziy ir jony mainy chromatografija [6].

Sio darbo tikslas — parengti metodika, kuri leisty sékmingai nustatyti atskiry cukry kiekj maisto
produktuose hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografijos metodu.

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti optimalias hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografijos salygas;

2. Sukurti optimalig méginiy paruo$imo chromatografiniam tyrimui metodika;
3. Istirti realius méginius pagal parengta metodika.



SANTRUMPOS

ACN - acetonitrilas

AED — atominés emisijos detektorius

APCI — atmosferos slégio cheminé jonizacija

ECD - elektrony pagavos detektorius

ELCD - elektrolitinio laidumo detektorius

ELSD — Sviesos iSbarstymo detektorius

ESI — elektropurkstuviné jonizacija

FID — liepsnos jonizacinis detektorius

FLD — fluorescencinis detektorius

FPD — liepsnos fotometrinis detektorius

GC — dujy chromatografija

HILIC — hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografija
HPLC — efektyvioji skysCiy chromatografija

IEC — jony mainy chromatografija

MS — masiy spektrometras

NPD — azoto-fosforo detektorius

NP- HPLC — normaliy faziy skys¢iy chromatografija
PAD - elektrocheminis pulsinés amperometrijos detektorius
RID — lazio rodiklio detektorius

RP- HPLC — atvirk$¢iy faziy skys¢iy chromatografija
TCD - terminio laidumo detektorius

THF — tetrahidrofuranas



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Cukrai. Jy nustatymo jvairiuose objektuose ir procesuose svarba

Cukrai yra paprasti, tirpiis angliavandeniai, jprastai randami maisto produktuose, gérimuose ir
kituose placiai vartojamuose produktuose. Cukrai yra skirstomi pagal monomery kiekj junginyje:
monosacharidai sudaryti i§ vienos molekulés (pvz. fruktozé, gliukoz¢, manoz¢ ir galaktoze),
disacharidus sudaro dvi cukraus molekulés (pvz. sacharozé ir laktozé). Ilgesnés grandinés skirstomos
j oligosacharidus bei polisacharidus, priklausomai nuo cukraus monomery kiekio molekuléje [7].

Siame darbe buvo tirti penki pagrindiniai paprastieji cukriis: monosacharidai fruktozé ir
gliukozé bei disacharidai sacharozé, maltoze ir laktozé. Jy molekulinés struktiros pavaizduotos 1
paveiksle.

CH,OH CHZOH
CHZ%H OH g CHOH
HO HO
CH,0OH O CH,0OH
OH
Fruktozé Gliukozé Sacharozé
CH,0OH
O. OH
O 0. O
OH
OH OH
OH
Maltozé Laktozé

1 pav. Paprastieji cukris.

Fruktozé — monosacharidas, kurio natiiraliai randama uogose, vaisiuose, darzovése bei meduje.
Taip pat tai yra daugelio sirupy komponentas, jskaitant invertuotus cukraus sirupus ir gliukozés-
fruktozés sirupus, kurie naudojami kaip saldikliai maisto pramonéje. Fruktozé yra saldziausia i$ visy
cukry [8, 9].

Gliukozé — svarbiausia gamtos statybiné madziaga. Jos randama vynuogeése ir kituose vaisiuose,
augaly lapuose, zieduose, Saknyse, taip pat limfoje ir kraujyje. Ji yra svarbiausiy gamtiniy disacharidy
sacharozés, maltozes, laktozes sudétiné dalis. IS gliukozés sudaryti polisacharidai (krakmolas,
celiuliozé, glikogenas), ji jeina j daugelio glikozidy sudét;.

Sacharozé — augaluose labiausiai paplites disacharidas. Daug jo randama cukranendrése ir
cukriniuose runkeliuose. Ja sudaro a-D-gliukopiranozé ir B-D-fruktofuranozé, sujungtos a-1,2-p-
glikozidiniu rysiu. Kadangi sacharozés molekuléje néra laisvos hemiacetalinés hidroksigrupés, ji yra
neredukuojantis disacharidas [9, 10].



Maltoz¢ yra sudaryta 1§ dviejy gliukozés molekuliy, sujungty a-1,4-glikozidiniu ryS$iu ir yra
randama griiduose ir jy produktuose, taip pat augaluose ir darzovése [11]. Sis disacharidas yra
nestipriai saldus, labai tirpus vandenyje [9].

Laktozé yra pieno cukrus, susidarantis zinduoliy pieno liaukose 18 kraujo D-gliukozés, veikiant
fermentui, katalizuojanc¢iam konfigaracijos pasikeitima prie C-4 atomo. Laktozé — svarbi kadikiy
maistiné medziaga. Ji sudaryta is -D-galaktopiranozés ir a- arba B-gliukopiranozés, susijungusiy p-
1,4-glikozidiniu rysiu [10].

Per pastaruosius 50 mety cukraus suvartojimas pasaulyje patrigub&jo. Taip yra dél to, kad
atsirado didelis apdoroto maisto pasirinkimas, kuriame yra daug pridétinio cukraus. Papildomai
cukraus dedama j daugelj maisto produkty, siekiant iSsaugoti jy spalva, pagerinti skonj ar prailginti
galiojimo laika. Ir nors cukrus yra svarbus Zmogaus organizmo energijos Saltinis, taciau dideli jo
kiekiai lemia riebaly kaupimasi ir didina ligy atsiradimo tikimybe. Nustatyta, jog vidutiniSkai zmogus
per dieng suvartoja daugiau nei 500 kalorijy vien dél pridétinio cukraus, tai lemia padidéjusia
antsvorio ir nutukimo rizika. Be to, didelis cukraus kiekis skatina ligy, susijusiy su metabolitiniu
sindromu, atsiradimg: hipertenzija (pvz. fruktozé didina Slapimo rugsties kiekj kraujyje, kuri kelia
kraujo spaudimg), didelj trigliceridy kiekj ir atsparumg insulinui, cukrinj diabeta bei pagreitéjusj
senéjimo procesg d¢l daromos zalos lipidams, baltymams ir DNR. Taip pat nustatyta, kad fruktozé
turi panasy toksinj poveikj kaip alkoholis, kuris ir susidaro batent vykstant cukry fermentacijai [12].
Sacharoze ir fruktozé skatina riebaly sintez¢ kepenyse, didina cholesterolio kiekj. Taip pat tyrimais
jrodyta, jog cukrai sukelia véZinius susirgimus, danty pazeidimus ir kariesa, kognityvinius sutrikimus,
priklausomybe [13].

70 % pasaulio suaugusiy zmoniy populiacijos turi ribotg laktazés fermento, skaidancio laktoze,
i8skyrimg. Laktazés triikumas organizme sukelia laktozés netoleravima, kuris pagrinde pasireiSkia
virSkinamojo trakto sutrikimais. Laktozés netoleravimas dazniausiai gydomas atsisakant laktozes
turin¢iy maisto produkty ar sumazinant jy kiekj [4, 14]. Laktozés jprastai randama piene ir pieno
produktuose, tokiuose kaip jogurtas, sviestas, siiris, ledai ar varske, taciau jos galima rasti ir duonoje
ar kepiniuose, gérimuose, saloty padazuose ir netgi medikamentuose, tai vadinama ,,paslépta laktoze*
[14].

Cukry nustatymas yra labai svarbus jvairiuose objektuose ir procesuose. Pavyzdziui, maisto
produktuose jis labai svarbus siekiant sumazinti cukraus suvartojimg ir dé¢l to kylancig sveikatos
sutrikimy rizika, taip pat uztikrinant maisto produkty kokybe ir sauga [15]. Zaliavose (pavyzdziui,
vaisiuose ir uogose) cukry kiekis parodo jy kokybe ir/ar sunokimo lygj [16]. Taip pat cukry kiekio
tyrimai atliekami jvairiuose vaistiniuose preparatuose [17]. Be to, did¢jant produkty be laktozés
paklausai, auga likutinés laktozés Siuose produktuose tyrimy skaicius [18]. Klinikin¢je diagnostikoje
vienas i§ daZniausiai atliekamy tyrimy — gliukozés nustatymas kraujyje. Tikslus gliukozés kiekio
nustatymas kraujyje ypac¢ svarbus diagnozuojant ir kontroliuojant diabeta [19]. Be to, cukry
nustatymas svarbus siekiant kontroliuoti fermentacijos procesa kepiniy, pieno produkty bei
fermentuoty gérimy gamyboje ir uztikrinant jy kokybe [20].

1.2. Cukry nustatymo metodai
Cukry koncentracija maisto zaliavose ir produktuose nustatoma jvairiais klasikiniais

(titrimetriniais, gravimetriniais, spektrofotometriniais ir kt.) metodais bei chromatografiniais
metodais.



1.2.1. Klasikiniai cukry nustatymo metodai

Charakteringi cukry struktiiros bruozai, tokie kaip laisvos aldehidinés ar keto grupés, gali biiti
pagrindas jy identifikavimui ir/ar kiekybinei analizei. Yra daugybé klasikiniy cheminiy metody,
pagristy biitent Siuo principu, naudojamy bendram cukraus kiekiui nustatyti [21]. Bendras cukraus
kiekis apibudina redukuojanciy cukry (gliukozés, fruktozes, laktozés ir pan.) bei oligosacharidy (pvz.
sacharozés), kurie gali biiti hidrolizuoti iki redukuojanciy cukry esant matavimo salygoms, suma [22].
Bendram cukraus Kiekiui nustatyti pagrinde taikomi klasikiniai cheminiai metodai, tokie kaip fenolio-
sieros rugsties metodas [23], Luff-Schoorl [24], Nelson-Samogyi [23], Lane-Eynon [25] metodali,
Benedikto testas [26].

Fenolio-sieros rhgsties tyrimas yra labai jautrus klasikinis kolorimetrinis metodas
angliavandeniy, tokiy kaip monosacharidy, oligosacharidy, polisacharidy ir jy dariniy, kiekio
nustatymui. Sio metodo principas: kaitinant reakcijos misinj su koncentruota sieros riig§timi, vyksta
serija sacharidy dehidratacijos reakcijy, susidarant furano dariniams. Tuomet susiformuoja tamsios
spalvos junginiai vykstant furano dariniy kondensacijai su fenolio junginiais. Sie junginiai gali biiti
tiriami spektrofotometru; iSmatuota absorbcija yra proporcinga cukry koncentracijai [23].

Luff-Schoorl metodas — titrimetrinis cukry nustatymo metodas. Jis yra pagrjstas reakcija tarp
redukuojanciy cukry ir vario sulfato Sarminio tirpalo, kurios metu varis redukuojamas iki vario
oksido. Tuomet neredukave Cu?* jonai yra nustatomi jodometriskai [24].

Lane-Eynon yra dar vienas titrimetrinio metodo pavyzdys. Siuo atveju méginys ladinamas
biuretés pagalba | verdantj Zinomos koncentracijos Sarminj vario tartrato tirpala, kuriame yra metileno
melynojo indikatoriaus. Redukuojantys cukrai redukuoja vario jonus, meélynos tirpalo spalvos
pasikeitimas indikuoja titravimo pabaigg [25].

Nelson-Samogyi metodas yra vienas i§ klasikiniy ir placiai taikomy metody kiekybiniam
redukuojanciy cukry nustatymui. Tai yra spektrofotometrinis analizés metodas. Cukry nustatymui yra
naudojami vario reagentas ir Nelsono reagentas. Redukuojantys cukrai kaitinami Sarminéje terpéje,
vyksta Cu?* jony redukcija iki Cu*. Susidares vario oksidas redukuoja arseno molibding riigstj,
susidarant molibdeno mélynajam spalvotam kompleksui, kurio sugertis gali biiti iSmatuojama ties
520 nm bangos ilgiu, absorbcija yra proporcinga redukuojanc¢iy cukry kiekiui tiriamajame meéginyje
[23].

Benedikto metodas redukuojantiems cukrams buvo sukurtas 1911 m. mokslininko Stanley R.
Benedict kokybiniam gliukozés nustatymui §lapime [27]. Sis metodas vis dar taikomas cukry
nustatymui industriniuose, klinikiniuose, moksliniuose tyrimuose. Reakcijos mechanizmas pagristas
gliukozés laisvy karboniliniy grupiy redukavimo galimybe — platus spektras metaly jony gali biti
redukuojami, jskaitant Cu?* jonus. Sarminéje terpéje varis redukuojamas iki Cu* ir iskrenta Cuz20
nuosédos. Sio metodo privalumas — greitas redukuojanéiy cukry detektavimas dél spalvos pasikeitimo
[26]. Be kokybinio cukry nustatymo Benedikto metodas taip pat gali biiti taikomas ir pusiau
kiekybiniam tyrimui. Siuo atveju naudojamas kalio tiocianatas ir ferocianidas, susidaro vario
tiocianatas, kuris iskrenta j nuosédas ir gali buti titruojamas. Nustatyta, jog tam tikras kiekis gliukozés
redukuoja tam tikrg kiekj vario. Sios procediiros metu reakcijos komponentai kaitinami iki virimo
temperatiiros ir laSinamas méginys iki kol iSnyksta mélyna spalva [26].



1.2.2. Chromatografiniai metodai

Chromatografija — populiarus analizés metodas, plaiai taikomas miSinio komponenty
atskyrimui, identifikavimui ir gryninimui, atliekant kokybing bei kiekybing analizg. Junginiai
atskiriami priklausomai nuo jy charakteristiky, tokiy kaip dydis ir forma, krtivis, hidrofobinés grupés,
gebéjimas sgveikauti su stacionaria faze. Sis metodas yra pagristas daugkartiniu komponenty
pasiskirtymu tarp dviejy faziy: stacionarios ir judrios [28].

Dujy chromatografija — chromatografijos variantas, kai judri fazé yra dujos. Sis metodas dar
yra skirstomas j du variantus, priklausomai nuo to, ar stacionari faz¢ yra kieta, ar skysta. Kai stacionari
fazé yra kieta, analités atskiriamos dél skirtingos jy adsobcijos ant kiety daleliy. Naudojant skysta
nejudrig fazg, anali¢iy atskyrimas vyksta dél nevienodo jy pasiskirstymo tarp judrios ir nejudrios faziy
[29].

2 paveiksle pavaizduota dujy chromatografo schema. Iprastai ji sudaro neSanciyjy dujy sistema,
injektorius, dujy chromatografiné kolonele, detektorius ir duomeny registravimo sistema.
Nesanciomis dujomis naudojamos vandenilio, helio ar azoto dujos, jy prigimtis lemia GC atskyrimo
charakteristikas ir detektavimo jautrj. Termostatuojamo injektoriaus déka méginys patenka |
koloné¢les pradzig. Tuomet yra staigiai iSgarinamas aukStoje temperatiiroje ir patenka j dujing mobilig
faze, kuri juda kolon¢le esant dideliam slégiui. Komponentai pasiskirto tarp dviejy faziy ir yra
atskiriami [28].

2 pav. Dujy chromatografo schema. 1 — dujy rezervuaras, 2 — tekéjimo reguliatorius, 3 — méginio
ileidimo sistema, 4 — kolon¢lé, 5 — termostatas, 6 — detektorius, 7 — duomeny registravimo sistema,
8 — atliekos.

Dujy chromatografijoje naudojamos dviejy tipy koloné¢lés: pakuotos ir kapiliarinés. Pakuotos
biina sudarytos i§ kieto metalo ar stiklo ir uZpildytos mazomis dalelémis, kurios daznai biina
padengtos plonu didelés molekulinés masés polimero sluoksniu. Kapiliarinés kolonélés — tai labai
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mazo vidinio skersmens (apie 0,20-0,53 mm) stiklo ar lydyto silicio vamzdeliai. Jy vidiniy sieneliy
pavirSius yra padengtas plonu stacionarios fazés sluoksniu. Efektyviam ir patikimam
chromatografiniam atskyrimui reikalinga pastovi temperatira, tod¢l = GC kolonélés yra
termostatuojamos.

Detektoriai dujy chromatografijoje sgveikauja su i§ kolonélés iSeinanc¢iomis molekulémis, §i
sgveika konvertuojama ] elektrinj signala, kuris siun¢iamas i duomeny registravimo sistemg ir
gaunama chromatograma [30]. GC naudojami skirtingi detektoriai (3 pav.): liepsnos jonizacinis
(FID), terminio laidumo (TCD), elektrony pagavos (ECD), azoto-fosforo (NPD), liepsnos

fotometrinis (FPD), elektrolitinio laidumo (ELCD), atominés emisijos (AED), masiy spektrometriniai

(MS) ir kt.

Detector Selectivity Detectability Linearity
Flame ionization detector (FID) No 2 pg C/s 107
Thermal conductivity detector (TCD) No ~300 pg/mL 10+°
Electron capture detector (ECD) Halogens fg/s 10*
Nitrogen—phosphorus detector (NPD) N, P fe-pg N, P/s 107
Halogen-specific detector (XSD) Halogens pg Cl/s 10*
Thermionic ionization detector (TID) N, P ~100 fg N/s, N: 10°, P: 10*
~100 fg P/s
Photoionization detector (PID) Aromatics pg 10°
Flame photometric detector (FPD) S, P pg* S: 10%, P: 10°
Pulsed flame photometric detector (PFPD) Tuneable for 28 elements pg S/s, S, P: 10°
100 pg P/s*
Atomic-emission detector (AED) Tuneable for any element pg/s* 10
Electrolytic conductivity detector (ELCD) S, N, halogens pg 10°
or Hall electrolytic conductivity detector
Mass spectrometric detector (MSD) Yes fg-pg 10*7
Fourier transform infrared (FTIR) Yes pe 10
* The detectability considerably varies among particular elements.

3 pav. Dujy chromatografijoje naudojami detektoriai [31].

FID yra vienas populiariausiy detektoriy. IS koloné¢lés iSeinanti judri fazé¢ sumaiSoma su
vandeniliu bei oru ir nukreipiama j liepsna, kuri suskaldo organines molekules ir susidaro jonai. Tarp
degiklio galvutés ir vir§ liepsnos esancio elektrodo suteikiamas elektrinis potencialas, susidaranti
srove tuomet yra iSmatuojama ir yra proporcinga analités koncentracijai.

TCD sudarytas i§ elektra Sildomo laido ir termistoriaus. Jutiklio temperatiira priklauso nuo
aplink jj tekanciy dujy terminio laidumo. Terminio laidumo poky¢iai sukelia temperatriiros pokycius
jutiklyje, kurie yra registruojami kaip varzos pokyciai.

Vykstant elektrony pagavos detektavimui, méginys patenka i detektoriy i$ kolonélés ir praeina
pro Ni radioaktyvyjj elementg, iSspinduliuojamos B dalelés, kurios sukelia nelan¢iyjy dujy
jonizacijg ir i§laisvinami elektronai. Kai organinés molekulés, turincios elektroneigiamus funkcinius
atomus ar grupes, praeina pro detektoriy, pagauna tam tikra kiekj elektrony ir matuojama srové tarp
elektrody sumazéja [31].

Azoto-fosforo detektavimo metu stiklo karoliukas, kuriame yra Sarminis metalas, elektros
pagalba yra $ildomas, kol i§spinduliuojami elektronai. Sie elektronai tuomet yra pagaunami stabiliy
tarpiniy produkty ir susidaro vandenilio plazma, kuri jonizuoja i§ kolonélés iSeinancius junginius.
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Poliarizuojantis laukas §iuos jonus nukreipia j kolektorinj anoda, susidarant srovei. Sis detektorius
yra selektyvus junginiams, turintiems azoto ar fosforo atomy.

Naudojant liepsnos fotometrinj detektoriy, méginys sudeginamas vandenilio/oro liepsnoje ir
susidaro molekuliniai produktai, emituojantys Sviesg dél chemiliuminescenciniy cheminiy reakcijy.
Tuomet iSspinduliuota Sviesa izoliuojama nuo foninés emisijos tam tikro bangos ilgio filtrais ir
detektuojama. Sis detektorius yra atrankus sieros ir fosforo turintiems junginiams.

Elektrolitinio laidumo detektavimo metode junginiai, iSeinantys i§ kolonélés, patenka j nikelio
reakcijos vamzdelj aukstoje temperatiiroje (iki 900 °C) ir atsiskiria nuo jy halogeninti atomai, kurie
yra nuneSami ] laidumo cele. Keiciantis halogeny koncentracijai Sioje celéje, matuojamas laidumas
proporcingai kinta [31].

Masiy spektrometrija yra jautrus ir itin specifiSkas detektavimo metodas. Taikant MS, vykdoma
anali¢iy jonizacija, molekuliniy jony susidarymas ir jy fragmentavimas. Susidar¢ jonai atskiriami
masiy spektrometre priklausomai nuo jy masés-kraivio santykio ir yra detektuojami, gaunamas masiy
spektras [32].

Dujy chromatografijos metodu tiriant cukrus ir kitus angliavandenius jprastai atlickamas
meéginio derivatizavimas [33, 34]. Derivatizacija — tai metodas, pagristas cheminémis reakcijomis,
kuriy metu vieni junginiai keiiami kitais, pasizyminciais reikalingomis savybémis. GC atveju
derivatizacija dazniausiai vykdoma siekiant padidinti anali¢iy lakumg. Nelakiy angliavandeniy
polinés grupés yra pakei¢iamos vykdant sililinimo, alkilinimo, acilinimo ir esterifikacijos reakcijas
[35].

Sililinimo metu pagrinde derivatizuojamos hidroksilo, karboksilo, amino, tiolio ir fosfato
funkcinés grupés, junginio aktyvus vandenilis pakeiiamas alkilsililo grupe, gaunamas maziau
polinis, lakesnis ir termiskai stabilesnis junginys. Siai reakcijai naudojami sililinimo reagentai, tokie
kaip trimetilsililas (TMS) ar tert-butildimetilsililas (tert-BDMS).

Vykdant acilinimg junginiai, turintys -OH, -SH ar -NH funkcines grupes, atitinkamai
paverciami esteriais, tioesteriais bei aminais. Kaip ir sililinimo atveju, padidinamas analiciy lakumas,
tuo paciu sumazinant jy poliskuma. Acilinimo reagentai skirstomi j tris grupes: fluorintus anhidridus,
fluoracilimidazolus ir nehalogenintas acetilo grupes. Naudojant fluorintus anhidridus, gaunami
stabilus ir labai lakiis fluorinti alkoholiy, fenoliy ir aminy derivatai. Fluorintos funkcinés grupés ne
tik padidina junginiy lakuma, bet ir praplecia detekcijos galimybes — derivatizuotas analites galima
nustatyti elektrony pagavos detektoriumi, kuris pasizymi itin dideliu jautrumu. Fluoracilimidazolai
reaguoja su hidroksilo grupémis, antriniais ar tretiniais aminais, susidarant acilo dariniams. Naudojant
nehalogenintas acetilo grupes turinius reagentus, gaunami maziau lakiis ir ne tokie naudingi
derivatai, taCiau tam tikrais atvejais reikalingi siekiant padidinti analités sulaikymo trukme.

Alkilinimas (arba arilinimas) — R-COOH, R-OH, R-SH, R2-NH, R-NH2, R-CONH: ir R-
CONH-R’ grupiy aktyvaus vandenilio pakeitimas alkilo, alifatine ar alifatine-aromatine (pvz.
benzilo) grupe. Derivatizuojant §iuo metodu, vykdoma nukleofilinio pakeitimo reakcija, kurios metu
sumazinamas junginio poliSkumas. Alkilinant naudojami tokie reagentai, kaip dimetilformamidas
(DMF), metanolyje istirpintas NaOH ar BFs.

Esterifikavimas — reakcija, kurios metu karboksilo grupé reaguoja su hidroksigrupe, misinyje
esant katalizatoriui. Susidarantys alkil esteriai yra stabiliis, jy smailés tinkamos kiekybiniam
nustatymui [36].



Skysciy chromatografija — tai molekuliy ar jony, iStirpusiy skystoje judrioje fazéje, atskyrimo
metodas [37]. Ji gali bti atlickama kolonéléje arba plokstumoje. Siy dieny skyséiy chromatografijoje
atskyrimui dazniausiai naudojamos koloné¢lés i§ labai mazy supakuoty daleliy ir pakankamai aukstas
slégis, §is metodas geriau zZinomas kaip efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC) [38].

HPLC (angl. high performance liquid chromatography) — populiariausias, moderniausias ir
universaliausias chromatografininis metodas, jprastai naudojamas atskirti miSinio komponentus, juos
identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti [39]. Priklausomai nuo atskyrimo mechanizmo bei mobilios ir
stacionarios faziy poliskumo, HPLC yra skirstoma j adsorbcing normaliy ir atvirkséiy faziy,
pasiskirstymo, jony mainy, afinin¢ (giminingumo), jony pory chromatografija ir kitus metodus [40].

Normaliy faziy skys¢iy chromatografija (NP-HPLC) yra seniausias chromatografinis metodas,
dominaves pries atsirandant atvirk$¢iy faziy skys€iy chromatografijai. Dirbant Siuo rezimu, stacionari
fazé yra poliskesné uz mobiligja faze, o anali€iy sulaikymas stipréja didéjant stacionarios fazés
poliskumui bei maz¢jant judrios fazés poliSkumui, polinés analités yra stipriau sulaikomos nei
nepolinés [40, 41]. NP-HPLC naudojamos polinés stacionarios fazés, daZniausiai naudojamas
silikagelis [42]. Rec¢iau naudojami polinémis funkcinémis grupémis (pvz. diolio, amino, ciano)
modifikuoti silikagelio sorbentai [43]. Atskyrimas vyksta dél skirtingos anali¢iy sgveikos su sorbento
pavir§iumi, procesa lemia polinés sgveikos, tokios kaip vandeniliniy rySiy susidarymas ar dipolis-
dipolis sgveika [42]. Normaliy faziy HPLC judrias fazes sudaro labai jvairiis tirpikliai: alkanai ir
cikloalkanai (n-pentanas, n-heksanas, n-heptanas, ciklopentanas, cikloheksanas ir pan.), fluoralkanai,
chlorinti alkanai (dichlormetanas, chloroformas, anglies tetrachloridas, propilchloridas), eteriai,
esteriai (metilacetatas, etilacetatas), alkoholiai (metanolis, etanolis, 1-propanolis), aminai (piridinas,
propilaminas, trietilaminas), karbonilinés riigstys ar jy dariniai ir kt. [42]

Atvirks¢iy faziy skysCiy chromatografija (RP-HPLC) — populiariausias skyséiy
chromatografijos variantas. Atradus §j metoda XX a. 8-ajame deSimtmetyje, jis beveik pilnai pakeité
normaliy faziy varianta. Kaip pavadinimas leidzia suprasti, §is metodas yra prieSingas NP-HPLC [39].
Siuo atveju chromatografinis atskyrimas yra pagristas hidrofobine saveika tarp analités ir
hidrofobiniais ligandais padengto sorbento pavirSiaus; analités eliuojamos jy hidrofobisSkumo
didéjimo tvarka [44]. RP-HPLC naudojamos nepolinés stacionarios fazés, jprastai silikagelio
sorbentai su ant pavirSiaus kovalentiskai prijungtomis alkilo ar arilo funkcinémis grupémis. IS
alkilinty silikagelio stacionariy faziy, oktadecil- (Cis), oktil- (Cs) ir butil- (C4) padengti sorbentai yra
placiausiai naudojami [45]. Taip pat gali buiti pritaikomi jvairiis aromatinius ziedus, pavyzdziui, fenilo
ligandus, turintys silikagelio sorbentai [46]. Judrios fazés atvirk$¢iy faziy chromatografijoje yra
polinés, naudojami vandens ar buferio ir polinio organinio tirpiklio, tokio kaip metanolis,
acetonitrilas, izopropanolis ar tetrahidrofuranas, miSiniai. Anali¢iy sulaikymas yra reguliuojamas
keiciant mobilios fazés sudéti. Vanduo yra silpniausias eliuentas, didelis jo kiekis lemia didel;
sulaikyma, o organinio tirpiklio pridé¢jimas sulaikyma sumazina. Sulaikymas bei selektyvumas taip
pat gali biiti koreguojami ne tik kei¢iant judrios fazés sudétj, bet ir jos pH. Galin¢iy jonizuotis
junginiy sulaikymas kontroliuojamas buferiy ar rig§¢iy/baziy priedy pagalba [45, 47].

Jony mainy chromatografija (IEC) — chromatografinis metodas, leidziantis atskirti jonus ir
polines molekules priklausomai nuo jy giminiskumo jony keitikliui. Sis metodas yra skirstomas j
anijony ir katijony mainy chromatografija, priklausomai nuo to, ar proceso metu nustatomos analités
yra anijonai, ar katijonai [48]. IEC naudojamos jvairios tiek organinés, tieck neorganinés stacionarios
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fazés. Organiniy faziy kietg pagrindg sudaro, pavyzdziui, stireno-divinilbenzeno ar etilenglikolio-
metakrilato kopolimerai, 0 neorganinés jprastai gaminamos silikagelio pagrindu [49]. Sios dervos
yra padengtos kriivi turin¢iomis funkcinémis grupémis, prie kuriy tikslinés molekulés, esancios
miSinyje, keliaudamos kolonéle jungiasi ir yra atskiriamos — anijonai atskiriami ant katijoniniy
stacionariy faziy, ir atvirk§ciai [50]. Anijony mainy dervos dazniausiai bina padengtos teigiamomis
amino grupémis (pvz. dietilaminoetilo, ketvirtinio amino, trietilamino), o katijony mainy dervos —
neigiamo kriivio grupémis (pvz. karboksimetilo, sulfopropilo, ortofosfato). Judrig faze sudaro jvairis
buferiai. Atskyrimas pagristas elektrostatinémis sgveikomis tarp kriivj turiniy molekuliy viety ir
priesinga kruvij turin¢iy funkciniy grupiy, esanciy ant sorbento pavirsiaus. Sgveikos yra stipriausios,
kai buferio joniné jéga yra maza, todél prisijungimas gali biiti reguliuojamas keiciant joning jégg ir
pH. Molekuliy kriivis tirpale ir ant jony mainy dervos balansuojamas priesjoniais, pavyzdziui, drusky
ir buferio jonais, kurie yra pakei¢iami, kai tiksliné molekulé prisijungia prie sorbento funkcinés
grupés, vykstant jony mainams. Prijungtos molekulés desorbcija jprastai vykdoma didinant buferio
joning jéga arba keiciant pH [48].

4 paveiksle schematiSkai pavaizduota HPLC sistema. Jg sudaro skys¢iy chromatografas, kurj
sudaro judrios fazés rezervuarai, siurblys (siurbliai), méginio ileidimo sistema, kolon¢lé ir detektorius
bei kompiuteriné jranga. Siurblys reikalingas esant dideliam slégiui (50-400 bar) pumpuoti judria
faze per kompaktiSkg stacionaria faze uzpildyta kolonéle, detektorius — méginio atskyrimo
monitoringui, o kompiuteriné jranga leidzia kontroliuoti procesg ir analizuoti rezultatus. Priklausomai
nuo atliekamo tyrimo metodikos, gali buti papildomai naudojama kolonélés termostatas,
degazatorius, frakcijy rinktuvas ar keli papildomi moduliai [39].

0000000000000000000

0000000000000000000

6

4 pav. Skysc¢iy chromatografo schema. 1 — judrios fazés rezervuarai, 2 — siurbliai, 3 — méginio
ileidimo sistema, 4 — chromatografiné kolonélé, 5 — detektorius, 6 — kompiuteriné jranga, 7 —
atliekos.
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HPLC naudojami labai jvairtis detektoriai: absorbciniai ultravioletinés/regimosios $viesos
(UV/Vis), fluorescenciniai (FLD), luzio rodiklio (RID), -elektrocheminiai (ECD), masiy
spektrometrijos (MS), Sviesos iSbarstymo (ELSD) ir kt. 5 paveiksle esancioje lenteléje vaizduojami
dazniausiai taikomi detektavimo metodai ir jy palyginimas.

Detection Method Mass Detection Limitss  Note For Analytical Application

UV absorption 1 pg-1ng Relatively sensitive
Not selective
Direct and indirect

Fluorescence 10 fg-10 pg Sensitive
Selective
Native detection or pre-column
derivatization
RID 10 ng-1 pug Relatively sensitive
Not selective
Electro- Amperometric 100 fg-1 ng Sensitive
chemical Selective (can be turned to the analyte of
interest)
Conductometric 500 pg-1 ng Moderate sensitive
Universal detection
Potentiometric Not reported Not reported
FT-IR 100 ng-1 pg Relatively sensitive
Structural elucidation
Mass spectrometry 100 ag-1 ng Sensitive
(in HPLC-ESI-MS Selective (in MS/MS mode)
configuration) Structural determination (in high

resolution mode, e.g., FI-ICR-MS)
Metabolic, proteomic, and ADME studies

"LOD values are expressed in injected mass that brings to a signal-to-noise ratio of 5-folds, using
200 g/mol as molar mass with an injection volume of 10 pL.

5 pav. Dazniausiai taikomi HPLC detektavimo metodai ir jy palyginimas. [51]

Absorbciniai detektoriai yra placiausiai naudojami, detekcija yra pagrjsta ieSkomos analités
chromoforo UV/Vis §viesos absorbcija [51]. Analités koncentracija yra proporcinga absorbcijos
dydziui ir nustatoma matuojant krentancios ir pro detektoriaus cel¢ pra¢jusios Sviesos intensyvumy
santykj.

FLD matuojama tirpiy molekuliy optin¢ Sviesos emisija po suzadinimo aukStesnés energijos
bangos ilgio spinduliuote. Taikant fluorescencinj detektavima, pagerinamas jautris ir selektyvumas,
lyginant su HPLC-UV konfigtracija, ta¢iau $iuo atveju detektavimas priklauso nuo molekulés
fluorescenciniy savybiy arba reikalauja specialaus paruosimo — derivatizacijos.

Elektrocheminiai detektoriai yra labai selektyviis, ypa¢ tinka junginiy, galin¢iy oksiduotis ar
redukuotis, atskyrimui, nes yra pagristi elektrocheminémis reakcijomis ant elektrodo pavirSiaus. ECD
detektoriai suteikia net keturis galimus signalo gavimo rezimus: amperometrinj, pulsinés
amperometrijos, potenciometrinj ir konduktometrinj. Didelis selektyvumas ir jautrumas leidzia §i
detektavimo biida taikyti tiriant vaistus ir jy metabolitus biologiniuose skysciuose, ypac dé¢l reikalingo
mazo méginio Kiekio [51, 52].

Siame darbe buvo naudotas liZio rodiklio detektorius. Tai yra universalus ir seniausias skyséiy
chromatografijos detektorius. Jis yra pakankamai jautrus, taciau neselektyvus. RID matuoja optinio
luzio rodiklio skirtumg tarp judrios fazés ir méginio. Detektavimui nereikalingi chromoforai, todél
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Sis metodas sékmingai taikomas cukry, trigliceridy ir organiniy rtig§¢iy nustatymui. Dazniausiai
naudojami lGzio rodiklio detektoriai (6 pav.) sudaryti i§ refraktometro, kuriame $viesa i§ volframo
lempos nukreipta per dvi plySius turincias celes — palyginamajg ir darbinge (méginio). Palyginamoji
celé uzpildyta mobilia faze, o per darbine teka judri fazé i§ kolonélés. Sviesa, pracidama pro dvi
detektoriaus celes, skirtingai lizta ir yra pamatuojama pora fotodiody, kurie konvertuoja signalg |
iSmatuojamg jtampg [52].

Judri fazé i$ kolonélés

:

Méginio celé _—
= e
- e Fotodiodai
_— e - e
1
Sviesos $altinis N <— QGryna judri fazé

Atliekos

6 pav. Luzio rodiklio detektorius.

Nors bet koks junginys gali biiti detektuojamas RID, Sis detektorius néra labai jautrus dél mazy
luzio rodiklio skirtumy. Nedideli temperatiiros, judrios fazés sudéties ar slégio pokyciai lemia bazinés
linijos poslinkius ir triukSmus. Tai reiSkia, kad RID gali biti taikomas tik izokratinés eliucijos
saglygomis. Tam, kad buty iSlaikoma pastovi celés, i§ kolonélés tekancios judrios fazés ir
palyginamojoje celéje esancios judrios fazés temperatiira, daugumos luzio rodiklio detektoriy dalys
tarp kolonélés ir celés yra termostatuojamos. Tai lemia chromatografiniy zony iSsiplétima, todél
gaunamos platesnés smailés. Dél platesniy smailiy prastéja efektyvumas, didéja aptikimo riba [53].

Taikant masiy spektrometrija, analités i§ pradziy praeina skysc¢iy chromatografijos sistema, kur
yra atskiriamos. Tuomet patenka j MS sistema ir yra jonizuojamos jony Saltinyje. Kitaip nei GC-MS,
kur placiausiai taikoma jonizacija elektrony srautu, LC-MS daugiausia taikomos jonizacijos riisys —
elektropurkstuving (ESI) ir atmosferos slégio cheminé (APCI) jonizacijos. Vykdant ESI, susidaro
kriiv] turintys judrios fazés laSeliai, kurie nuolat mazZéja garuojant tirpikliui ir susidaro jonai dujin¢je
fazéje. APCI atveju judri fazé yra iSpurSkiama azoto dujy pagalba j kaitintuva, kur yra iSgarinama.
Tuomet vykdoma tirpiklio molekuliy jonizacija vainikine iSkrova, susidare tirpiklio jonai atiduoda
protong analitei vykstant cheminéms reakcijoms, gaunami teigiami ar neigiami jonai. Ivykdzius
jonizacija, jonai patenka ] masiy analizatoriy, kur yra atskiriami pagal jy masés-kriivio santykj (m/z),
ir véliau j detektoriy, kur yra detektuojami [54].

Dar vienas HPLC detektorius, ne toks populiarus, bet pla¢iai taikomas cukry analizéje, yra
garinantis Sviesos iSbarstymo detektorius. Taikant ELSD, eliuatas iSpurSkiamas detektoriuje ir
aerozolis iSgarinamas susidarant smulkioms anali¢iy daleléms inertiniy dujy sraute. Dalelés praeina
pro Sviesos spindulj, Sviesa iSbarstoma ir gaunamas detektoriaus signalas [55].
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Cukrai nustatomi jvairiais chromatografiniais metodais. Dujy chromatografija ir GC-MS yra
puikiai tinkancios technikos, taciau dirbant Siais metodais reikalingas specialus méginio paruosimas
ir derivatizavimas dél mazo cukry lakumo, tod¢l efektyvioji skysc¢iy chromatografija yra laikoma
pranaSesne rutininiuose tyrimuose ir yra labiau taikoma atliekant kiekybine analize. HPLC labiausiai
tinkama cukry kiekio nustatymui maiste ir gérimuose dél tikslumo ir praktiSkumo, reikalauja
palyginus mazai méginio paruo§imo, gaunamos pakankamai lengvai interpretuojamos
chromatogramos. Paprastieji cukrai yra stipriai poliniai, be kriivio ir, kadangi neturi chromoforo,
negali buti tiesiogiai nustatomi UV absorbciniais detektoriais, nebent yra derivatizuojami. Cukrai gali
bati nustatomi ir kitose matricose, ne tik maisto produktuose, taikant skyséiy chromatografijos
metodus, naudojant lizio rodiklio (RID), Sviesos iSbarstymo (ELSD), elektrocheminj pulsinés
amperometrijos (PAD) detektavima ar masiy spektrometrija [5, 56].

1.3. Hidrofilinés saveikos skys¢iy chromatografija

Hidrofilinés sgveikos skysCiy chromatografija (HILIC) — alternatyvus efektyviosios skysciy
chromatografijos metodas poliniams junginiams tirti. Sis analizés biidas leidzia efektyviai atskirti
mazus polinius junginius ant polinés stacionarios fazés [57].

HILIC atskyrimo metodas pagristas analités sgveika su kolonéléje esancia hidrofiline
stacionaria faze [58]. Atskyrimas jprastai atlieckamas ant poliniy, normaliy faziy chromatografijoje
naudojamy, sorbenty — silikagelio arba polinémis funkcinémis grupémis modifikuoto silikagelio.
Judrios fazés sudétimi dazniausiai atitinka atvirk$¢iy faziy chromatografijoje naudojamas fazes —
didZigja sudéties dalj sudaro polinis organinis tirpiklis, likusig dalj sudaro vanduo. Polinio sorbento
pavirSiuje del susidaranciy vandeniliniy rySiy susiformuoja vandens multisluoksnis, kuris atlieka
skystos nejudrios fazés vaidmenj. Atskyrimo metu analités pasiskirsto tarp stipriai polinio vandens
sluoksnio, esancio ant sorbento pavirSiaus, ir maziau polinés mobilios fazés. Kuo analité poliskesné
ir geriau tirpsta vandenyje, tuo ji yra stipriau sulaikoma [59].
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Be hidrofilinio pasiskirstymo, HILIC atskyrimas vyksta ir dél kitokiy sgveiky. 7 paveiksle
pavaizduota HILIC atskyrimo mechanizmo schema. Atlikti tyrimai rodo, jog pavirSiaus adsorbcija ir
elektrostatinés sgveikos taip pat stipriai lemia poliniy junginiy sulaikyma hidrofilinés saveikos
skys€iy chromatografijoje. PavirSiaus adsorbcija apibiidina tiesiogines sgveikas tarp poliniy anali¢iy
ir stacionariy faziy: specifines polines (pvz. vandeniliniai ryS$iai) ir nespecifines (van der Waalso
jégos) saveikas. Analités gali tiesiogiai sgveikauti su ligandais ant stacionarios fazés. Jei tiek poliniai
junginiai, tiek stacionari fazé turi kriivj, elektrostatinés sgveikos taip pat gali salygoti sulaikyma.
Traukos jégos tokiu atveju sustiprina sulaikyma, o stimos — atvirks¢iai, susilpnina [60].

7 pav. HILIC atskyrimo mechanizmas. Sgveikos: 1 — hidrofilinis pasiskirstymas, 2 — vandeniliniai
rysSiai, 3 — elektrostatinés sgveikos.

Hidrofilinés sgveikos skysCiy chromatografija gali biiti atlieckama ant jvairiy silikagelio ar
polimeriniy stacionariy faziy: nemodifikuoto silikagelio, jvairiais poliniais ligandais modifikuoto
silikagelio, jony-mainy ar cviterjoniniy stacionariy faziy ir kt. [40, 61].

Didzioji dalis HILIC stacionariy faziy yra pagamintos silikagelio pagrindu. Silikagelis jau ilgg
laikg yra naudojamas efektyviojoje skysciy chromatografijoje — kaip kolonélés uzpildas normaliy
faziy variante bei pagrindas funkciniy grupiy prijungimui atvirk§¢iy faziy variante. Taip yra dél to,
kad silikagelis yra stabilus esant aukStiems slégiams, mechaniskai patvarus, lengvai modifikuojamas
jvairiais ligandais, kurie leidzia jgyti jvairias pageidaujamas savybes [62]. Paprastas silikagelis turi
silanolines grupes, kurios gali jonizuotis ir sudaryti neigiamai jkrautg sluoksnj. Biitent dél silikagelio
pavirsiuje esanciy silanoliniy grupiy gali susidaryti pavirSinis vandens sluoksnis ir vykti hidrofilinés
sgveikos skys¢iy chromatografinis sulaikymas [63].
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Modifikuotas silikagelis gaunamas chemiskai prijungiant polines funkcines grupes ant
pavir$iaus. Sorbentai, padengti jvairiomis polinémis funkcinémis (pvz. ciano, diolio, amino, amido)
bei cviterjoninémis (sulfoalkilbetaino, fosforilcholino) grupémis (8 pav.), yra komerciskai prieinami
ir naudojami HILIC atskyrimui [40, 64].
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8 pav. HILIC stacionariy faziy funkcinés grupés. A — silikagelis, B —aminopropilas, C — triazolis,
D —diolis, E — kryZzminio rySio diolis, F —amidas, G — sulfoalkilbetainas, H — fosforilcholinas. [64]

HILIC naudojamos mobilios fazés yra organinés ( > 60 % tirpiklio, daZniausiai naudojamas
acetonitrilas (ACN)), turin¢ios nedidelj kiekj vandens/buferio [61]. Taip pat gali biiti naudojami
alkoholiai, taciau siekiant gauti tokj patj analités sulaikyma kaip aprotinio tirpiklio-vandens miSinio
atveju, reikalinga zymiai didesné jy koncentracija. Hidrofilinés saveikos skys¢iy chromatografijai ant
poliniy stacionariy faziy naudojamos organinés fazés, jprastai turin¢ios sudétyje 5 - 40 % vandens ar
lakaus buferio, jei vykdoma MS ar jkrauto aerozolio detekcija.

Mobilios fazés pH ir joniné jéga daro stiprig jtakg jonizuojamy anali¢iy sulaikymui ir
atskyrimui. Buferinés druskos ir mobilios fazes priedai, tokie kaip amonio acetatas, amonio formiatas,
amonio fosfatas ir trifluoracto riigstis, yra naudojami siekiant kontroliuoti judrios fazés pH ir joning
jéga, pagerinti smailiy forma ir kontroliuoti analités poliSkuma, kuris lemia skirtingg analiciy
sulaikyma [57, 65]. Be to, jei tirlamos galin€ios jonizuotis medziagos, pH turi biiti koreguojamas, kad
biity uztikrinama, jog analité turés vienintelg joning forma [66].

Organinio tirpiklio parinkimas stipriai veikia sulaikymga. Eliuciné tirpikliy geba HILIC metode
jprastai didéja stipréjant jy poliSkumui ir gebéjimui dalyvauti protono-donoro/protono-akceptoriaus
sgveikose: metanolis > etanolis > 2-propanolis > THF > ACN. ACN yra patraukliausias organinis
junginys, nes judrios fazés, kuriy sudeétyje kiti tirpikliai, daznai suteikia nepakankamg sulaikymg ir
placias arba nesimetri$kas smailes [67].

HILIC atskyrimas gali buti vykdomas tiek izokratiniu rezimu, tiek gradientiniu. Dirbant
izokratiniu rezimu, mobilios fazés sudétis viso tyrimo metu lieka ta pati. Gradientinio rezimo atveju
judrios fazés sudétis keiciasi, palaipsniui didinamas vandens kiekis [66, 68]. Didelis acetonitrilo
kiekis pradiniame miSinyje reikalingas sékmingam anali¢iy, pasizyminiy mazu giminingumu
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stacionariai fazei, sulaikymui. Didinant vandens kiekj eliuente, desorbuojamos stipriai sulaikomos
analités, vykdoma kolonélés regeneracija. Gradiento tipas pasirenkamas priklausomai nuo sorbento
prigimties, j judrios fazés sudétj jeinancio organinio tirpiklio ir méginio analiéiy prigimties [68].

Hidrofilinés saveikos skysCiy chromatografija turi daug specifiniy pranasumy nei jprasti
normaliy ar atvirk$¢iy faziy chromatografijos metodai. Pavyzdziui, $is analizés biidas yra tinkamas
tirti analites, kurios yra beveik nesulaikomos tiriant atvirks¢iy faziy chromatografijos biidu. Be to,
kitaip nei normaliy faziy skys€iy chromatografijoje, polinés analités puikiai tirpsta hidrofilinés
sgveikos skys¢iy chromatografijoje naudojamoje vandeningje judrioje fazéje. Taip pat taikant $j
analizes biidg nereikalingi brangiis jony pory reagentai, galima ji susieti su masiy spektrometrija. Dar
HILIC galima tirti kriiv} turin¢ias medziagas, kaip jony mainy chromatografijoje. Taigi, Sis metodas
apjungia net tris placiai taikomus tradicinius chromatografinius metodus — normaliy faziy, atvirksc¢iy
faziy ir jony mainy chromatografija [69].

IS pradziy HILIC pagrinde buvo naudojamas tik angliavandeniy, aminortigsciy ir peptidy
atskyrimui ir nustatymui, taciau nuo to laiko buvo jrodyta, jog Sis metodas taip pat gali buti sekmingai
taikomas tiriant mazas molekules, metabolitus, toksinus, oligosacharidus, aminortigstis, baltymus ir
Kitus junginius. Pastaraisiais metais susidoméjimas hidrofilinés sgveikos skysCiy chromatografija
ypatingai iSaugo dél nuolat didéjancios vaistiniy preparaty ir biologiSkai svarbiy junginiy tyrimy
paklausos proteomikoje, glikomikoje ir klinikiniuose tyrimuose [65, 70]. Taip pat HILIC tapo
naudingas atliekant narkotiniy medziagy, antibiotiky, maisto bei vandens tyrimus ir yra taikomas
biochemijos, farmacijos, agrikultiiros, maisto ir kitose srityse [71].
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2. EKSPERIMENTINIO TYRIMO METODIKA

2.1. Naudota jranga ir reagentai

Darbe naudota sertifikuota pamatiné medziaga Lab mix 24, 5 komponentai: fruktozé, gliukoze,
sacharozé, maltozé ir laktozé, 20 g/L kiekvieno, 95 % vandens, 5 % acetonitrilo tirpale.

Naudoti reagentai: acetonitrilas (> 99,95 %, VWR Chemicals), chloroformas (> 98,5 %,
Chempur), n-heksanas (> 95,0 %, VWR Chemicals), kalio heksaciano feratas(lI1) trihidratas (> 99,5
%, Eurochemicals), cinko sulfatas heptahidratas (> 99 %, Eurochemicals), dejonizuotas vanduo.

Naudoti tirpalai: Carrez I ir Carrez II. Carrez I paruosimas: 15 g kalio heksaciano ferato(Il)
trihidrato (K4[Fe(CN)s]x3H20) tirpinama 60 mL vandens ir tiiris matavimo kolbutéje privedamas iki
100 mL. Tirpalo koncentracija— 150 g/L. Carrez I1 tirpalo paruos$imas: 30 g cinko sulfato heptahidrato
(ZnS04 x7H20) tirpinama 60 mL vandens ir tlris matavimo kolbutéje privedamas iki 100 mL.

Naudotos priemonés: chromatografiniai indeliai (1,5 mL, 32 x 11,6 mm, Thermo Scientific),
stikliniai indeliai su tefloniniu kams¢iu (12 mL, borosilikatinio stiklo, Thermo Scientific), 50 ir 100
mL matavimo kolbos (A klas¢), 25 mL matavimo cilindras, 20-200 pL, 100-1000 pL ir 0,5-5 mL
tirio automatinés pipetés, filtrinis popierius (Whatman 4), 2 mL vienkartiniai Svirkstai,
polietersulfono membraniniai filtrai (Clearline, 0,45 pum, 25 mm), analitinés svarstyklés (Sartorius),
stikliniai mégintuvéliai, stikliniai piltuvéliai. Méginio paruoSimui naudotos kietafazés ekstrakcijos
kolonélés: Phenomenex Strata C18-E (55 um) 200 mg/ 3 mL; Phenomenex Strata-X 33 um Polymeric
Reversed Phase 200 mg/ 3 mL; Phenomenex Strata-X 33 um Polymeric Reversed Phase 60 mg/ 3
mL.

Hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografiné analizé atlikta naudojant HPLC sistema
Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D Plus su liizio rodiklio detektoriumi Shimadzu RID-20A.
Naudotos chromatografinés kolon¢lés: Phenomenex 150 x 3 mm, 3 um, Silica, 100A ir Phenomenex
150 x 3 mm, 3 um, Amino/Amide polyol, 100A.

2.2. HILIC metodo salygos

e Chromatografiné sistema: skystinis chromatografas Shimadzu Prominence-i LC-2030C
3D Plus su lazio rodiklio detektoriumi Shimadzu RID-20A;

e Chromatografiné kolonélé: Phenomenex 150 x 3 mm, 3 pm, Amino/Amide polyol, 100A;
e Kolon¢lés temperatura: 35 °C;

e Judrios fazés sudétis: 80 % acetonitrilas, 20 % vanduo;

e [zokratinis rezimas;

e Judrios fazés tekéjimo greitis: 1 mL/min,;

e Meéginio tiris: 1 mL;

e Injekcijos turis: 10 L.

2.3. Kalibracinés kreivés paruoSimas

Kalibracinei kreivei sudaryti buvo naudota sertifikuota pamatiné medziaga Lab mix 24, turinti

5 komponentus: fruktozé, gliukozé, sacharoze, maltoze ir laktoze, 20 g/L kiekvieno, 95 % vandens,

5 % acetonitrilo tirpale. IS Sio tirpalo buvo ruoSiami tokios koncentracijos tirpalai: 0,05; 0,1; 0,5; 1;
2,5; 5 ir 7,5 mg/mL. Méginio tirpiklio sudétis: 50 % vandeninis tirpalas ir 50 % acetonitrilas.
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2.4. Méginio paruoSimas

Pieno méginiy paruos$imas. Matavimo cilindru atmatuojama 20 mL méginio ir vykdomas
baltymy atskyrimas — pilama po 1 mL Carrez I ir Carrez II tirpaly, skiedziama matavimo kolboje iki
50 mL. Tuomet gerai iSmaiSoma ir gautos nuosédos filtruojamos. Véliau vykdomas riebaly
pasalinimas, paimama 3 mL filtrato ir jpilama i stiklinj indelj, pridedama 1 mL chloroformo ir gerai
iSplakama. Nusistovejus fazéms, imama 0,5 mL virSutinio sluoksnio ir chromatografiniame indelyje
sumaiSoma su 0,5 mL acetonitrilo.

Jogurto ir kefupo méginiy paruoSimas. Pasveriama po mazdaug 5 g méginio, kolboje
skiedziama apytiksliai 30 mL vandens ir vykdomas baltymy pasalinimas: pilama po 0,5 mL Carrez I
ir Carrez II tirpaly j praskiestus keCupo méginius ir po 1 mL j jogurto méginius. Tuomet skiedZziama
matavimo kolboje iki 50 mL, nuosédos filtruojamos. Riebaly pasalinimas: imama 3 mL filtrato ir
sumaiSoma su 1 mL chloroformo. Atsiskyrus fazéms imama 0,5 mL virSutinio sluoksnio ir
chromatografiniame indelyje sumaiSoma su 0,5 mL acetonitrilo.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Optimaliy HILIC salygy parinkimas

3.1.1. Judrios fazés parinkimas

Darbo metu buvo parenkama optimali judrios fazés sudétis. Judria faze naudoti acetonitrilo-

vandens miSiniai, kuriuose Sie tirpikliai buvo maiSomi santykiais ACN/H20 (%): A — 55/45, B —

65/35, C —75/25, D — 85/15. Judrioje faz¢je esant dideliam vandens kiekiui (45 % — 9A pav.), anali¢iy
sulaikymo trukmés labai maZos, taip pat ir skiriamoji geba, jos néra pilnai atskiriamos. MaZinant

vandens kiekj miSinyje, atskyrimas geréja (9B ir 9C pav.), taciau judrioje fazéje esant 15 % (9D pav.)
vandens, analités jau yra per stipriai sulaikomos, per 20 minuciy atskiriamos tik fruktoze ir gliukozé.
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9 pav. Judrios fazés sudéties parinkimas. ACN/H20 (%): A — 55/45, B — 65/35, C —

75/25, D — 85/15.

Vandens kiekiai buvo keisti po 10 %, optimaliausia judrios fazés sudétis gauta esant 75 %
acetonitrilo, 25 % vandens. Kai yra daugiau vandens, analités pras€iau atskiriamos del mazo jy
sulaikymo. Esant 15 % vandens, gliukozé Zymiai geriau atskiriama nuo fruktozés, taciau labai

pailgéja tyrimo laikas, tod¢l buvo nuspresta dar patikrinti tarpinj varianta, t.y. kai judrios fazés
misinyje yra 20 % vandens (10 pav.). Nustatyta, jog tokia fazés sudétis yra optimaliausia analiciy
atskyrimui ir nustatymui, fruktozé¢ nuo gliukozés geriau atskiriama, kitos analités taip pat gerai
atskiriamos viena nuo kitos, tyrimo laikas taip pat optimalus.
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10 pav. Cukry atskyrimas, kai judrios fazés sudétis ACN/H20 (%): 80/20.
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Organinio tirpiklio ir vandens santykis judrioje fazéje yra lemiamas HILIC sulaikymo kontrolés
veiksnys. Mazinant vandens, kuris yra stiprus eliuentas, koncentracija, stipréja anali¢iy sulaikymas — §is
reiskinys yra siejamas su sumazéjusiu iStirpusiy hidrofiliniy junginiy pasiskirstymu tarp skysty faziy ir/ar
padidéjusia junginiy adsorbcija ant stacionarios fazés. Esant dideliems acetonitrilo kiekiams (80 - 95 %),
sulaikymas gali padidéti eksponentiskai. I$ kitos pusés, didéjant vandens kiekiui mobilioje fazeje, didéja
iStirpusiy poliniy junginiy dalis jame, silpnéjant sulaikymui [72].

3.1.2. Nejudrios fazés (kolonélés) parinkimas

Be judrios fazés, taip pat buvo parenkama ir nejudri fazé, t.y. kolonélé. Buvo naudotos 2
vienodo dydzio kolonélés, uzpildytos vienodo dydzio sorbento dalelémis. Tik viena kolonélé
silikagelio, o kita silikagelio, modifikuoto amino ir amido grupémis. Kaip matoma i§ gauty
chromatogramy (11 pav.), silikagelio kolonélé nebuvo tinkama anali¢iy atskyrimui, o modifikuoto
silikagelio kolonél¢je buvo pilnai atskirtos visos 5 analités.
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11 pav. Kolonélés parinkimas. Kolonélé A: Phenomenex 150 x 3 mm, 3 um, Silica, 100A.
Kolonélé B: Phenomenex 150 x 3 mm, 3 pm, Amino/Amide polyol, 100A.

Naudojant nemodifikuoto silikagelio kolonéles, reikalingas cukry derivatizavimas [74]. Ant
silikagelio pavirSiaus esancios silanolinés grupés jonizuojasi, susidarant neigiamai jkrautam
sluoksniui, kurio déka susidaro pavirsinis vandens sluoksnis ir vyksta hidrofilinis pasiskirstymas [63].
Amino bei amido grupémis modifikuotose kolonélése be hidrofilinio pasiskirstymo dar papildomai
vyksta vandenilio ry$iy susidarymas tarp cukry hidroksigrupiy ir stacionarios fazés amino ir amido
grupiy, tai lemia stipresnj sulaikyma, sulaikymo trukmé didéja ilgéjant oligosacharido grandinei [74,
75].
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3.1.3. Kolonélés temperatiiros parinkimas

Parinkus tinkamg koloné¢le, taip pat buvo tiriama optimali jos temperatiira tinkamam
atskyrimui. Buvo atlikti matavimai 25, 35, 45 ir 55 °C temperatiiroje. Geriausias atskyrimas gautas
35 laipsniy temperattiroje (12 pav.) — analités puikiai atskirtos, smailés gana simetriskos.
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12 pav. Kolonélés temperatiiros parinkimas.

Didinant kolonélés temperatiirg, jprastai HILIC sulaikymas ir selektyvumas silpnégja [72, 73].
Taip pat kolonélés temperatiira lemia angliavandeniy ir pana$iy anali¢iy chromatografinj elges;,
pavyzdziui, itirpinus gliukoze, vyksta tautomerizacija ir susidaro keliy jos tautomery pusiausvyrinis
misinys; esant zemesnei temperatiirai, gali vykti pagrindiniy izomery — a- ir -gliukopiranoziy
atskyrimas ir susidaryti 2 nepilnai atskirtos smailés [73]. Tai matoma ir 12 paveiksle pavaizduotose
chromatogramose — keliant temperatiirg, analités iSeina i§ kolonélés greiCiau, yra prasCiau
atskiriamos; esant Zemiausiai kolonélés temperatarai (t = 25 °C), susidaro dviguba gliukozés smailé,
kuri didinant temperatiira tampa viena smaile.
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3.1.4. Méginio tirpiklio jtakos chromatografiniam atskyrimui tyrimas

Siekiant nustatyti, kokia itaka chromatografiniam atskyrimui daro meéginio tirpiklis, buvo
paruosti 5 mg/mL tirpalai, turintys skirtingg tirpiklio kompozicija — H2O/ACN: 90/10; 80/20; 70/30;
60/40; 50/50. Nustatyta, jog esant mazoms méginio injekcijoms (10 pL), méginio tirpiklio sudétis
beveik neturi jtakos atskyrimui (13 pav.), taciau didinant jleidziamo méginio tiirj, atskyrimas prasté¢ja
(14 pav.).

13 pav. Anali¢iy atskyrimas, kai injektuojamo méginio tairis 10 pL. A — H20/ACN (%): 90/10,
B — H20/ACN (%): 60/40.
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14 pav. Analiciy atskyrimas, kai injektuojamo meginio tiiris: A — 20 pL, B — 40 pL.
H20/ACN (%): 90/10.
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Tiriant nedidelés molekulinés masés junginius, geriausi rezultatai gaunami, kai tirpiklis —
grynas acetonitrilas, kuris yra silpniausias HILIC eliuentas. Ta¢iau méginio tirpiklyje esant dideléms
ACN koncentracijoms, susiduriama su poliniy anali¢iy tirpumo problema. Didinant vandens kiekj
injektuojamo meéginio tirpale, prastéja koloné¢lés efektyvumas dél judrioje fazéje atsirandancio
stipresnio eliuento, prastéja analic¢iy sulaikymas, gaunamos iSkraipytos, placios smailés (tai
pastebima ir 13 pav. esan¢iose chromatogramose — méginio tirpiklyje esant 90 % vandens). Sis
efektas stipréja didéjant vandens koncentracijos injektuojamo méginio tirpiklyje ir mobilioje fazéje
skirtumui; ji galima labai sumazinti pasirenkant minimaly jleidziamo méginio tiirj [76, 77].

3.1.5. Méginio paruosSimo chromatografiniam tyrimui optimizavimas

Prie§ tiriant méginius HILIC metodu su universaliu RID detektoriumi, svarbu kuo labiau
supaprastinti méginiy matricg i§ jy pasSalinant kaip jmanoma daugiau netiksliniy junginiy, galin¢iy
saveikauti su stacionaria faze ar trukdyti detekcijai. Todél buvo optimizuojama méginio paruo$imo
procediira, kurios metu paSalinami i§ méginio matricos baltymai ir riebalai.

Baltymai jprastai i§ méginio iSskiriami juos nusodinant. Tai galima atlikti jpilant organinio
tirpiklio ar drusky tirpaly. Organinio tirpiklio (pvz. acetonitrilo) pridé¢jimas lemia méginio, kuriame
yra baltymy, dielektrinés konstantos sumazéjima, o tai lemia vandens i$stimimg i§ baltymo pavirSiaus
hidrofobinio regiono, suardomos hidrofobinés sgveikos tarp baltymy méginyje, todél baltymai i$
tirpalo iSkrenta j nuosédas [78]. Atliekant baltymy nusodinima drusky tirpalais, jprastai naudojami
Carrez | (kalio heksacianoferatas) ir Carrez II (cinko sulfatas) tirpalai. Jpylus Carrez tirpaly | méginj,
susidaro mazai tirpus cinko heksacianoferatas(Il) (Zn2[Fe(CN)s]), kuris pritraukia didelés
molekulinés masés junginius, tuo paciu ir baltymus, vykstant adsorbcijai, ir susidargs kompleksas
iSkrenta j nuosédas [79]. Ir vienu, ir kitu atveju, susidariusios nuosédos atskiriamos filtruojant [78,
79].

Baltymai ir riebalai gali buiti i$skirti pasitelkiant kietafaze ekstrakcija — Siuo atveju naudojamos
sorbentu uzpildytos kolonélés, kuriose baltymai sgveikauja su sorbentu ir yra sulaikomi. Xu et al
savo darbe cukry gryninimui naudojo C18 kietafazés ekstrakcijos kolonéles [80].

D¢l paprastos, vieno Zingsnio méginio valymo procediiros, §io darbo metu i§ pradziy baltymus
ir riebalus bandyta atskirti naudojant batent kictafazés ekstrakcijos sorbentus. Darbo metu buvo
iSbandyti Sie sorbentai: Phenomenex Strata C18-E (55 um) 200 mg/ 3 mL kietafazés ekstrakcijos
kolonélés, polimerinés atvirksciy faziy kolonélés (Phenomenex Strata-X 33 um Polymeric Reversed
Phase 200 mg/ 3 mL bei Phenomenex Strata-X 33 pum Polymeric Reversed Phase 60 mg/ 3 mL).
Koloné¢lés buvo testuojamos leidziant per jas pieno méginius. Nustatyta, jog kietafazés ekstrakcijos
koloné¢lémis negalima atskirti méginyje esanciy baltymy (iS kolon¢lés iS¢jgs méginys vertintas
vizualiai). Siekiant sumazinti j kolonéle patenkanciy baltymy kiekj, buvo bandoma méginius pries
valyma skiesti, taCiau net ir daug karty praskiedus meginj nei viena i tirty kietafazés ekstrakcijos
kolonéliy norimo rezultato nedavé.
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Véliau buvo bandoma baltymus atskirti 1§ miSinio juos nusodinant acetonitrilu ir nuosédas
filtruojant. Siekiant jsitikinti, kad baltymai pasalinti, j skaidry filtratag buvo papildomai jpilama Carrez
tirpaly ir stebima, ar ims kristi nuosédos. Sis bandymas parodé, kad baltymy i§sodinimo acetonitrilu
procedira néra tinkama. Tai matoma 15 paveiksle esancioje nuotraukoje: deSin¢je pus€je meginys po
baltymy i§sodinimo acetonitrilu, o kairé¢je esan¢iame buteliuke — filtratas po Carrez tirpaly pridéjimo.

15 pav. Baltymy nusodinimo acetonitrilu tyrimas. Kairéje — filtratas po Carrez tirpaly
pridéjimo, desin¢je — meéginys po baltymy iSsodinimo acetonitrilu.

Kadangi kietafazés ekstrakcijos kolonélés bei acetonitrilas nebuvo tinkami baltymy atskyrimui,
nuspresta baltymus nusodinti Carrez I ir Carrez II tirpalais. Ipylus Siy tirpaly, baltymai iskrito j
nuosédas, kurios buvo filtruojamos. Méginys po ekstrakcijos tapo visiSkai skaidrus, §ios procediiros
metu sékmingai pasalinti baltymai.

Pasalinus i§ méginio baltymus, taip pat buvo paSalinami ir riebalai. Riebaly ekstrakcijai
dazniausiai yra naudojami organiniai tirpikliai, tokie kaip metanolis, butanolis, dichlormetanas,
chloroformas ar n-heksanas [81]. Sio darbo metu buvo vykdoma ekstrakcija su vandeniu
nesimaiSanciais tirpikliais — chloroformu ir n-heksanu. I§ pradziy ekstrakcija buvo vykdoma
sertifikuotos pamatinés medziagos tirpale ir atlickama chromatografiné analizé siekiant nustatyti, ar
ekstrakcijos metu néra paSalinama dalis anali¢iy. Nustatyta, jog po ekstrakcijos tiek vienu, tiek Kitu
tirpikliu anali¢iy koncentracijos nesumazéja. Véliau buvo atliekama riebaly ekstrakcija realivose
méginiuose. Nustatyta, kad tiek chloroformu, tiek n-heksanu galima sékmingai pasalinti riebalus 1§
méginio matricos. Nuspresta Siam tikslui naudoti chloroforma dél patogaus atskyrimo — virSuje lieka
vandenin¢ faz¢, kurig lengva paimti automatinés pipetés pagalba, nereikalingi dalijamieji piltuvai ir
kitos papildomos priemonés faziy atskyrimui.

3.2. Kalibraciniy kreiviy sudarymas

Buvo sudaromos kalibracinés kreivés. Tam parinkti tokios koncentracijos tirpalai: 0,01; 0,05;
0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 mg/mL. Nustatyta, jog 0,01 mg/mL koncentracijos nejmanoma

25



kiekybiSkai jvertinti, nes ji yra Zemiau nustatymo ribos, t.y. smailiy ir triuk§my santykis (16 pav.)
S/N <10 (1 lentelé). Todél buvo vykdomas kalibravimas nuo 0,05 mg/mL, tai yra nustatymo riba. 10
mg/mL koncentracijos tirpale susidaré dvi nesimaiSancios fazés. Taip yra todel, kad cukry
koncentracija tirpale per didelé, jie nebetirpsta dél tirpiklyje esancio acetonitrilo.

iy
o =_7,;Dstscmr B

“Fruktoze

Glivkoze
Sacharoze
Laktoze

16 pav. 0,01 mg/mL koncentracijos tirpalo chromatograma.

1 lentelé. 0,01 mg/mL anali¢iy smailiy ir triuk§my santykis.

Cukrus SIN
Fruktoze 5
Gliukozé 4

Sacharozé 2,5

Maltozé 1,6

Laktozé 1,3

Gautos kalibracinés kreivés pavaizduotos 17-21 paveiksluose. Gautos tiesinés priklausomybés,
R2=0,9987 — 0,9999.

700000
600000

500000
R*=0.9999
400000
300000

200000

Smailiy plotas, s.v.

100000
0

mg/mL

17 pav. Fruktozés kalibraciné kreive
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Smailiy plotas, s.v.
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8 pav. Gliukozés kalibracing kreive

R?=0.9997

0 2 4 6
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19 pav. Sacharozés kalibraciné kreivé.

500000

Smailiy plotas, s.v.

o

400000

300000

200000

100000

R?=0.9995

0 2 4 6
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20 pav. Laktozés kalibraciné kreivé.
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500000 -+
400000 +
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0 } t t

mg/mL

21 pav. Maltozes kalibraciné kreive.

3.3. Realiy méginiy tyrimas HILIC metodu

Nustacius optimalias tyrimo salygas, buvo parinkti tokie méginiai tyrimui: pienas, pienas be
laktozés, keCupas ir jogurtas su melynémis. ParuoSus $iuos méginius ir praskiedus
chromatografiniame indelyje acetonitrilu santykiu 1:1, buvo vykdoma jy chromatografiné analize.
Gautos chromatogramos pavaizduotos 22-25 paveiksluose.

IStyrus pieno meginj (22 pav.) nustatyta, jog didZigja cukry dalj sudaro laktoze, taip pat yra
nedidelis kiekis fruktozes bei gliukozés. Gautos anali¢iy koncentracijos pateiktos 2 lenteléje.

o
7
Fruketece
B
70.@2

22 pav. Pieno meéginio chromatograma.
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2 lentelé. Cukry koncentracijos pieno méginyje.

Cukrus ¢, 9/100 mL Neapibreéztis, g/100
mL
Fruktozé < 0,03 §
Gliukozé 0,34 0,01
Sacharozé <0,03 i
Maltozé <0,03 -
Laktozé 4,24 0,04

Palyginimui taip pat buvo tirtas to paties gamintojo pieno be laktozés méginys. I§ 23 paveiksle
pavaizduotos chromatogramos matoma, jog Siame méginyje néra laktozés smailés, taciau gliukozés
smailé¢ zZymiai didesné, taip pat atsiranda papildoma smailé¢, kurios néra tyrime naudotos pamatinés
medziagos chromatogramoje. Tai galaktozés smailé. IS gauty rezultaty galima spresti, jog Siame pieno
produkte laktozé yra suskaidyta j savo sudétines dalis — gliukozés bei galaktozés molekules. Deja,
naudojant turimg pamatin¢g medziaga nejmanoma tiksliai nustatyti galaktozés koncentracijos ir tuo
paciu bendro cukry kiekio. Fruktozés ir gliukozés koncentracijos nustatytos kiekybiskai ir pateiktos
3 lenteléje.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 1.0 20 a0 40 50 8.0 70 e.0 2.0 10.0 1.0 12,0 12.0 14.0 15,0 16.0 17.0 18.0 18.0 min

23 pav. Pieno be laktozés méginio chromatograma.

3 lentelé. Cukry koncentracijos pieno be laktozés méginyje.

Cukrus ¢, 9/100 mL Neapibréztis, g/100
mL
Fruktozé 0,04 0,001
Gliukozé 2,53 0.05
Sacharozé <0,03 -
Maltoze < 0,03 i
Laktozé <0,03 -
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Taip pat buvo tirtas kecupo méginys. Jo chromatograma matoma 24 paveiksle. Nustatyta, jog
$iame méginyje daugiausia sacharozés, taip pat yra gliukozés bei fruktozés. Siame méginyje esanéiy
cukry koncentracijos pateiktos 4 lentel¢je.

L
Petector g

24 pav. Kecupo méginio chromatograma.

4 lentelé. Cukry koncentracijos keCupo méginyje.

Cukrus c, 9/100 mL Neapibreéztis, g/100 g
Fruktozé 2,79 0,29
Gliukozé 4,98 0,51
Sacharozé 11,30 1,2
Maltozé <0,1 -

Laktozé <0,1 -

IStyrus jogurto su mélynémis méginj, gauta chromatograma, pavaizduota 25 paveiksle. Kadangi
tai pieno produktas, jame rasta laktozés. Didzigja cukry dalj sudaré pridétinis cukrus sacharozg, taip
pat rasta fruktozés ir gliukozés. Nustatytos cukry koncentracijos pateiktos 5 lenteléje.

25 pav. Jogurto méginio chromatograma.
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5 lentelé. Cukry koncentracijos jogurto su mélynémis méginyje.

Cukrus c, 9/100 mL Neapibreéztis, g/100 ¢
Fruktozé 1,37 0,008
Gliukozé 1,44 0,02
Sacharozé 6,53 0,06
Maltozé <01 -

Laktozé 2,64 0,04
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ISVADOS

e Nustatytos optimalios hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografijos salygos: silikagelio,
modifikuoto amino ir amido grupémis, chromatografiné kolon¢lé; judrios fazés sudétis —
ACN/H20 (%): 80/20; kolonélés temperatira — 35 °C; méginio tirpiklio sudétis — ACN/H20 (%):
50/50; injekcijos tiris — 10 uL. Sudarytos kalibracinés kreivés, gautos tiesinés priklausomybés
intervale 0,05-7,5 mg/mL, R? = 0,9987 — 0,9999. Metodo nustatymo riba — 0,05 mg/mL.

e Optimizuotas méginio paruoS§imas chromatografiniam tyrimui: baltymy nusodinimas Carrez | ir
II tirpalais; riebaly ekstrakcija chloroformu.

e [Stirti reallis méginiai, SUSUMavus gautas anali¢iy koncentracijy vertes, gauti bendri cukry kiekiai
atitinka ant pakuociy deklaruojamas vertes. Tai jrodo, kad parengtas metodas tikslus ir yra
tinkamas realiy méginiy analizei.
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GABRIELE KRIKSCIUNIENE
Cukry nustatymas hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografijos metodu

Cukry kiekio nustatymas bitinas kontroliuojant maisto produkty, zaliavy, vaistiniy preparaty
bei gamybos procesy kokybe ir sauga, reguliuojant kasdienj cukry suvartojimg ir siekiant sumazinti
su pertekliniu vartojimu susijusia jvairiy ligy ir sveikatos sutrikimy rizika. Siuo metu taikomi
klasikiniai cukry nustatymo metodai leidzia nustatyti tik bendra cukry kiekj méginyje, o
chromatografiniais metodais galima atskirti analites, taciau jie turi esminiy trakumy. Kadangi cukrai
yra poliniai junginiai, jy nustatymui galima taikyti hidrofilinés sgveikos skys¢iy chromatografijos
(HILIC) metoda, kuris yra pranasus tuo, kad apjungia net tris skys¢iy chromatografijos variantus, jam
nereikalingas sudétingas méginio paruoSimas, jiS puikiai derinamas su atvirkséiy faziy skysciy
chromatografijoje naudojama HPLC sistema.

Sio darbo metu buvo sékmingai parengtas HILIC metodas 5 paprastyjy cukry — fruktozes,
gliukozés, sacharozés, maltozés ir laktozés — nustatymui. Tam buvo parenkamos optimalios HILIC
salygos, optimizuojama méginio paruoSimo procediira. Nustacius tinkamiausig tyrimo metodika,
buvo atlikta realiy méginiy (pieno, pieno be laktozés, jogurto ir keCupo) analizé, gauti rezultatai
atitinka ant pakuoc¢iy deklaruojamas vertes. Gauta metodo nustatymo riba - 0,05 mg/mL; tiesiskumo
intervalas — 0,05-7,5 mg/mL.
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The Determination of Sugars by Hidrophilic Interaction Liquid Chromatography Method

Determining sugar content is crucial for ensuring the quality and safety of food products, raw
materials, medications and production processes. It also helps regulate daily sugar intake to reduce
the risk of various health issues associated with excessive consumption. While classical methods only
provide total amount of sugars, chromatographic techniques offer the ability to separate individual
analytes. However, they come with significant drawbacks. Given that sugars are polar compounds,
method called Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) can be applied for their
determination. It is advantageous because it combines three different liquid chromatography variants,
requires no complex sample preparation, and integrates well with the High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) system.

During this study, HILIC method was successfuly developed for the determination of 5 simple
sugars — fructose, glucose, sucrose, maltose, and lactose. Optimal HILIC conditions were selected,
and the sample preparation procedure was optimized. After determining the most suitable analytical
approach, analysis of real samples (milk, lactose-free milk, yogurt, and ketchup) was performed, and
the obtained results corresponded to the values declared on the packaging.
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