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SANTRUMPOS

AA — acto raigstis (angl. acetic acid)

ABC — ATP suriSancios kasetés (angl. ATP binding cassette)

BA — sviesto rugstis (angl. butyric acid)

BGE - fono elektrolitas (angl. background electrolyte)

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas

BSTFA - N, O-bis(trimetilsilil)-trifluoracetamidas

CAR - karboksenas

CE — kapiliariné elektroforezé (angl. capillary electrophoresis)
CYP7AL — cholesterolio 7 alfa-hidroksilazé

CVD - kraujagysliy ligos (angl. cardiovascular disease)

DVB — divinilbenzenas

El — elektrony srautas (angl. electron

EOF — elektroosmosinis srautas (angl. electro-osmotic flow)

FA — riebaly rugstys (angl. fatty acids)

FFAR2 — Laisvyjy riebaly rugsc¢iy receptorius 2

FID — liepsnos jonizacinis detektorius (angl. flame ionization detector)
GC — dujy chromatografija (angl. gas chromatography)

GLP-1 - gliukagong panasus peptidas 1

HDAC — histono deacetilazé

HPMEC - Zmogaus plauciy mikrovaskuliniy endotelio Igsteliy (angl. human pulmonary
microvascular endothelial cells)

HS — virSerdvé (angl. headspace)

IS — vidinis standartas (angl. internal standard)

ISOBA — izosviesto riigstis (angl. isobutyric acid)

LA — pieno raigstis (angl. lactic acid)

LC — skys¢iy chromatografija (angl. liquid chromatography)

LCFA —ilgos grandinés riebaly riigstys (angl. Long chain fatty acids)
LDL — mazo tankio lipoproteinai (angl. low-density lipoprotein)

LLE — skyscio skyscio ekstrahavimas (angl. liquid-liquid extraction)
LOD - Zemiausia aptikimo riba (angl. Limit of Detection)

LOQ — Zemiausia kvantifikavimo riba (angl. Limit of Quantitation)
LPS — lipopolisacharidas

MCFA — vidutinés grandinés riebaly ragstys (angl. Medium chain fatty acids)
MS — masiy spektrometrija (angl. mass spectrometry)

MSTFA - N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoracetamidas

MUFA — mononesociosios riebaly riigstys (angl. monounsaturated fatty acids)
O-BHA — O-benzilhidroksilaminas

PA — propiono riigstis (angl. propionic acid)

PAN/PEDOT - poliakrilnitrilas — poli(3,4-etilendioksitiofenas)

PDMS — polidimetiloksanas

PEG — polietilenglikolis

PFSPE — supakuoto pluosto kietos fazés ekstrakcija (angl. Packed-fiber solid-phase extraction)
PYY — peptidas YY



PPY — polipirolis

PUFA — polinesociosios riebaly rigstys (angl. polyunsaturated fatty acids)

ROS — reaktyviosios deguonies riisys (angl. reactive oxygen species)

RP — atvirkstiné fazé (angl. reverse phase)

RSD - santykinis standartinis nuokrypis (angl. relative standart deviation)

SCFA — trumpos grandinés riebaly ragstys (angl. Short chain fatty acids)

SIM — pasirinkto jono stebésena (angl. selected ion monitoring)

SPE — kietos fazés ekstrahavimas (angl. solid phase extraction)

SPME — kietos fazés mikroekstrakcija (angl. solid phase microextraction)

SREBP2 - sterolius reguliuojanéius elementus suriSantis baltymas 2 (angl. Sterol regulatory
element-binding protein 2)

TMS — trimetilsililas

UHPLC - itin auk$to nasumo skysC¢iy chromatografija (angl. Ultra-High-Performance Liquid
Chromatography)

UV — ultravioletiné spinduliuoté

VA — valerijono ragstis (angl. valeric acid)

WOA - silpnos organinés riigstys (angl. weak organic acids)



IVADAS

Trumpos grandinés riebaly riigstys (SCFA), dar vadinamos lakiosiomis riebaly riig§timis, yra
galutiniai endogeninés arba dietinés kilmeés angliavandeniy ir baltymy, kuriuos sukelia Zarnyno
bakterijos, fermentacijos produktai. Taip pat Sios ragStys yra naudojamos ir maisto pramonéje
fermentacijoje bei kaip konservantai. SCFA turi jvairy poveikj organizmui, pvz., prieSuzdegiminj,
imunoreguliacinj, prie§vézinj, Sirdies ir kraujagysliy sistemos apsauginj. D¢l Sios rugséiy reikSmeés
yra svarbu sukurti pigy, greitg ir selektyvy aptikimo metoda, kuris gali identifikuoti ir kiekybiskai
ivertinti SCFA jvairiuose méginiuose.

Savo svarba, SCFA suk¢lé didelj susidoméjima, todél yra atlikta daug jvairiy tyrimy, kaip
nustatyti Sias rugStis jvairiuose méginiuose. DaZniausiai yra naudojama dujy ar skysciy
chromatografija, sujungta su skirtingais detektoriais, pvz., MS ar FID. Be $iy pagrindiniy metody
yra naudojama ir kapiliariné elektroforezé. Taciau, dél savo lakumo bei sunkaus i§skyrimo i§
sudétingy matricy, yra sukurti jvairlis méginio paruoSimo biidai — skyscio-skyscio ekstrahavimas,
kietafaze ekstrakcija, derivatizacija, virSerdvés chromatografija. Kiekvienas §iy budy turi savy
teigiamy ir neigiamy aspekty. Taciau virSerdvés chromatografija parode, kad méginio paruoSimas
gali biiti greitas ir nereikalaujantis daug pastangy, kas padaro §j metoda pranaSesniu. VirSerdvés
chromatografija yra ne tik paprastas metodas, bet ir turintis didele skiriamaja geba, selektyvus bei
jautrus analizés metodas.

Darbo tikslas: jvertinti pastovaus slégio virSerdvés dujy chromatografinés sistemos galimybes
nederivatizuoty laisvyjy rigsciy nustatymui vandeniniuose tirpaluose.

UZdaviniai:
1. Optimizuoti dujy chromatografijos saglygas nederivatizuoty lakiyjy rigs¢iy atskyrimui.
2. Istirti jvairiy drusky jtaka lakiyjy rugséiy peréjimui i§ vandeninés terpés | méginio
virserdve.
3. Optimizuoti pastovaus slégio virSerdvés meginio jvedimo salygas ir jvertinti metodo

matavimo ribas.



1. TRUMPOS GRANDINES RIEBALU RUGSTYS
1.1 Riebaly ragstys

Riebaly rugstys yra alifatinés karboksirtigstys, sudarytos i§ jvairaus ilgio anglies grandiniy ir
jvairaus neprisotinimo laipsnio, kurios baigiasi karboksilo grupe. Anglies grandinés dalis gali bati
trumpa (2-6 anglies atomai) — SCFA, vidutiné (8-12 anglies) — MCFA, ilga (14-18 anglies atomy)
— LCFA ir labai ilga. Riebaly rugstys toliau gali biiti skirstomos j prisotintas, neturin¢ias nei vieno
dvigubojo rySio, arba j nesoCigsias ir turéti vieng ar daugiau dviguby nesoCiyjy jungCiy.
Atsizvelgiant ] neprisotinimy skaiciy, angliavandeniliy grandiné gali buti sudaryta i§ mononesociyjy
ricbaly ragséiy (MUFA) arba polinesoCiyjy riebaly rugsciy (PUFA). Jos visos dalyvauja
energetinéje, medziagy apykaitos ir struktiirinéje veikloje. Trumposios grandinés riebaly rugstys
veikia kaip augimo faktoriai; vidutinés grandinés riebaly riigStys yra lengvai prieinamos kaip
energijos Saltinis; sociosios ilgos grandinés riebaly rtgStys yra energijos Saltinis, bet gali biiti
susijusios su aterosklerozinio proceso vystymusi; nesoc¢iosios ilgos grandinés riebaly riigstys apima
oleino rugst] ir nepakeiiamas riebaly riigStis (linoleatg ir linolenatg), ir visos jos yra susijusios su
pagrindiniais medziagy apykaitos procesais; labai ilgos grandinés riebaly rugstys yra biidingiausios
biologiniy membrany molekulés [1].

Trumpos grandinés riebaly ragstys, taip pat Zinomos kaip lakiosios riebaly ragstys, susideda
1§ karboksilo grupés (COOH), susijungusios per anglies-anglies rySius su 1-5 papildomy anglies
atomy grandinémis ir zymimos C2 (acto rugstis), C3 (propiono riigstis), C4 (sviesto riigstis), C5
(valerijono rugstis) ir C6 (kaprono rugstis) (1 lentelé) [2,3]. Tarp jy acetatas, propionatas ir butiratas
yra trys pagrindiniai SCFA, kurie sudaro 90-95% zarnyno mikrobiotos pagaminty SCFA [3,4].

1 lentelé. Trumpos grandinés riebaly rtigstys

Rugstis Anglies atomy skaicius Struktiira pKa
0O
Acto rugstis 2 4{ 4.76
OH
O
Propiono rugstis 3 \)L 4.87
O

O

Sviesto riigstis 4 /\)J\
@)
O

4.84

O

H
H
Valerijono riigstis 5 \/\)J\ 4.82
OH
Kaprono riigstis 6 /\/\)J\ 4.88
OH




1.2 Saltiniai ir paplitimas
1.2.1 Organizme

Zarnyno mikrobiota ir jy metabolitai gali atlikti svarby vaidmenj Zmoniy sveikatai ir ligoms
[4]. VirSkinamajame trakte fermentuojami biologiSkai aktyviis junginiai, tokie kaip trumpos
grandinés riebaly rigstys ir amoniakas, gali turéti jtakos sveikatai [5]. Trumposios grandinés riebaly
rugstys (SCFA) daugiausia gaminamos Zzarnyno mikrobiomui fermentuojant maistines skaidulas,
angliavandenius ir kitas augalinés kilmés maistines medziagas zarnyne (polisacharidus, krakmola ir
net endogeninius glikanus), taip pat gali buti gaminamos odos ir maksties bakterijy [4—7]. Maistinés
skaidulos yra pagrindiniai SCFA Saltiniai ir gali biiti skirstomi j tirpias (pvz., pektinus ir inulinas) ir
netirpias maistines skaidulas (pvz., jvairiy formy atspariy krakmoly) [2,4]. Vir§kinimui atsparis
angliavandeniai ir tie, kurie nepasisavinami plonojoje Zarnoje, yra prieinami storosios zarnos
bakterijy fermentacijai, dél kurios susidaro Sios riigStys. Baltymy ir peptidy virSkinimas taip pat
padidina SCFA gamyba. Apie 80-90% SCFA absorbuojama storojoje zarnoje per protonuoty SCFA
difuzija ir anijony mainus, o likusi dalis pasalinama su i$matomis [6].

Fermentacijos produktai gali skirtis kokybiSkai ir kiekybiskai, ypac storojoje Zzarnoje.
Fermentacijos metabolity koncentracijos yra glaudziai susijusios su mikroby aktyvumu, kuris
vyksta jvairiose virskinimo sistemose [3]. Sveiky asmeny gaminamy SCFA kiekis ir tipas priklauso
nuo gaubtingje Zarnoje esancios mikrobiotos rasies ir kiekio, pH vertés, substrato Saltinio ir jo
prieinamumo ir zarnyno tranzito laiko, kadangi fermentacijai naudojami substratai palaipsniui
iSsenka [3,4,6]. Kombinuoty SCFA koncentracija gaubtinéje zarnoje gali siekti net 150 mM, todél
JOs yra vienos i$ gausiausiy bakterijy metabolity storojoje zarnoje [2]. Be to, Seimininko fiziologija,
tokia kaip zarnyno aplinka, mikroby ir Seimininko sgveika ir net socialinis stresas, gali turéti jtakos
SCFA gamybai [4]. Pavyzdziui, tyrime nustatyta, kad streso poveikis sumazino gaubtinés zarnos
SCFA kiekj pelése, moduliuodamas zarnyno mikrobiota, pvz., sumazindamas SCFA gaminanciy
Anaerostipes, Butyricicoccus, Coprococcus ir Parabacteroides gentis, taip pat padidindamas
Odoribacter gausa [4,8]. Be to, daugiau nei 90% SCFA yra absorbuojami i§ Zarnyno ertmés ir
metabolizuojami kolonocituose arba kepenyse. Butiratas yra svarbus kolonocity energijos Saltinis,
todé¢l tik nedidelis butirato kiekis pasiekia kepeny sistema, o kiti absorbuoti SCFA, kuriy
kolonocitai nemetabolizuoja, ypa¢ acetatas ir propionatas, gali pasiekti kepenis per varty vena.
Kepenys yra pagrindine SCFA metabolizmo vieta Zmonéms, nes mazdaug 40 % acetato ir 80 %
propionato varty venoje pasisavinama ir metabolizuojama kepenyse. Be to, nedidelé dalis SCFA
tiesiojoje zarnoje gali apeiti kepenis ir patekti tiesiai  sistemin¢ kraujotakg per viding klubiné veng

[4].
1.2.2 Maisto pramong¢je

Jogurtas neabejotinai yra vienas 1§ labiausiai paplitusiy fermentuojamy produkty, gaunamas
fermentuojant pieng specifiniais bakterijy kamienais, galiniais jj fermentuoti skaidant molekulinius
rySius su cukrumi, daugiausia su laktoze, ir gaminant riigstis (daugiausia pieno riigstj), o dél to
koaguliuoja baltymai, kurie sutirStina matrica. Be gerai Zinomo teigiamo jogurto vartojimo poveikio
zmoniy sveikatai, nedaug tyrimy skirta SCFA kiekiui raugintame piene jvertinti [9]. Buvo jrodyta,
kad ozky piene, raugintame su Lactobacillus rhamnosus GG, bendras SCFA kiekis buvo
reikSmingai didesnis nei nefermentuotame ozky piene (p < 0,05). Kita vertus, ilgy grandiniy riebaly



rugsciy (LCFA) kiekis palaipsniui maz¢jo, o tai rodo, kad uz LCFA hidrolize gali biiti atsakinga
lipoproteiny lipazé, dél kurios susidaro ir SCFA, ir vidutinés grandinés riebaly riigstys [10].

Visame pasaulyje tradiciSkai gaminama ir vartojama daug fermentuoty gérimy, daugiausia
alkoholiniy. Tarp jy svarbig vieta uzima alus. Jrodyta, kad fermentacijos metu SCFA koncentracija
gerokai padidéja - nuo 1,2-2,2 mg/l iki 2,3-8,1 mg/l. Atrodo, kad pradiniai alaus gamybos proceso
etapai taip pat gali turéti jtakos SCFA kiekiui galutiniame produkte. Visy pirma, kai naudojamas
infuzinis rauginimas, bendras SCFA, daugiausia butiraty, kiekis yra didesnis, palyginti su nuoviru
[11].

D¢l didelio cukraus ir nesuvirS§kinamy angliavandeniy kiekio vaisiai gali biiti laitkomi viena
geriausiy zaliavy fermentuotiems produktams gaminti. Nustatyta, kad zaliy gvajavos vaisiy
fermentacija su L. plantarum gerokai padidino butirato kiekj, palyginti su nefermentuota kontrole
(nefermentuota: 1,30 £ 0,39 ng/100 ml; fermentuota: 17,85 + 0,68 ng/100 ml) [12]. Tai rodo, kad
vaisiy angliavandeniai gali biiti naudingas substratas bakterinei fermentacijai, dé¢l kurios padidéja
biologiSkai aktyviy galutiniy produkty, jskaitant SCFA, gamyba. PanasSiai kaip ir vaisiai, darZovés
taip pat gali biiti laitkomos gera Zaliava fermentuotiems produktams gaminti. Neseniai atlikto tyrimo
duomenimis, L. rhamnosus GG fermentuotose morky sultyse, palyginti su nefermentuotomis,
gerokai padaugéjo SCFA (nefermentuotose morky sultyse: acetato 0,16 + 0,02 mg/ml, propionatas
0,51 + 0,07 mg/ml, butiratas 0,64 + 0,11 mg/ml; fermentuotos morky sultys: acetatas 0,42 + 0,05
mg/ml, propionatas 0,72 + 0,09 mg/ml, butiratas 0,995 + 0,09 mg/ml; p<0,05). Be to, Siuo atveju
mitybos skaiduly fermentacija buvo laikoma pagrindiniu padidéjusios SCFA gamybos mechanizmu
[13].

Taigi, SCFA kiekis fermentuotuose produktuose yra didesnis nei nefermentuotuose
produktuose, pripazjstant, kad mikroorganizmai atlieka svarby vaidmenj metabolizuojant maisto
matricas, gaminant ir iSskiriant biologiskai aktyvias medziagas [9].

Ivairios mazos silpnos organinés riigstys (WOA) buvo naudojamos kaip maisto konservantai
labai ilga laikg. Sios silpnos riigitys sulétina jvairiy gendanéiy bakterijy, mieliy ir pelésiy augima,
neturédamos akivaizdaus nepageidaujamo poveikio skoniui ar toksiSkos vartotojui. Nedisocijuotos
WOA konservanty forma veiksmingiau sulétina augima nei disocijuota forma, nors pastaroji gali
turéti tam tikra toksiSkumo lygj. Taigi WOA yra veiksmingiausi, kai naudojami esant Zemoms pH
vertéms, mazesnéms nei jy pKa verté. Manoma, kad tokiomis sglygomis neutrali riigstis difunduoja
per plazmos membrang ir disocijuoja citozolyje, kurio pH paprastai yra didesnis. Tokiu budu
protony gradientas vir§ membranos yra iSeikvotas ir anijonas gali kauptis iki potencialiai toksisko
lygio lastelés viduje. Tai zinoma kaip klasikiné silpny riigs¢iy konservanty teorija [14]. Viena i$
dazniausiai naudojamy WOA konservanty yra acto ragstis, kuri yra naudojama kaip pelésiy
inhibitorius, jos yra fermentuotuose maisto produktuose, taip pat nesunku gauti komerciskai. Acto
rigsties slopinamasis poveikis pagrjstas ,,silpny rigsciy konservanty teorija“ [15].

Propiono (propano) riigstis (E280) ir jos natrio (E281), kalcio (E282) ir kalio (E283) druskos
yra konservantai, kuriy galima déti | miltus, kad baty slopinamas Bacillus subtilis augimas duonos
gaminiuose ir tam tikruose miltiniuose konditerijos gaminiuose. Sio mikroorganizmo sporos yra
atsparios karscCiui ir, jei joms leidZiama sudygti, duona gali tapti ,,lyné*. Tokia duona turi irstanciy
vaisiy kvapa ir atsiranda geltonai rudy démiy, kurios yra aiskiai lipnios liesti. Propionatai taip pat
naudojami siekiant stabdyti pelésiy augima, nesukeliant reikSmingo mieliy raugo aktyvumo
sumaz¢jimo ir nepazeidziant duonos organoleptiniy savybiy [16].
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1.3 Svarba ir poveikis

Pastaraisiais metais daug tyrimy jrodé, kad zarnyno mikrobiota ir jos metabolitai atlicka
gyvybiskai svarby vaidmenj Zmoniy sveikatai. Zarnyno mikrobiotos kilmés SCFA parodé jvairy
biologin]} poveikj Seimininkui, pvz., prieSuzdegiminj, imunoreguliacinj, nutukimg maZzinantj,
priesveézinj, Sirdies ir kraujagysliy sistemos apsauginj, hepatoprotekcinj ir neuroprotekcinj poveik].
SCFA vaidmuo zmoniy sveikatai ir ligoms tapo moksliniy tyrimy tasku [4]. Dél trumpos grandinés
riebaly rugsciy biologinés reikSmés svarbu sukurti pigy, veiksmingg, jautry, greitg ir selektyvy
aptikimo metoda, galint] identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti SCFA sudétinguose biologiniuose
méginiuose [5,6].

Taip pat vis daugiau tyrimy rodo, kad fermentacija, istoriSkai naudota greitai gendanciy
maisto produkty konservavimui, gali biuti laikoma naudinga priemone fermentuoty produkty
maistinei vertei padidinti, nes padidéja biologiSkai aktyviy junginiy, jskaitant trumposios grandinés
riebaly riigstis, kaip galutiniai bakterijy produktai, kuriy teigiamas poveikis zmogaus sveikatai yra
gerai zinomas [9].

1.3.1 PrieSuzdegiminis poveikis

Uzdegimas yra susijes su daugelio ligy atsiradimu ir vystymusi. Pastaraisiais metais daugelis
tyrimy parodé, kad SCFA gali sumazinti uzdegiminiy veiksniy gamyba keliais signalizuojanciais
budais. SCFA susilpnino uZdegiminj atsakg, sumazindami prouzdegiminiy mediatoriy gamybg ir
padidindami prieSuzdegiminiy mediatoriy gamyba [4]. Tyrimas parodé, kad propionatas ir butiratas
sumazino lgsteliy uzdegima, slopindami interleukino (IL)-6, reaktyviyjy deguonies rusiy (ROS)
ekspresija, taip pat sustiprindami IL-10 ekspresija [17]. Taip pat butiratas susilpnino
lipopolisacharido (LPS) sukelta uzdegima, padidindamas IL-10 reguliavimg esant septiniam Sokui
[18]. LPS gydyty naujagimiy peliy modelyje natrio propionatas sumazino plauc¢iy uzdegimg ir
oksidacinj stresg; LPS gydytame Zzmogaus plauciy mikrovaskuliniy endotelio lgsteliy (HPMEC)
modelyje natrio propionatas ne tik pagreitino Nrf2 branduolio translokacija, apsaugojo lasteles ir
skatino angiogenezg, bet ir sumazino uzdegiminj atsaka per NF-«B kelig [19]. Be to, kai kurie
SCFA turé¢jo sudétingy dvikrypCiy reguliavimo savybiy. Nustatyta, kad acetato lygis neigiamai
koreliavo su prieSuzdegiminiu biomarkeriu interferonu-y (IFN-y), o butirato ir valerato lygis
teigiamai koreliavo su IFN-y ir naviko nekrozés faktoriumi-a (TNF-a) [4].

1.3.2 Imunoreguliacinis poveikis

Trumposios grandinés riebaly riigStys gali reguliuoti jgimty imuniniy lasteliy, tokiy kaip
dendritinés lgstelés, funkcija dalyvauti imuninéje sistemoje [4]. Taikant ovalbumino sukelty
alerginiy peliy modelj, maisto papildas su SCFA gali uzkirsti kelig vankomicino sukelto plauciy
uzdegimo patiméjimui, nes susilpnina dendritiniy lgsteliy migracijg ir aktyvacija [20]. Taip pat
skatinty T ir B lasteliy diferenciacijg, kad bity reguliuojamas antigenui biidingas adaptyvus
imunitetas. SCFA imunoreguliacinis poveikis daugiausia pasiekiamas tiesiogiai sujungiant specifinj
SCFA su G baltymu susietg receptoriy (pvz., GPR41) ant Iastelés pavirSiaus ir patenkant j lasteles,
kad reguliuoty lasteliy metabolizma ir slopinty histono deacetilaze (HDAC) [21].
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1.3.3 Nutukimg mazinantis poveikis

Nutukimas atsiranda dél energijos suvartojimo ir jo disbalanso, o trumposios grandinés
riebaly rtgstys vaidina pagrindinj vaidmenj jj valdant [4]. Tyrimai rodo, kad motinos pieno SCFA
apsaugo nuo per didelio kudikiy svorio padidéjimo [22]. SCFA reguliuoja apetita tokiais
mechanizmais kaip vagalinis aferentinis aktyvavimas, o butiratas yra veiksmingiausias [23]. SCFA
taip pat daro jtaka sotumo hormonams, tokiems kaip j gliukagona panaSus peptidas 1 (GLP-1),
peptidas YY (PYY) ir leptinas, mazindami apetitg ir riebaly kaupimasi moduliuodami genus ir
hormonus. SCFA slopina lipogeneze, mazina trigliceridy kaupimasi ir skatina baltojo riebalinio
audinio rudumg — visa tai prisideda prie nutukimo mazinimo [24].

1.3.4 Kardioprotekcinis poveikis

Sirdies ir kraujagysliy ligos (CVD) yra pagrindiné pasauliné sveikatos problema, kuriai
biidingas didelis sergamumas ir mirtingumas. Trumposios grandinés riebaly riigstys sitilo apsauginj
poveikj nuo CVD jvairiais mechanizmais [4].

SCFA mazina ateroskleroze, nes slopina cholesterolio absorbcija Zarnyne. Butiratas ir
propionatas reguliuoja cholesterolio pernesé¢jus, tokius kaip Npclll (pagrindinis cholesterolio
perneséjas zarnyne) ir ATP suriSancios kasetés (ABC) transporterius, mazindami aterosklerozinius
pazeidimus. Jie taip pat sumazina bendrg cholesterolio kiekj plazmoje, didindami tulzies rtigsties
18siskyrimg su iSmatomis ir reguliuvodami genus, tokius kaip sterolius reguliuojancius elementus
suriSantis baltymas 2 (SREBP2), mazo tankio lipoproteiny (LDL) receptorius ir cholesterolio 7 alfa-
hidroksilazé (CYP7AL) [25].

SCFA taip pat turi antihipertenzinj poveikj. Acetatas, butiratas ir propionatas maZzina
kraujosptidj. Acetatas palaiko kraujagysliy susiaur¢jimg ir vazodilatacijos pusiausvyrg per SCFA
receptorius, uzkertant kelig didelés fruktozés dietos sukeltai hipertenzijai. Propionatas palengvina
sirdies hipertrofija, fibroze ir kraujagysliy disfunkcijg, daugiausia per Treg lasteles [4,26,27].

1.3.5 Priesvézinis poveikis

Trumposios grandinés riebaly riigS§tys parodé priesvézinj poveikj jvairiais mechanizmais.
SCFA slopina gimdos kaklelio vézio lasteliy dauginimasi, sumazindami laisvyjy riebaly rugsciy
receptoriaus 2 (FFAR2) ekspresija ir slopina gaubtinés ir tiesiosios Zarnos vézio vystymasi,
sukeldami lgsteliy ciklo sustabdyma [28,29]. Jie taip pat sumazina su kolitu susijusj gaubtinés ir
tiesiosios zarnos naviko daznj ir dydj, pagerindami gaubtinés Zarnos uzdegima ir mazindami lasteliy
dauginimasi. Be to, propionatas ir butiratas sumazina plauc¢iy metastazes melanomos atveju,
padidindami CCL20 ekspresijg ir sumazindami Th17 Igsteliy idarbinimg. Valerijono rigstis slopina
kepeny vézio lasteliy kolonijy susidaryma, migracijg ir invazija in vitro ir slopina kepeny lasteliy
karcinomos vystymasi in vivo, pagerindama iSgyvenamumg. Pentanoatas ir butiratas padidina vézio
imunoterapijos veiksminguma perprogramuodami citotoksinius T limfocitus ir chimeriniy antigeny
receptoriy T lasteles [4].

1.3.6 Svarba maisto pramong¢je
Fermentacija istoriskai buvo naudojama kaip greitai gendanciy maisto produkty galiojimo

laiko prailginimo strategija [30]. Laikui bégant fermentuoty maisto produkty ir gérimy gamyba bei
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vartojimas labai iSaugo dél jy savito ir vertinamo skonio bei pripazintos naudos sveikatai.
Pastaraisiais deSimtmeciais moksliniai tyrimai sutelké¢ démesj | naudinggsias fermentuoty maisto
produkty ir gérimy savybes ir jy poveikj zmoniy sveikatai [13]. Be gerai zinomo jy vaidmens
virSkinamojo trakto srityje, daugéja jrodymy, kad Sios klasés produktai gali pagerinti keleta
medziagy apykaitos rodikliy, jskaitant glikemijg, lipidemijg ir oksidacinj stresa, kaip parodé in vivo
tyrimai su gyvunais [31,32].

Pazymétina, kad fermentacija buvo nurodyta kaip priemoné maisto produkty ir gérimy
maistinei vertei padidinti, nes padidéja biologiskai aktyviy junginiy (t. y. polifenoliy) biologinis
prieinamumas ir susidaro sveikatai palankiis galutiniai produktai, tokie kaip SCFA. I§ pastaryjy,
trumposios grandinés riebaly riigStys pastargjj deSimtmet] tampa vienais i§ labiausiai tiriamy
junginiy dél jrodyto teigiamo poveikio zmogaus sveikatai [33].
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2.  TRUMPOS GRANDINES RIEBALU RUGSCIU NUSTATYMO METODAI

Tinkamas metodas, naudojamas SCFA analizei, paprastai priklauso nuo tyrimo tikslo ir yra
atliekamas kaip metabolomikos dalis bei maisto pramonés procesuose fermentuojant [34,35].
Ivairuose méginiuose SCFA nustatyti naudojami skirtingi atskyrimo metodai, dazniausiai dujy
chromatografija (GC), sujungta su skirtingais detektoriais [6].

2.1 Skys€iy chromatografija

Kaip alternatyva dujy chromatografijai, egzistuoja trumpos grandinés riebaly riigsciy analizés
btdas naudojant skysciy chromatografijg (LC). LC-MS sistemos naudojimas pagerina nustatymo
jautrumg ir selektyvuma. Be to, patobulinus LC metodus (pvz., jdiegus itin auks$to nasumo skysciy
chromatografija — UHPLC), analizés laikas zymiai sutrumpé¢ja neprarandant skiriamosios gebos.
Apskritai kiino skys¢iy LC-MS analizés populiarumas vis dar auga. Taip yra dél daugybés
privalumy, tokiy kaip suderinamumas su biologiniais méginiais, didelis jautrumas, galimybé gauti
spektring informacijg, leidZzianCig apibiidinti analit¢, naudojimo paprastumas, platus prieinamumas
klinikinése laboratorijose. Taciau tiesiogine SCFA analizé LC-MS metodu praktiSkai nejmanoma
del labai prasto jonizacijos efektyvumo. Pagrindinis derivatizacijos proceduros tikslas prie§ savo
analizés etapa yra anali¢iy chromatografinés elgsenos ir MS aptikimo savybiy pagerinimas [35].

Viename i§ tyrimy buvo sékmingai sukurtas paprastas ir patikimas atvirkstinés fazés LC-
MS/MS metodas pagrindiniy SCFA kiekiui zmogaus, ziurkiy ir peliy plazmoje nustatyti.
Optimizuotas derivatizavimas, méginio paruoSimas ir LC-MS / MS leido sukurti metoda, kuris
buvo patikimas analizuojant SCFA koncentracijg skirtingose plazmos matricose. Kaip
derivatizavimo agentas, naudotas O-benzilhidroksilaminas (O-BHA), kartu su skyséio-skyscio
ekstrakcija. Analizé optimizuota naudojant anks¢iau susintetintus ir kaip standartus naudotus SCFA
darinius, kurie buvo charakterizuoti BMR spektroskopija. Analizé buvo atliekama naudojant C18
kolonéle gradientiniu elivavimu (tirpiklis A: H2O, tirpiklis B: acetonitrilas, abu partigstinti
skruzdziy ragstimi 0,1 % v/ v). Buvo istirtas kiekvienos analités (AA, PA, IsoBA, BA ir VA)
suskaidymas, siekiant nustatyti geriausig produkto jong kiekybiniam jvertinimui (1 pav.). Kiekvieno
SCFA MS-MS suskirstymas parod¢ intensyviausig signalg esant m/z 91, atitinkantj benzilo grupés
iSsiskyrimg. O wvalerijono riigS§tis rodé gausiausig signalg esant m/z 124, atitinkantj O-
benzilhidroksilamino grupés issiskyrima [36].

VA

1 pav. SCFA metanolio tirpalo LC-MS/MS chromatograma, kiekvienos riigsties
koncentracija yra 200 uM
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Taip pat yra sukurtas greitas ir jautrus HPLC-UV metodas, skirtas kiekybiniam keturiy
trumposios grandinés riebaly rtgsciy (SCFA) ir pieno ragsties (LA), susidaranéiy in vitro
fermentacijos metu, nustatymui. SCFA ekstrahavimas i§ bakterijy kultiiry supernatanty pasunkéja
del jy poliSkumo ir nepastovumo. Aptikimas gali biti atliekamas tik esant trumpam neselektyvaus
UV bangos ilgiui (210 nm), nes néra reikSmingo chromoforo. Todél ypatingas démesys buvo
skirlamas méginio paruoSimo procediros optimizavimui ir HPLC-UV salygoms. Galuting
ekstrahavimo procediira sudaré skyscio ir skysCio atgalinis ekstrahavimas naudojant dietileter;.
Analize¢ atlickama naudojant C18 3 pum daleliy dydZio kolon¢le ir rugstinés terpés mobilig faze,
sudaryta i§ 20 mM NaH2POg, ir koreguota iki pH 2,2 su fosforo riigS§timi (A) ir acetonitrilu (B).
Chromatografija trunka vos 15 min, kas reiskia, kad per dieng galima iSanalizuoti nemazg kiekj
méginiy (2 pav.). Taip pat nereikia atlikti derivatizacijos, kas padaro §] metodg paprastu ir pigiu
[37].
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2 pav. Didelés terpés méginio (SCFA i;miA koncentracija 25 mM) HPLC-UV analizes
chromatograma, naudojant C18 kolonéle, kurios daleliy dydis yra 3 um [37]

2.2 Kapiliariné elektroforezé

Kapiliariné¢ elektroforezé (CE) yra atskyrimo metodas, pagristas krivi turiniy junginiy
judéjimu skystoje terpéje, kai veikiama elektros jtampa [38,39]. Tai yra universalus metodas, kuriuo
galima atskirti daugybe anali¢iy — neorganiniy jony, mazy molekuliy, peptidy, taip pat ir dideliy
baltymy. CE yra veiksminga alternatyva ir (arba) papildymas pageidaujamoms HPLC ir GC
technikoms [35]. Palyginti su chromatografijos metodais, CE turi tam tikry pranasumy, tokiy kaip
maza analizés kaina, mazesnis méginio ir tirpiklio suvartojimas ir mazas zonos isSplétimas,
uztikrinantis didel¢ smailés skiriamaja geba [38,39].

Buvo sukurtas trumpos grandinés organiniy ragsciy (jskaitant keturias SCFA) analizés CE-
UV metodas, pagrjstas atskyrimu poliakrilamidu dengtame kapiliare, o atskyrimo terpg sudaré 234
mM fosforo riigsties (pH 6,1 koreguota NaOH) ir 12 % metanolio. CE-UV keturiems tirtiems
SCFA pasitlé kiekybinio jvertinimo (LOQ) ribg nuo 16,1 iki 49,6 uM. Be to, metodas buvo
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apibudintas kaip greitas ir paprastas, méginio iSankstinis apdorojimas reikalavo tik ekstrakcijos
vandenius ir tolesnio tiesioginio jvedimo j CE analizatoriy [35].

Taip pat buvo sukurtas ir kitas greitas ir nebrangus kapiliarinis elektroforezinis (CE) metodas
acto, propiono ir sviesto riigStims peliy iSmatose (100 mg méginio) nustatyti. Méginiy pH
koreguotas iki 2-3, naudojant druskos rugsties tirpala, tuomet méginiai skiesti 1:10 fono elektrolitu
(BGE) ir pastoviu slégiu jvesti j kapiliaring elektroforezés sistemg. Kiekvieno méginio analizé buvo
atlikta trimis pakartojimais, naudojant lydyta silicio dioksido kapiliarg. Taikoma +25 kV jtampa.
Kaip elektrolity sistema buvo panaudota 160 mmol/L tris(hidroksimetil)aminometano: 10 mmol/L
benzenkarboksirtigsties tirpalo, kurio pH 8,5. Anali¢iy fiksavimas buvo atlikta naudojant
ultravioletinj (UV) detektoriy esant 228 nm bangos ilgiui. Buvo tiriami ir Kiti bandos ilgiai nuo 200
iki 300 nm. Kiekybinis jvertinimas buvo atliktas 228 nm bangos ilgyje, nes tai parodé gera
kompromisg tarp jautrumo ir trikdziy signalo nebuvimo. Tinkamas SCFA smailiy atskyrimas buvo
pasiektas per 10 min [40].

Skirtingai nuo chromatografijos metody, atskyrimo mechanizmas CE yra pagrjstas anali¢iy
mobilumu kapiliare. Kai jtampa yra tiekiama iSilgai silicio dioksido kapiliaro, susidaro dvigubas
elektrinis sluoksnis ir sukuria elektroosmosin} srauta (EOF), kuris yra atsakingas uz katijony ir
anijony nukreipimg link katodo. Todél SCFA atskyrimas priklauso nuo jy elektroforetinio judrumo,
kuris yra proporcingas jono kriiviui ir atvirks$¢iai proporcingas molekulinei masei, molekulés formai
(skersmeniui). Esant pH 8,5, SCFA egzistuoja anijonine forma, o tai rei$kia, kad analité, kurios
molekuliné masé mazesné, bus paskutiné, kuri migruos i$ kapiliaro ir turés ilgiausig migracijos
laikg (Tm). Tod¢l buvo pastebéta tokia migracijos tvarka: EOF Zymuo (Tm = 3,54 min); 2-
etilsviesto rugstis (Tm = 5,93 min.); sviesto rugstis (Tm = 6,74 min.); propiono ragstis (Tm = 7,54
min.) ir acto rigstis (Tm = 8,72 min.) [40].
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*Concentrations: 1 mM IS (2-ethylbutyric acid); 4.0 mM n-butiric acid; 6.5 mM propionic acid and 20mM acetic acid.

3 pav. Elektroferograma, gauta a) etaloninio tirpalo ir b) dekstrano natrio sulfato méginio
SCFA misiniui [40]
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2.3 Dujy chromatografija

Dujy chromatografija (GC), sujungta su jvairiy tipy detektoriais (pvz., liepsnos jonizacijos
detektoriumi — FID, MS), yra dazniausiai naudojamas organiniy rags$ciy analizés metodas
biologiniuose meéginiuose. GC-FID yra jprastas metodas, naudojamas SCFA analizéje. FID
aptikimas sitilo platy tiesiSkumo ir tikslumo intervalg, nebrangias sanaudas, taip pat galimybe
aptikti jvairias organiniy junginiy koncentracijas. Kitas variantas — GC-MS jungtis, kuri padidina
jautrumg ir selektyvuma bei galimybe vienareikSmiskai identifikuoti Zinomg / nezinomg analite,
atsizvelgiant ] tai, kad yra daug masiy spektriniy biblioteky ir duomeny baziy [35].

2.3.1 Dujy chromatografija — masés spektrometrija

GC-MS yra analizés metodas, puikiai tinkantis SCFA ir kity (ilgesniy) riebaly riigsciy (FA)
analizei. Taciau vienas 1§ kritiniy FA GC-MS analizés Zingsniy yra jy pavertimas tinkamais
lakiaisiais dariniais derivatizavimo btdu (pvz., alkilinant arba sililinant) [41].

Buvo sukurtas greitas, patogus ir patikimas SCFA profiliavimo mazuose iSmaty ir serumo
méginiy kiekiuose GC/MS metodas. Pasirinktas jony stebéjimo rezimas buvo naudojamas labai
jautriai SCFA kiekybiniam jvertinimui naudojant GC / MS. GC/MS analiz¢ atlikta naudojant masés
selektyvy detektoriy su HB-5 ms kapiliarine kolonéle. Jonizacija buvo atlikta elektrony srauto (EI)
rezimu, esant 70 eV. MS duomenys buvo gauti viso nuskaitymo rezimu nuo m/z 40—400. Junginiy
identifikavimas patvirtintas jvedus gryny etalony tirpalus ir palyginus sulaikymo trukme bei
atitinkamus MS spektrus. Analités buvo kiekybiskai jvertintos pasirinkto jony stebéjimo (SIM)
rezimu, naudojant tikslinj jong, ir patvirtintos patvirtinan¢iais jonais. Acto, propiono, izosviesto,
sviesto, izovalerio, valerijono, 4-metilvalerijono, heksano ir heptano rigs¢iy tikslinis jonas (m/z)
yra atitinkamai 117, 131, 145, 145, 159, 159, 173, 173 ir 189. Pridéjus 75 m/z prie visy jy ir 117
m/z prie rugsciy su C4-C7, veikia kaip patvirtinimo jonas (fragmentai pavaizduoti 4 pav.) [42].

Modifikuotas GC/MS metodas buvo sukurtas atliekant analiz¢ Zemoje temperatiiroje,
naudojant BSTFA kaip derivatizuojant] reagenta kartu su bevandeniu Na2SOs, kaip drégmes
pasSalinimo metoda, siekiant profiliuoti SCFA peliy iSmaty ir serumo méginiuose. Metodas parodé
didelj jautruma, puiky tiesiskuma (R? > 0,999), didelj atsikortojamuma (RSD < 2%) ir maza LOD
(0,064-0,067 uM), kuris yra tinkamas SCFA ir kitiems lakiems junginiams sudétinguose nedidelio
kiekio biologiniuose méginiuose, tokiuose kaip peliy iSmaty ir serumo méginiai (5 pav.) [42].

CH, OH
H—o—si(* )\ CHs
cn, HLT To-sil+
3 CHs
m/z 75 m/iz 117

4 pav. GC-MS analizés fragmentai i§ trimetilsililo [43]
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5 pav. SIM dujy chromatogramy perdanga. (A) tuscias; (B) 0,2 mM SCFA miSrus standartas
be bevandenio Na,SO4 dehidratacijos; (C) 0,2 mM SCFA misrus standartas; (D) peliy iSmaty; (E)
1Smatos su 0,2 mM SCFA misriu standartu. Smailés identifikavimas: 1. acto riigstis, 2. propiono
rugstis, 3. izosviesto riigstis, 4. n-sviesto rugstis, 5. izovalerio riigstis, 6. n-valerijono riigstis, 7. 4-
metilvalerijono riigstis, 8. n-heksano riigstis ir 9. n-heptano rtigstis [42]

2.3.2 VirSerdvés dujy chromatografija

VirSerdvés dujy chromatografija (GC) yra méginiy paruoSimo metodas, skirtas nustatyti
lakiuvosius junginius kietuose ir skystuose meéginiuose, analizuojant gary fazg, kuri yra
termodinaminéje pusiausvyroje su méginiu uzdaroje sistemoje. Si technika egzistuoja nuo $estojo
deSimtmecio pabaigos ir vis dar aktyviai naudojama. Taikant §] metoda, ] GC kolonéle jvedama tik
vir§ méginio esanti dujy fazé. VirSerdvés analizés populiarumg lemia jos paprastumas ir tai, kad tai
labai Svarus metodas lakiosioms analitéms jvesti 1 dujy chromatografa, taip pat dél didelés
skiriamosios gebos, selektyvumo ir jautrumo; injektoriy sistemai ir kolonéléms techninés prieZitiros
praktiSkai nereikia [44,45].

VirSerdvés méginys paprastai ruoSiamas buteliuke, kuriame yra méginys, skiedimo tirpiklis,
matricos modifikatorius ir virSerdvé (6 pav.) [46]. Kai méginio fazé jvedama ] buteliukg ir
buteliukas uzsandarintas, pirmiausia méginys termostatuojamas inkubavimo krosnelé¢je tam tikroje
temperattiroje, lakieji komponentai iSsisklaido j dujy faze, kol virSerdve pasiekia taska, kai
garavimo greitis yra lygus kondensacijos grei¢iui, kaip pavaizduota rodyklémis 6 paveiksle [44,46].
Esant pusiausvyrai, lakiyjy junginiy koncentracija virSutin¢je erdveéje yra tiesiogiai proporcinga jy
koncentracijai méginio matricoje. Sis pusiausvyros rysys leidzia tiksliai nustatyti méginyje esanéias
analites, analizuojant virSuting erdve [44,46]. Lakieji komponentai i§ sudétingy méginiy miSiniy
gali buti atskiriami nuo nelakiy méginio komponenty ir izoliuotis méginio buteliuko virSerdvéje ar
gary dalyje [46]. Tuomet méginys paimamas i§ virSerdvés, naudojant dujoms nepralaidy Svirkstg ir
perduodamas | dujy chromatografijos sistema, kad biity galima atskirti visus lakius komponentus
[44,46].
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buteliuka; 2 — temperatiiros reguliavimas; 3 — méginio paémimas i$ virSerdvés, naudojant dujoms
nepralaidy $virksta. S — méginys; HS — virSerdvé [47]

Pusiausvyros biuisenoje analités koncentracijos dujy fazéje ir skystoje fazéje santykis yra
pastovus. Konstanta apibréziama kaip pasiskirstymo koeficientas K [44]:

K = Cskystis [44]

Cdujos

Kur: K — pasiskirstymo koeficientas; Csysis — analités koncentracija méginyje po pusiausvyros; Caujos —
analités koncentracija dujy fazéje po pusiausvyros [44].

Jis yra mazinamas kylant temperatiirai ir taip pat kinta kei¢iantis matricai; pvz., kai organinés
analités iStirpinamos vandenyje, drusky pridéjimas sumazina K. IS auksciau pateiktos lygties matyti,
kad analités, kuriy pasiskirstymo koeficientas labai didelis, linkusios likti méginio fazéje, o tos,
kuriy pasiskirstymo koeficientas mazas, kaupiasi dujy fazéje. Todél anali¢iy aptikimo ribos
suderinamoje méginio matricoje bus daug didesnés (mazesnis jautrumas) nei nesuderinamos
meéginio matricos anali¢iy [44].

Pusiausvyros susidarymui daro jtakg jvairts veiksniai, jskaitant temperatiirg, slégj ir méginio
matricos pobudj. AukStesné temperatiira paprastai pagreitina pusiausvyros procesg, padidindama
lakiyjy junginiy gary slégi. VirSerdveés pusiausvyra taip pat gali paveikti tokie veiksniai kaip
anali¢iy tirpumas méginio matricoje ir kity lakiyjy arba nelakiy komponenty buvimas [44].

Lakiyjy junginiy analizei biologiniuose méginiuose buvo pritaikytas virSerdvés méginiy émimo
metodas ir gaunami daug Zadantys rezultatai. Sis metodas vis pla¢iau taikomas, nes lengvai
paruo$iami méginiai vandenyje. Lakiyjy analic¢iy efektyvumui pagerinti taip pat naudojamos
jvairios iSstidymo technikos, kurios leidzia padidinti nepoliniy anali¢iy koncentracija méginiy
virSerdvéje. Pridejus iSsidymo agento, padidéja tirpalo joniné jéga ir sumazéja SFCA tirpumas.
Dvivalenciy drusky naudojimas dar labiau sumazina SFCA tirpuma, nes jos padidina jony stiprumg
labiau nei vienvalen¢iy jony. Todél norint analizuoti SCFA biologiniuose méginiuose, yra
rekomenduojama naudoti virSerdvés metoda dél nedidelio iSankstinio méginiy apdorojimo ir didelio
jautrumo [48].

Siame tyrime buvo sukurtas ir patvirtintas statinés virSutinés erdvés (HS) dujy chromatografijos
metodas, skirtas SCFA analizei iSmaty méginiuose. | kiekvieng mégj jpilta druskos tirpalo, kuriame
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yra (NH4)2SOa4 ir NaH2PO4 bei 4-metilo valerijono rtgstis, kuri buvo pridéta kaip IS. Tada tirpalo
pH buvo pakoreguotas iki 2,5 su H3POs4. GC analizé¢ buvo atlikta dujy chromatografu su HS
injektorium ir liepsnos jonizacijos detektoriumi (FID). Naudota chromatografiné kolonélé buvo
kapiliariné kolonélé su polietilenglikoliu kaip stacionari fazé. NeSanciosios dujos buvo azotas esant
pastoviam slégiui. Bendras analizés laikas — 10 min. SCFA identifikavimas pagrjstas standartiniy
junginiy sulaikymo laiku [48].

I$siidymo technologija pagerina $io metodo jautrumg. Be to, Sis metodas yra pakankamai
jautrus, kad buty galima aptikti 0,005-0,020 pg/L SCFA arba 0,1-0,4 pg/g iSmaty méginj ir
kiekybiskai jvertinti 0,02-0,08 pg/L SCFA arba 0,4-1,6 pg/g iSmaty méginj. Dél gero
pakartojamumo bei didelio jautrumo Sis metodas tinka mazos SCFA koncentracijos biologiniy
méginiy analizei [48].

pa]@ iCs C
iCa
180
perom Cs
140 C3
120
100
a0 C: |
g A l
| Il
° ! : * - Tn;;c (mm'!i
e 1b IS
a0 -
GO
40—
20+
oo-| C2
80—
o Cs G
] ice Cs
w0 lic; l iCs
okt A x x A - -
o 3 z 3 A & & 7 i P o
Time (min)
ea] C IS
BO-
GO
A0
20—
- C Ca
0]
50-] C  Cs C
0] iCs
o | | H Pl- |
o T =z 3 A s e a ) 10
Time (min)

7 pav. Standartinio miSinio (a), ziurkés ileocekalinio méginio (b) ir ziurkés iSmaty (c)
chromatograma [48]
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3. TRUMPOS GRANDINES RIEBALU RUGSCIU CHROMATOGRAFIJOS MEGINIU
PARUOSIMO BUDAI

Pirmoji problema, susijusi su SCFA nustatymu, yra tai, kaip jas iSskirti i§ sudétingy matricy
su kuo maZesniais nuostoliais, ypa¢ i§ vandeninés fazés méginiy. Saltiniuose minima apie kelis
SCFA ekstrahavimo metodus, tokius kaip vakuuminis distiliavimas [49], ultrafiltravimas [50],
ekstrahavimas tirpikliu [51] ir ultragarsas [52], taciau Siec metodai yra labai varginantys, daug laiko
ir daug darbo reikalaujantys dél sudétingy procedury ir didelio analiiy iSgaravimo, dél kurio
prarandama daugiau lakiyjy SCFA [5]. Zemiau apradyti pagrindiniai méginiy paruo§imo metodai
SCFA nustatymui dujy chromatografijoje.

3.1 Skyscio-skyscio ekstrahavimas

Skyscio ir skysc¢io ekstrahavimas (LLE) yra jprastas pirminio méginio apdorojimo metodas.
Ekstrahavimo procediira pagrjsta dviejy faziy — vandeninés (méginio) ir organinés (atstovaujamos
organiniais tirpikliais, pvz., chloroformu, etilo acetatu, eteriu ir kt) — naudojimu. Tokia
eksperimentiné aplinka leidzia padalyti analit¢ tarp vandeninio meéginio ir pridéto organinio
tirpiklio. Pagrindinis LLE privalumas yra galimybe¢ atlikti tiesioginius kiekybinius matavimus iSkart
po ekstrahavimo. Kita vertus, LLE yra kenksminga aplinkai ir daug laiko reikalaujanti procediira.
Taciau literatiiroje per daugelj deSimtmeciy sukauptos Zinios apie tinkamy ekstrahavimo tirpikliy
naudojimg, o tai labai palengvina organinio tirpiklio, pH ir jvairiy reagenty, kurie gali biiti
naudojami méginiy valymui, pasirinkimg [35].

IS dalies hidrofilinis SCFA pobudis apsunkina jy kiekybinj ekstrahavima j hidrofobinius
organinius tirpiklius. Todel metodai, pagristi méginio partig§tinimu, yra naudingi, nes tokia
procedira iSlaiko maziau hidrofilines ragstis ir taip palengvina ekstrahavimg. Buvo atliktas tyrimas,
kurio metu daugiausia démesio skyré SCFA LLE procediiros optimizavimui i$ iSmaty méginiy.
Buvo tiriami trys skirtingi tirpikliai — dietilo eteris, dichlormetanas ir etilo acetatas. Taciau etilo
acetatas ir dietilo eteris parodé panaSy ekstrahavimo efektyvumag, galiausiai etilo acetatas buvo
pasirinktas d¢l dietilo eterio tvarkymo sunkumy ir ypatingo degumo. PariigS§tinimas ortofosforo
rugstimi ekstrahavimo procediros metu taip pat buvo naudingas, todél pageréjo SCFA
ekstrahavimas. Sitilomas ekstrahavimo metodas buvo paprastas, greitas ir nebrangus. Per vieng
valanda pavyko iSgauti apie 30 méginiy. Be to, organinio tirpiklio suvartojimas buvo mazas (1 ml
vienam méginiui) ir buvo sunaudota tik 100 mg méginio [6].

Ekstrahavimas atliekamas imant mililitrg vandens supernatanto ir ekstrahuojant 1 ml
organinio tirpiklio. Prie§ analiz¢ organinés fazés tiris perkeliamas j mégintuvelj ir kaip IS
pridedama 4-metilo valerijono rtgsties, kurios galutiné koncentracija 500 uM. 1S naudojamas norint
pakoreguoti jpurskimo skirtumus tarp méginiy ir nedidelius pokyc¢ius instrumento atsakas [6].

3.2 Baltymuy iSsodinimas
Baltymy iSsodinimas yra placiai naudojama pirminio méginio apdorojimo procediira
biologiniy skysCiy analizei. Jis naudojamas baltymams atskirti nuo tirpalo ir taip sumazinti

reikalingy medziagy trukdZius su jais. ISsodinimo procesas turi biiti greitas ir keiCiamas, turi biiti
naudojami nedideli tirpikliy kiekiai. Baltymy iSsodinimo procediira daznai naudojama atliekant
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SCFA analize serume arba plazmoje dél greito méginio apdorojimo ir galimos tiesioginés analizés,
priklausomai nuo naudojamos analizés technikos [53].

Buvo pristayta technika, kuria atliko paprasta supernatanto perkélimg po issodinimo ir tuomet
analizuota tiesiogine GC-MS analize. Baltymy iSsodinimas serumo méginiuose buvo efektyviai
atliktas metafosforo riig§timi arba Saltu izopropanoliu. Lasteliy kultiros méginiams kaip tinkama
nusodinimo priemon¢ buvo naudojama 16 % (m/v) trichloracto rigsSties. Plazmos meéginiy
deproteinizavimo galimybé yra S5-sulfosalicilo rtigsties tirpalas. ISmaty meéginiams galima naudoti
daug jvairiy organiniy tirpikliy, tokiy kaip acetonitrilas, metanolis-chloroformas (3:1, t/t),
acetonitrilas-chloroformas (3:1, v/v) arba metano [35,53].

3.3 Kietafazé ekstrakcija
3.3.1 Kietafaze ekstrakcija

Kietosios fazés ekstrahavimas (SPE) daznai naudojamas kaip tinkamas méginiy paruoSimo
budas jvairiems biologiniams meéginiams. Pastaruoju metu SPE naudojamos naujos aplinkai
stabilios laidzios polimerinés medziagos. SCFA ekstrakcijai ir koncentracijai buvo sukurti
poliakrilnitrilo-poli(3,4-etilendioksitiofeno)-PAN/PEDOT nanopluostai, kurie buvo SPE paruo§imo
kolon¢liy dalis. SCFA méginiams ruosti taip pat buvo naudojama SPE segmentiné eliuavimo
procedira [35].

3.3.2 Kietafaz¢ mikroekstrakcija

Visai neseniai pasirodé, kad kietosios fazés mikroekstrakcija (SPME) kartu su GC-MS yra
labai naudinga analizuojant riebaly riigstis, esancias vandeniniuose ekstraktuose su mazomis
aptikimo ribomis. Aptikimo ribas galima netgi sumazinti tiesiogiai in Situ darant Sias rogstis,
naudojant SPME su polimerine danga, legiruota derivatizacijos reagentu (ant pluosto
derivatizacija). D¢l Sio iSankstinio apdorojimo méginio matrica buvo gerai iSvalyta, o tai padidino
chromatografinés sistemos tarnavimo laikg ir naSuma, taciau pluostai vis dar yra gana brangis ir
sistemai reikalinga papildoma aparatiné jranga, kad biity galima atlikti automatizuotg analiz¢ [6].

Kietosios fazés mikroekstrakcija (SPME) yra zalias ir be tirpikliy metodas, skirtas pirminiam
méginiy apdorojimui. SPME praturtina ir pasilieka analites tolesnei analizei, ekstrahavimo pluosta
eksponuodamas ant vandens pavirSiaus arba jterpdamas ji ;| vandening matrica, kol bus pasiekta
adsorbcijos pusiausvyra. Paprastai iSmaty méginiuose esantys SCFA SPME virSutinés erdvés
ekstraktai, po kuriy buvo atlikta GC-MS analizé, buvo atlieckami polietilenglikolio kapiliarinése
kolonélése. Nauji tyrimai susij¢ su virSutinés erdvés SPME metodu, atlickamu naudojant
divinilbenzeno/karbokseno/polidimetilsiloksano  (DVB/CAR/PDMS) pluosta arba jvairias
komerciSkai  prieinamas pluoSto dangas, tokias kaip polidimetilsiloksanas (PDMS),
karboksenas/polidimetilsiloksanas (CAR/PDMS), poliakrilatas arba polietilenglikolis (PEG) [35].

3.3.3 Supakuoto pluosto kietafazé ekstrakcija

Neseniai buvo sukurtas naujas SPE metodas, pagristas elektrovertais polimeriniais
nanopluostais, kaip adsorbentu anali¢iy iSankstiniam koncentravimui [54]. Nors septintojo
desimtmecio pradzioje buvo pranesta apie elektrospinto nanopluosto metoda, o nuo to laiko buvo
tiriami jvairiis pritaikymai daugelyje sriciy, iki pastaryjy mety nanopluostai buvo pasirinkti kaip
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adsorbentas, norint iSgauti analites i§ biologiniy méginiy, o tai vadinama supakuoto pluosto
kietosios fazés ekstrakcija (PFSPE). Palyginti su jprastais SPE adsorbentais, nanopluostai turi daug
unikaliy savybiy, tokiy kaip mazo dydzio efektas, pavirSiaus ir ribos efektas, daug daugiau saveikos
viety ir pan., o tai palengvina adsorbcijg tarp adsorbento ir analités, naudojant maZiau adsorbento,
méginio ir eliuento [5]. PFSPE metodas buvo naudojamas kortizoliui nustatyti Zzmogaus seilése su
kompleksine matrica [55]. Nors PFSPE turi daug unikaliy pranaSumy i$ anksto koncentruojant
taikinius biologiniuose méginiuose, jis netaikomas stipriai poliniams ir labai lakiems junginiams is
biologiniy méginiy su sudétinga matrica ekstrahuoti. Pastaraisiais metais daug laidziy polimeriniy
medziagy yra pritaikoma iSankstiniam poliniy junginiy apdorojimui dél jy jony mainy, ©-m
sgveikos, vandenilio jungties, elektrostatinés sgveikos, rugsc¢iy-Sarmy savybiy ir kt. Be to, Sias
laidZias polimerines medZiagas galima lengvai susintetinti tiek vandeninéje, tiek nevandeninéje
fazéje. Polipirolis (PPY) yra placiai naudojamas poliariniams junginiams iSgauti biomedicinos
srityje, nes yra geresnis aplinkos stabilumas, lengvesné sintez¢ ir lengvas modifikavimas [5].
Sukurta PPY nanopluosto pagrindu pagaminta kietosios fazés ekstrakcija kartu su GC-MS, o
pasitlytas metodas buvo pritaikytas SCFA ekstrahavimui i§ vaiky Slapimo. SCFA pirmiausia
ekstrahuojamos ant nanopluosty, 0 véliau eliuuojami druskos ragsties etanolio tirpalu, tuomet
aptikamos GC-MS. Sitilomas metodas pagerina méginiy apdorojimo supaprastinimg ir rodo
pakankama analitinj jautruma ir selektyvuma biologiniuose méginiuose per <8 min., kad vienu
metu biity galima apdoroti 12 méginiy su ekstrahavimo matricos jrenginiu. Sukurtas metodas gali
koncentruoti SCFA $lapime be i$garinimo stadijos, kad baty i§vengta lakiyjy SCFA nuostoliy. Sis
tyrimas suteikia galimybg stebéti SCFA $lapime klinikiniuose ir eksperimentiniuose tyrimuose [5].

3.4 Derivatizacija

Lakiyjy rtgsciy partgStinti vandens arba etilo acetato ekstraktai gali biti tiesiogiai
analizuojami GC-MS, naudojant specialig kapiliaring kolonéle su laisvyjy riebaly rtgsciy faze arba
PEG stacionarios fazés kolonéle, atitinkamai, be derivatizacijos. Taciau tiesioginé GC-MS analizé
rodo prasta atsikartojamuma ir gali uztersti GC kolonéle dél priemaisy. Todél jautrumui pagerinti ir
uzterStumui sumazinti dazniausiai naudojamas derivatizavimas [42].

Meéginiy derivatizacija atlickama siekiant pagerinti junginiy identifikavimo ir kiekybinio
jvertinimo galimybes. Si procediira paprastai atlickama siekiant pakeisti analités savybes, o tai
leidzia geriau atskirti ir aptikti jvairius junginius. Paprastai derivatizacijos procediira gali biiti
derinama su kitais ekstrahavimo ir koncentravimo, ar méginio iSankstinio apdorojimo budais.
Pradiné biologiné matrica ne visada tinka derivatizacijai, o kai kuriais atvejais tokiai matricai
pakeisti biitinas iSankstinis apdorojimas (paprastas dziovinimo procesas arba sudétingas procesas su
daugiau cheminiy reakcijy). Be to, reikalaujama, kad pridedant derivatizacijos reagento cheminé
reakcija vykty tik su tiriamomis analitémis, nepazeidziant matricos. Tinkamiausios chemingés
reakcijos dariniams yra i.) alkilinimas, ii.) sililinimas, iii.) acilinimas, iv.) prisijungimas prie
anglies-hetero daugybiniy rySiy arba v.) cikliniy junginiy susidarymas. Tinkamos derivatizacijos
procediiros naudojimas priklauso nuo analizuojamy medziagy fizikiniy-cheminiy savybiy. Rugsciy
junginiy atveju tinkamiausias biidas yra alkilinimas ir sililinimas [35].

Sililinimas yra cheminé reakcija, kai reaktyvus vandenilio atomas pakeifiamas tokiose
grupése kaip -OH, -COOH, -SH, -NH, -CONH, -POH ir -SOH dazniausiai pageidaujamu reagentu
trimetilsililu (TMS). Pagrindinis Sios reakcijos tikslas yra pakeisti poliSkuma, padidinti stabilumg ir
pagerinti atskyrimo elgesj. Alkilinimas — tai alkilo dariniy susidarymas perkeliant alkilo grupe¢ i$
vieno junginio j kitg. [prastas riigstinio junginio alkilinimas atlickamas N, N-dimetilformamido
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dialkilacetaliais. Riigi¢iy alkilo arba arilo dariniy susidarymas lemia esterinima. Sia reakcija
paprastai katalizuoja stiprios riigStys, o efektyvuma galima pagerinti paSalinus vandenj i$ reakcijos
(130). SCFA derivatizavimui naudojami jvairiis metodai, o jy pasirinkimas paprastai priklauso nuo
naudojamos atskyrimo technikos [35].

Trimetilsililo (TMS) derivatizacijos reagentai, tokie kaip N, O-bis(trimetilsilil)-
trifluoracetamidas (BSTFA) ir N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoracetamidas (MSTFA), dazniausiai
naudojami atliekant GC/MS analizg. Sie MS derivatizacijos agentai turi gera ir platy reaktyvuma su
biologinémis organinémis molekulémis, pakeisdami aktyvius vandenilius i§ rugsciy, alkoholiy,
tioliy, aminy, amidus, ketonus ir aldehidus trimetilsililo grupe. Gauti dariniai yra termiSkai
stabilesni, lakesni ir maziau poliski, palyginti su kitais, todél palaiko jvairias méginio jvedimo ir
kolonélés saglygas. Taciau aukS¢iau minéti reagentai retai naudojami SCFA derivatizacijai dél
didelio jautrumo drégmei, dél kurio reikia dZiovinti méginius. Didelis SCFA lakumas neleidzia
naudoti jprasto iSgarinimo, dél kurio SCFA prarandama. D¢l to ankstesnése publikacijose buvo
naudojamas sililinimas n-(tret-butildimetilsilil)-n-metil-trifluoracetamidu (MTBSTFA), kuris yra
maziau jautrus drégmei, arba esterifikavimas chlorformiatais vandeninéje terpéje. Be santykinai
nejprasto taikymo derivatizacijoje prie§ GC, MTBSTFA reikalauja ilgesnio veikimo laiko ir yra
labiau paveikti steriniy kliticiy nei BSTFA, o chloroformiatai blogiau atsiskiria arba turi mazesnj
butirato atktrimo greitj ir (arba) reikalauja sudétingy procediiry. D¢l Siy problemy reikalingas
alternatyvus drégmés paSalinimo budas [42].

3.5 Tiesioginis nustatymas

Nors iSankstiniai apdorojimai davé gera iSvalymo efekta ir didesnj liepsnos jonizacijos
detektoriaus atsaka, jie uzima gana daug laiko, taip pat gali turéti jtakos metodo tikslumui ir
pakartojamumui. Be to, daugumoje auks$Ciau paminéty metody buvo naudojami dideli kiekiai
aplinkai ir Zzmoniy sveikatai pavojingy organiniy tirpikliy ir reagenty. Todél norétysi paprasto ir
aplinkai nekenksmingo SCFA nustatymo metodo su nedideliu iSankstiniu apdorojimu. Kai kurios
specialios kolonélés leidzia naudoti paprastesnius ir lengvesnius GC metodus. Pavyzdys yra
komerciSkai prieinamos kolonélés su laisvyjy riebaly riigsciy faze (FFAP), kurios yra gana atsparios
vandeniui ir leidZia tiksliai nustatyti SCFA vandens tirpale be jokiy dariniy [56].

Tiesioginio nustatymo méginiy paruoSimas: Vienas gramas iSmaty suspenduotas maziausiai 5
ml vandens ir homogenizuojamas. Po to suspensijos pH buvo koreguojamas iki 2-3 pridedant HCI.
Tuomet suspensija centrifuguojama ir gautas supernatantas jSvirk$¢iamas j GC analizei [56].

GC-FID metodai su tiesioginiu méginiy jvedimu, buvo anks¢iau optimizuoti ir patvirtinti.
Taciau taikant Siuos metodus kolonélés tarnavimo laikas buvo Zymiai sutrumpintas dél uZterSimo
nelakiais junginiais. Be to, kai ruoSiant méginj naudojamas vanduo, reikia naudoti ir atitinkamas
kolonéles [6].
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4. EKSPERIMENTO METODIKA
4.1 Reagentai ir tirpalai

Naudoti Sie reagentai: fosforo rtigstis (85 %), natrio chloridas ( > 99,5 %), natrio sulfatas (>
98,5 %), natrio dihidrofosfato monohidratas (> 98) buvo pirkti i§ Roth (Vokietija). Acto riigstis (>
99,5 %), propiono rugstis (> 99,5 %), sviesto riigstis (> 99 %), valerijono ragstis (> 99 %), kaprono
ragstis (> 99 %), buvo jsigyti i§ Sigma — Aldrich (Vokietija).

Naudotos priemonés: chromatografiniai virSerdvés indeliai 20 ml, chromatografiniy
virSerdvés indeliy dangteliai (ND20) su silikono/teflono tarpine pirkti is Roth (Vokietija). 50 ir 100
ml matavimo kolbos (A klas¢), 20-200 pl ir 100-1000 pl tario automatinés pipetés.

Riig§¢iy misinio pradinis tirpalas buvo paruosStas 100 ml matavimo kolbutéje sveriant po 100
mg anali¢iy ir tirpinant vandenyje (c= 1 mg/ml). Darbiniai tirpalai buvo ruoSiami praskiedziant
pradinj tirpalg iki reikiamos koncentracijos.

4.2 Aparatira

Chromatografiniai analizei buvo naudojamas PerkinElmer, Clarus 580 dujy chromatografas
(,,PerkinElmer”, JAV) su liepsnos jonizaciniu detektoriumi. Dujy chromatografo sistemoje buvo
naudota ZB-WAX plus kapiliariné kolonélé (30 m x 0,32 mm id, 1 um stacionarios fazés sluoksnio
storis) (,,Phenomenex®, JAV).

VirSerdves dujy chromatografija buvo atliekama ,,PerkinElmer HS Sampler Turbomatrix 16”
(,,PerkinElmer”, JAV), su slégiu reguliuojama méginio ileidimo sistema.

MedZiagos buvo sveriamos analizinémis svarstyklémis ,,KERN &Sohn GmbH”.

4.3 VirSerdvés dujuy chromatografinés analizés salygos

VirSerdvés dujy chromatografiniam nustatymui (HS — GC) buvo naudojamas Perkin Elmer,
Clarus 580 dujy chromatografas su liepsnos jonizaciniu detektoriumi, kurio parametrai: temperattra
250°C, vandenilio srautas 40 ml/min, oro srautas 400 ml/min, pagalbiniy dujy (helio) srautas 30
ml/min.

VirSerdves dujy chromatografina buvo atliekama ,,PerkinElmer HS Sampler Turbomatrix 16”
(,,PerkinElmer”, JAV), su slégiu reguliuojama méginio jleidimo sistema. Visiems eksperimentams
buvo naudojami 20 ml talpos virSerdvés (HS) mégintuvéliai, kurie buvo termostatuojami 90 °C
temperatiiroje 10 min. Jleidimo adatos ir perdavimo linijos temperatiira buvo 110 °C.

HS méginiy jvedimo sistemos nustatymai buvo tokie: 1 min. pastovaus virsslégio formavimui
ir 0,09 min. méginio jvedimui | GC sistema.

Nesanc¢iomis dujomis buvo naudotas helis, kurio slégis prie§ kolon¢le buvo 16,7 psi.
Inzektoriaus temperatiira: 110 °C.

Dujy chromatografo termostato tempertiiros parametrai: pradin¢ termostato temperatiira 150
°C. Nuo 150 °C temperatiira buvo keliama 10 °C/min greiciu iki 200 °C temperatiiros ir palaikoma 5
min.
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4.4 Meéginio paruoSimas
I 20 ml mégintuvél] idedamas analizuojamasis tirpalas ir skiedziama vandeniu, kad

vandeninés fazés turis buty 3 ml. Pridedama 50 pl H3POs ir 10 mmol NaH2POs monohidrato.
Meégintuvélis sandariai uzkemsSamas ir maiSoma kol druska istirps.
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5. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
5.1 Chromatografijos salyguy optimizavimas

Siekant nustatyti optimalias analizés sglygas ir anali¢iy sulaikymo laikg, pirmiausia buvo
analizuota lakiausia analité — acto riigstis. Pradiné temperatiira buvo 80 °C ir keliama 10 laipsniy
per minute greiciu iki 200 °C. 8 paveikle galima matyti, kad naudojant kolonélg su itin dideliu
stacionarios fazés sluoksnio storiu (1 pm), gaunama acto riigSties smailé, kuri labai stipriai
sulaikoma (sulaikymo laikas beveik 9 minutés), todél pradiné GC termostato temperatiira buvo
padidinta iki 150 °C.

8 pav. Acto riigsties chromatograma; pradiné temperatiira 80 °C

Optimizavus dujy chromatografinés analizés salygas, pradiné termostato temperatiira buvo
150 °C. Analizé buvo atlickama temperatiiros programavimo rézimu. Temperatira keliama 10
°C/min. grei¢iu iki 200 °C ir islaikoma 5 min. 9 paveikle galima matyti lakiyjy rogsciy
chromatograma optimizuotomis salygomis su visomis nustatomosiomis analitémis. Lakiausios
analités (acto rugsties) sulaikymas sutrumpéjo iki 3,4 minuciy. Taip pat galima matyti, kad visos
nustatomosios ragstys puikiai atsiskyré viena nuo kitos.

9 pav. Lakiyjy rugsc¢iy virSerdvés chromatograma optimizuotomis sglygomis. 1 — acto rugstis, 2 —
propiono ragstis, 3 — sviesto ragstis, 4 — valerijono riigstis, 5 — kaprono ragstis
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5.2 Analizés optimizavimas vandeniniame tirpale

Buvo atlikta analizé i§ vandeninio tirpalo, kai riigd¢iy koncentracija 1 mg/ml (10 pav.).
Chromatogramoje matomos smailés labai nedidélio intensyvumo, to priezastis galéty biiti, kad
tiriamos analités vandenyje yra dalinai disocijavusios dél jy disocijacijos konstanty reikSmiy, kurios
beveik nesiskiria viena nuo Kkitos ir yra 4,76 — 4,89. Taip pat matoma, kad heksano riigsties
intensyvumas mazas, o smailé gaunama nesimetriSka. Tam gali daryti jtaka auksta heksano riigsties
virimo temperatiira (auksStesné nei atliekamos analizés — 205,8 °C), dél ko yra apsunkintas jos
peréjimas | virSerdve (mégintuvélis su vandeniniu tirpalu termoostatuojamas 90 °C temperattroje).

wbinfun o b fuo oo PP

VTP PR P R PR A

10 pav. Lakiyjy rugséiy virserdvés chromatograma vandeniniame tirpale. 1 — acto rugstis, 2 —
propiono rugstis, 3 — sviesto rtigstis, 4 — valerijono riigstis, 5 — kaprono riigstis

Siekiant pervesti analites j protonizuota forma, méginiai buvo pariigstinti fosforo riig§timi,
pridéjus 50 pL j kiekvieng méginj. Buvo tikimasi, kad protonizavus analites, sumazés jy tirpumas
vandenyje ir didesné dalis pereis | meéginio virSerdve. Atlikus §j eksperimenta, pavyko gauti
geresnius signalus, kaip matoma oranziniuose stulpeliuose (11 pav.), taciau pageréjimas matomas
ne visoms analitéms vienodas, nors jy disocijacijos konstantos reikSmés labai panasios.
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11 pav. Smailiy ploto priklausomybé nuo lakiosios rigsties ir tirpalo sudéties
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Stengiantis dar labiau pagerinti analizinj signalg, buvo bandoma padidinti analizuojamo tirpalo
jonine jéga. Siam tikslui pasirinktos natrio chlorido, natrio sulfato ir natrio dihidrofosfato druskos,
kuriy buvo dedama po 5 mmol. Taip pat buvo atlickamas paralelinis eksperimentas, kur méginys su
druskos priedu buvo dar riig§tinamas fosforo ragstimi. I§ grafiko (12 pav.) galima matyti, kad
naudojant natrio dihidrofosfatg, heksano ragsties intensyvumas padidéja net 4 kartus lyginant su
vandeniniu tirpalu. Taciau nepaisant heksano riigSties smailés ploto padidéjimo, taip pat stebimas
jdomus fenomenas — tiek su natrio sulfatu, tiek su natrio hidrofosfatu acto rtigsties smailés plotas
sumazéja.
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R NaH2PO4 NaH2PO4
R (1:1) (1:1)

12 pav. Smailés ploto pokytis, lyginant su standartu vandenyje

Pasirinkus tinkamg iSsidymo sistemg buvo nusprgsta iStirti signalo intensyvumo
priklausomybe nuo druskos (NaH:POs) kiekio. Siam eksperimentui buvo naudotas natrio
dihidrofosfatas, kuris demonstravo geriausius rezultatus heksano riigiciai. Siame tyrime buvo vél
matomas tas pats fenomenas (13 pav.) — didinant druskos kiekj, acto riigSties intensyvumas
sumaz¢jo ir toliau nebekito.
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13 pav. Smailés ploto priklausomybé nuo NaH2PO4 kiekio méginyje
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Tyrimo metu, naudojant didelius drusky kiekius, buvo pastebétas heterogeninés sistemos
susidarymas (laseliai vandenyje), todél buvo iSkelta hipotezé, kad esant dideléms druskos
koncentracijoms, heksano riigsties tirpumas labai sumaz¢ja ir dél to ima formuotis heterogeniné
sistema. Acto rugsties signalo sumazéjimas gali buti dél to, kad dalis acto riigSties pradeda tirpti
heksano riigStyje, ko pasekoje j virSerdve ji garuoja tiek i§ vandens, tiek iS heksano riigsties, taciau
dél prastesnio peré¢jimo i§ heksano riigsties j virSerdve gali atsirasti signalo sumazéjimas.

Siekiant patvirtinti §ig hipotéz¢ buvo pasiruoStas acto rugsties tirpalas be kity analiCiy ir
patikrinta, kaip kinta signalo intensyvumas pridedant skirtingus kiekius natrio dihidrofosfato. Kaip
matome grafike (14 pav.), nesant kity anali¢iy ir didinant tirpalo jonin¢ jégg signalas didéja ir
nusistovi, jokiy mazéjimy nepastebime.
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14 pav. Acto ragsties smailés ploto priklausomybé nuo NaH2PO4 kiekio méginyje.

Siekiant iSvengti heterogeninés sistemos formavimosi ir neigiamos jos jtakos tam tikry
anali¢iy peréjimui j virSerdve buvo nuspresta sumazinti anali¢iy koncentracija méginyje. Naudojant
0,5 mg/ml standartinj lakiyjy raigséiy tirpala ir 5 mmol druskos priedg buvo palyginti signalo
intensyvumai (15 pav.).
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15 pav. Smailiy ploto priklausomybé nuo lakiosios riigsties ir tirpalo sudéties
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I§ gauty rezultaty matome, kad didziausi smailiy intensyvumai gaunami naudojant NaySOjy ir
fosforo rugsties priedus. Taciau Na>SOs tirpumas vandenyje yra gana nedidelis, kas apriboja
didesniy Sios druskos priedy panaudojimo galimybes. D¢l Sios priezasties buvo nuspresta istirti
didesniy kiekiy NaH2PO4 (kuris taip pat pasizyméjo gana geru iSstdymo efektu) panaudojimo $ioje
sistemoje galimybes. Buvo ruoSiami standartinio tirpalo méginiai, kuriuose NaH2PO4 kiekis buvo
kei¢iamas nuo 2,5 iki 15 mmol.
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16 pav. Smailés ploto priklausomybé nuo NaH2PO4 kiekio méginyje

Kaip matome i§ 16 pav. druskos kiekio didinimas labiausiai daro jtaka ilgesnés grandinés
lakiyjy ragsciy signalo didéjimui. Taip pat matome, kad nuo 10 iki 12,5 mmol Zenklaus kitimo néra,
o virSijus 12,5 mmol vél stebimas staigus pentano ir heksano riigSties signalo augimas ir acto
rugsties signalo sumazéjimas. IS to galima spresti, kad analiciy koncentracijos sumazinimas leidZia
naudoti didesnius druskos priedo kiekius, nutolinant heterogeninés sistemos formavimasi.

Remiantis §iais duomenimis tolimesniuose tyrimuose buvo nuspresta naudoti naudoti fosforo
ragstimi partigstintus tirpalus, kuriy koncentracija nevirSyja 0,5 mg/ml ir 10 mmol NaH.POjs prieda.

5.3 Virserdvés jivedimo sistemos salygu optimizavimas

Gerus virSerdvés analizés rezultatus galime gauti tada, kai analité (norimomis sglygomis) yra
pusiausvyroje tarp méginio ir virSerdves. Siekiant optimizuoti analizés laika, bei iSsiaiSkinti per
kiek laiko nusistovi pusiausvyra, buvo atliktas tyrimas kei¢iant méginiy termostatavimo laikg. I§ 17
paveikslo galime matyti, kad padidinus termostatavimo laikg nuo 5 min iki 10 min smailiy plotai
padidéjo, o dar labiau didinant trukme, beveik nebekito. Todél méginiy termostatavimo laikas buvo
pasirinkitas 10 min.
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16 pav. Smailés ploto priklausomybé nuo meginiy termostatavimo trukmeés

Kitas svarbus parametras darantis jtaka virSerdvés analizés jautriui — méginio jleidimo laikas.
Buvo tiriamos méginio jleidimo trukmeés nuo 0,01 iki 0,09 min. Taikant 0,01 min. jleidimo trukme
buvo gaunami itin mazi anali¢iy signalai, kuriuos sunku atskirti nuo bazinés linijos triukSmo. 17
paveiksle matoma, kad didinant méginio jvedimo trukme, smailiy plotai did¢ja, todél tolimesniems
darbams buvo pasirinkta maksimali méginio jvedimo trukmeé (0.09 min).
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17 pav. Smailés ploto priklausomybé nuo méginiy jleidimo trukmés
5.4 Kalibracinés kreivés

Kalibraciné kreivé reikalinga kiekybiniam anali¢iy jvertinimui, todél buvo sudarytos 5 tasky
kalibracinés kreives kiekvienai riigsciai — 0,5; 0.25; 0,1; 0,05; 0,01 mg/ml. Buvo naudota tiesés
lygties formulé y = ax + b, kuri su skaitinémis reikSmémis yra matoma zemiau pateiktose kreivése
(18-22 pav.) kartu su koreliacijos koeficientu. Visy kreiviy koreliacijos koeficientai gauti sglyginai
auksti — 0,9949-0.9977. Heksano riigties kalibraciné kreivé neturi tiesinés priklausomybés
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greicCiausiai dél iSsiidymo efekto priklausomybés nuo analités koncentracijos. Taip pat buvo

analizuoti ir maZesniy koncentracijy méginiai — 0,005 bei 0,001 mg/ml, ta¢iau Siy méginiy smailiy
intensyvumas buvo per mazas (S/N <10). D¢l Sios prieZasties analizés nustatymo riba yra 10 pg/ml.
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19 pav. Propano riigsties kalibracing kreive
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Smailés plotas, s.v.
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20 pav. Sviesto riigsties kalibracin¢ kreive
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ISVADOS

1. Optimizuotos dujy chromatografijos salygos leidZianc¢ios per trumpag laikg atskirti
visas nederivatizuotas lakigsias rugstis.

2. [Stirta jvairiy drusky ir méginio riigstinimo jtaka anali¢iy peréjimui i§ vandeninés
terpés | virSerdve. Nustatyta, kad geriausius rezultatus galima gauti naudojant 10 mmol NaH2PO4
prieda bei méginj partgsStinus fosforo rugstimi. Dideliy drusky kiekio naudojimas sukelia
heterogeniniy sistemy formavimasi.

3. Optimizuotos pastovaus slegio virSerdvés méginio jvedimo salygos: termostatavimo
laikas 10 min. méginio jleidimo trukmé 0,09 min. Metodas tinkamas acto, propiono, sviesto ir
pentano riig§¢iy nustatymui koncentracijy intervale nuo 10 pg/ml iki 0,5 mg/ml, ta¢iau netinkamas
heksano riigsties nustatymui.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

AGNE USCILAITE
Lakiyjy riigs¢iy nustatymas virSerdvés dujy chromatografijos metodu

Trumposios grandinés riebaly riigStys (SCFA) pastaruoju metu sulauké didelio démesio del
savo teigiamo poveikio organizmui. Dél lakiyjy ragséiy pritaikomumo biologijoje bei maisto
pramonéje, yra svarbu sukurti pigy, greita, lengva ir patikimg nustatymo metodg. Siame darbe buvo
sukurtas greitas, lengvas ir patikimas virSerdvés dujy chromatografijos metodas penkioms
lakiosioms riig§tims nustatyti. Metodika apima paprasta méginiy paruos§ima — | analizuojamajj
tirpala pridedant NaH.POs bei méginius partigstinant su fosforo ragstimi. Tuomet méginiai
analizuojami virSerdvés dujy chromatografija, naudojant polietilenglikolio kapiliaring kolonéle ir
liepsnos jonizacinj detektoriy. Sis optimizuotas metodas leidzia per trumpa laika atsikirti lakiasias
rugstis. Taip pat tirta jvairiy drusky jtaka ir nustatyta, kad geriausi analizés rezultatai paskiekiami,
naudojant 10 mmol NaH2POs. Optimizavus virSerdvés méginio jvedimo salygas, nustatyta, kad
geriausias méginio termostatavimo laikas yra 10 min, o méginio jleidimo trukmé 0,09 min. Metodas
tinkamas acto, propiono, sviesto ir pentano riigSiy nustatymui koncentracijy intervale nuo 10
ug/ml iki 0,5 mg/ml, taciau netinkamas heksano ragsties nustatymui.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

AGNE USCILAITE
Determination of volatile acids using headspace gas chromatography

Short-chain fatty acids (SCFA) have recently received a lot of attention for their beneficial
effects for the body. Due to the applicability of volatile acids in biology and food industry, it is
important to develop a cheap, fast, easy and reliable method for their determination. In this study, a
fast, easy and reliable headspace gas chromatography method was developed for the determination
of five volatile acids. The methodology includes simple sample preparation - adding NaH2POs to
the analyzed solution and acidifying the samples with phosphoric acid. The samples are then
analyzed by headspace gas chromatography using a polyethylene glycol capillary column and flame
ionization detector. This optimized method makes it possible to separate volatile acids in a short
analysis time. The influence of various salts was also studied and it was found that the best analysis
results are obtained by using 10 mmol NaH2PO4. After optimizing the headspace sample injection
conditions, the best sample incubation time was found to be 10 min, with a sample injection time of
0.09 min. The method is suitable for the determination of acetic, propionic, butyric and pentanoic
acids in the concentration range from 10 pg/ml to 0.5 mg/ml, but is not suitable for the
determination of hexane acid.
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