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Saisinajumi

AESH - Augstefektiva $kidruma hromatografija

AESH-MS - Augstefektiva skidruma hromatografija ar masselektivo detektoru
AF-AESH — Apgrieztas fazes augstefektiva skidrumu hromatografija
AFSH — Apgrieztas fazes $kidrumu hromatografija

AF — Apgriezta faze

ESI — Elektroizsmidzinasanas jonizacija

NP — Normalas fazes hromatografija

TMA - Trimetilamonija bromids

TMH - 1,1,1-Trimetilhidrazinija bromids

HDDH - 3-Hidroksi-1,1-dimetil-4,5-dihidro-1H-pirazolinij-1-betaina hidrats
Me-TMH - 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)metilpropionata bromids
Et-TMH - 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)etilpropionata bromids
iPr-TMH - 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)prop-2-ilpropionata bromids
mildronats - 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)propionata dihidrats

FA — Skudrskabe

TFA — Trifluoretikskabe

HFBA- Heptafluorsviestskabe

MeCN — Acetonitrils

MeOH — Metanols

THF — Tetrahidrofurans

iPrOH — Izopropanols

EtOH — Etanols

HILIC — Hidrofilas mijiedarbibas hromatografija

RT — smailes izdaliSanas laiks

a - Virziena koeficients

b - Brivais loceklis

FAV — Farmaceitiski aktiva viela



IEVADS

Starp hromatografijas metodém organisko vielu analiz€ nozimigu vietu iepem
AESH. Pateicoties augstai sadali$anas sp&jai un jutibai, atrumam un saméra vienkar$am
aparatiiras noform&jumam, AESH ir apsteigusi citas fizikali kimiskas analizes metodes un
kluvusi par visplasak lietoto analitiskas kimijas metodi. AESH lieto mazu vielu daudzumu
sadaliSanai, identific€Sanai un kvantitativai noteikSanai daudzkomponentu maistjjumos.

Farmaceitiskiem produktiem ar katru gadu tiek izvirzitas arvien stingrakas
prasibas to razoSanas kvalitatei, kas automatiski prasa izmantot arvien selektivakas
analizes metodes, lai izpilditu izvirzitas prasibas. Viens no svarigakajiem kontroles
efektivitates priekSnosacijumiem ir precizu, atru un jutigu analizes metozu izmantosSana.
P&dgjos gados ir vérojama strauja attistiba AESH-MS analizu joma. To nosaka iespéja
veikt analizes ar lielaku jutibu un vienlaicigi iegiit informaciju par vielas struktiiru, ko
paslaik loti plasi izmanto farmaceitisko produktu analizei.

3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)propionata dihidrats (mildronats, skat. 1.1. tabulu,
savienojums 4) ir izgudrots Latvijas Organiskas sint€zes institiita jau 1982.gada, bet
lidz pat miisdienam nebija izstradata jutiga ta analizes metode, lai var€tu noteikt
piemaisijumus, kuru saturs ir zem 0,1 %. Lidz Sim bridim izmantoja planslana
hromatografijas analizes metodi, kas nedod iesp&ju kvantitativi novertét arstnieciskas
vielas kvalitati. Nemot véra, ka mildronats un zinamie piemaisijumi peéc savas dabas ir
loti polari un nav hromoforu grupu, tas loti sarezgl analizes metodes izstradi. Lai
atrisinatu So problému, nepiecieSams veikt lielu eksperimentu skaitu metodes un
iekartas izvélei.

Paslaik pasaule intensivi notiek pétijumi, izstradajot hromatografiskas analizes
metodes loti polariem savienojumiem (proteini, peptidi, aminoskabes, oglhidrati ) ar
hidrofilas mijiedarbibas hromatografijas principiem (HILIC), kurus pirmo reizi piemingja
zinatniskaja lieratura tikai 1990.g [1]. P&d&jos 3 gados hidrofilas mijiedarbibas
hromatografijas metode klust arvien popularaka, ko apliecina zinatnisku rakstu skaitu
picaugums par HILIC, salidzinot ar pirmajiem piecpadsmit gadiem no pirmas
piemin&Sanas zinatniskaja raksta.

Izstradajot analizes metodi, izmantojot HILIC principus, tika detalizeti pétiti dazadu
hromatografisku parametru (dazadu buferskidumu lietoSana un to buferkapacitates un pH,

analitiskas kolonnas temperatiira, dazadu organisku skidinataju, dazadu sorbentu) ietekmi
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uz mildronata un ta piemaisijumu izdaliSanas laikiem, ka ar1 tika noskaidrotas

hromatografiskas likumsakaribas. Noskaidrotas likumsakaribas ir iesp&ams izmantot,

izstradajot jaunas Skidruma hromatografijas analizes metodes loti polariem slapekli

saturo$iem savienojumiem.

Darba merkis:

>

Noskaidrot dazadu parametru ietekmi uz slapekli saturoSo savienojumu izdaliSanas
laikiem HILIC rezima. Uz ta bazes izstradat vienlaicigu un piemérotu mildronata
un ta piemaisijumu hromatografiskas analizes metodi farmaceitiski aktivas

vielas kvalitates parbaudei.

Darba uzdevumi:

Izpetit likumsakaribas, kas veido racionalu bazi analitisko metozu izstrade:

>

Izpétit slapekli saturoSiem savienojumiem hromatografisku selektivitati lietojot
dazadus sorbentus (silicija, amino, amida, ciano, cviterjonu sulfobetains) HILIC

reZima;

Izpetit slapekli saturoSo savienojumu hromatografisko selektivitati atkariba no

dazadiem buferskidumiem un buferskidumu satura kustigaja fazg;

Izpetit kolonnas temperatiiras un dazadu Skidinataju ietekmi uz petamo slapekli

saturoSo savienojumu atdaliSanas selektivitati;

Izstradat modelvienadojumu jaunu slapekli savienojumu prognozesanai

hromatografiskai analizei HILIC rezima;

Izstradat un validét mildronata piemaisijumu noteikSanas metodi ar Skidruma

hromatografiju - tandéma masspektrometriju.

Darba zinatniska novitate ir formuléjama sekojosi:

Lidz Sim bridim pasaulé nav pétita slapekli saturoSu savienojumu sorbcija HILIC
reZima, izmantojot dazadus sorbentus, bufer§kidumus ar mainigam buferkapacitatem
un kolonnu temperatiira. Noskaidrotas likumsakaribas slapekli saturoSiem

savienojumiem HILIC reZima sniedz informaciju par sorbcijas mehanismu, ka ari



dod iesp@ju paredzet arl citu slapekli saturoSu savienojumu izturéSanos HILIC

rezima.

Praktiska nozimiba:

Pasaule loti plasi izmanto slapekli saturoSus savienojumus, tai skaita farmacija un
kimiskaja razoSana, tap&c noskaidrotas likumsakaribas HILIC rezima lauj prognozet,
ka iztur€sies citi slapekli saturoSie savienojumi un biitiski atvieglo analizes metozu
izstradi, lietojot Skidruma hromatografiju. Noskaidrotas likumsakaribas lauj saprast
slapekli saturoso savienojumu darbibu HILIC rezima. Izstradato analizes metodi jau
vairak neka divus gadus izmanto AS ,,Grindeks” mildronata produkta kvalitates

kontrolei.

Darba aprobacija:

Galvenie darba rezultati apkopoti 5 publikacijas, tai skaita 2 starptautiski cit€jamos
zurnalos, par darba rezultatiem sniegti 3 zinojumi konferencgs, tai skaita 2 starptautiskas
konferences. Uzrakstita viena nodala ,,Retention behavior of Hydrazine Derivatives in
HILIC mode” gramatai ar nosaukumu ” Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
(HILIC) and Advanced Applications”, kuru plano izdot ASV 26.11.2010.g. (ISBN:
9781439807538).

Pateiciba:

Autors izsaka pateicibu AS ,,Grindeks” par iespgjam izmantot tas analitiskas iekartas un
materialus, ka arT par finansialu atbalstu doktorantiiras studiju laika. Ipasi pateicos Osvaldam
Pugovi¢am par vertigam zinatniskam diskusijam un ieteikumiem, Imantam Davidsonam un

Janim Romanovskim par atbalstu un pretimnaksanu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Mildronata un to iespéjamo piemaisijumu analizes metode
3—(2,2,2-Trimetilhidrazinija)propionata dihidrats (mildronats) — karnitina prieksteca
y-butirobetaina (GBB) struktiiranalogs [2].

Katrai vielai sintézes procesa vai citu apstaklu rezultata rodas piemaisijumi. Mildronata
(savienojums 4) sint€zes cela rodas vairaki blakusprodukti (savienojumi 1, 2) un piemaisijumi

(savienojumi 3, 5-7), skatit 1.1. tabulu. Savienojumi 8-15 tika izmantoti ka modelsavienojumi.

1.1. tabula
Mildronata un ta piemaisijumu struktiirformulas
Nr. Savienojums Struktirformula
1 | Trimetilamonija bromids (CH 3)aN H
Br-
2 | 1,1,1-Trimetilhidrazimija bromids (CHa)sN—NH,
Br-
3 | 3-Hidroksi-1,1-dimetil-4,5-dihidro-1H- HiC, N. O
N/
pirazolinij-1-betaina hidrats HsC” H,0
4 | 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinija)propionata dihidrats s
HyC— II\f— NH— CH,— CH,— COO" - 2H,0
CH;
5 Metil-3-(2,2,2-trimetilhidrazinij)-propionata bromids . _CH,-CH,-COOCH3
- (CH3)sN—NZ
H
Br-
6 Etil-3-(2,2,2-trimetilhidrazinija)propionata bromids + _CHy-CH»-COOC,H5
- (CH3)sN—NJ
H
Br-
7 | Prop-2-il 3-(2,2,2-trimetilhidrazinij)propionata 4 _CH,-CH,-COOCH (CH3),
- (CH3)sN—NJ
bromids Br- H

Pirmo reizi zinatniskais raksts par mildronata noteikSanu paradijas 1993.gada [3].
Mildronats, karnitins un y-butirobetains tika noteikts asins plazma ar derivatizacijas
metodi. Detekt€Sanai izmantoja ultravioleto (UV) detektoru pie 262 nm un Silasorb 600
(garums 150 mm, ieksgjais diametrs 4,6 mm) analitisko kolonnu ar kustigo fazi acetonitrils

maistjuma ar 0,025 M Kkalija fosfata buferSkidumu (attieciba 10:90, v/v) ar pH 5,7.




DetekteSanas robeza visiem savienojumiem tika sasniegta 0,75 pg/ml un mildronata
1zdaliSanas 6,0 minites.

Ka alternativo metodi Skidruma hromatografijai mildronata noteikSanai plazma tika
izstradata stripingpotenciometriska analizes metode [4].

Pirmas publikacijas par mildronata un ta piemaisijumu noteikSanu aktivaja viela ar
Skidruma hromatografijas metodi, izmantojot gaismas izkliedes detektoru, tika publicétas
2005.gada [5]. DetekteSanai izmantoja gaismas izkliedes detektoru un Inertsil CN-3
(garums 250 mm, ieks$gjais diametrs 4,6 mm, dalinu izm&rs 5 um) analitisko kolonnu ar
acetonitrilu-tideni (attieciba 20:80, v/v) ka kustigo fazi. Mildronata linearais noteikSanas
intervals tika noteikts masas koncentracijas no 10,3 Iidz 814,4 ug/ml ar izdaliSanas laiku
3,5 miniites.

Publikacijas par mildronata un tos piemaisijumu noteikSanu gatavaja zalu forma
(injekcijas) ar Skidruma hromatografiju un gaismas izkliedes detektoru palidzibu tika
publicétas 2006.gada [6]. DetekteSanai izmantoja gaismas izkliedes detektoru un Inertsil
NH; (garums 250 mm, ieksgjais diametrs 4,6 mm, dalinu izmérs 5 um) analitisko kolonnu,
izmantojot par kustigo fazi acetonitrila fidens $kidumu (attieciba 35:65, v/v). Mildronata
linearais noteikSanas intervals tika konstatéts no 5,0 lidz 600,0 pg/ml ar izdaliSanas laiku
6.5 minttes.

Mildronata kvantitativa noteikSanas metode cilvéka asins plazma un urina, izmantojot
AESH-MS metodi, tika publicéta 2007.gada [7]. Detekt&Sanai izmantoja masspektralo
detektoru un Inertsil NH; (garums 250 mm, iek$€jais diametrs 4,6 mm, dalinu izmérs 5
pm) analitisko kolonnu, izmantojot par kustigo fazi acetonitrila ar Gideni (attieciba 40:60,
v/v). Linearais noteikSanas intervals sasniegts no 1,0 Iidz 20,0 ng/ml ar mildronata
izdaliSanas laiku 7,0 mindtes.

Labai analitiskai metodei jaizvairas gan no parak maziem izdaliSanas laikiem (kas
parasti izraisa vaju analiz€jamo vielu atdaliSanu), gan parak garu izdaliSanas laiku (kas
paildzina analizes laiku un ko biezi pavada signala smailes deformacija). Lai izstradatu
labu hromatografisku metodi, javeic metodes parametru optimizacija. Apgrieztas fazes
skidruma hromatografija (AFSH) paslaik ir vispopularakais no AESH rezimiem. Lai gan
apgrieztas fazes Skidruma hromatografija ir plasi lietota, tacu tas galvenais trikums ir
nepietieckama polaro savienojumu sorbcija.

Ir tads piep@mums: ja organiskajiem savienojumiem nav pietickama sorbcija

tradicionalaja AFSH uz oktadecilsilikagela (C18) sorbenta ar fidens kustigo fazi, kura ir
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amonija acetata buferSkidums ar pH 5,5 un 2% acetonitrila (MeCN), tad §ie savienojumi
pieskaitamie pie augsti polariem analitiem [8].

Ta ka mildronats un ta piemaisijumi ir mazmolekularas, polaras un labi tidenT $kistoSas
vielas, tad ir sagaidama to vaja izdaliSanas apgrieztas fazes rezima, un $aja gadijuma jonu
paru hromatografijas lietoSana Skiet perspektivaka.

Tacu mildronatam un ta piemaisijumiem ir veél viens ierobezojums — tajos nav
izteiktu hromoforu.
Sis trikums par piemérotu, jutigu detekté$anas metode izvirza masspektrometriju. Par
nelaimi, jonu paru reagenti, ka ari augsts Gdens saturs kustigaja faz€ parasti samazina
masspektrometrijas detekt€Sanas jutigumu [9,10]. Jonu paru reagents ir savienojums, kas
iedarbojas uz analiz€jamas vielas jonizé€tam vai joniz€amam funkcionalajam grupam,
uzlabojot hromatografisko izskirtspgju. Jonu paru augstas izSkirtspgjas Skidruma
hromatografija jau ilgu laiku ir ieteicama ka metode loti polaru vai pat jonog€nu molekulu,
ari daudzu farmakologiski un kliniski svarigu medikamentu analizei, izdaliSanai,
atdaliSanai un attiriSanai [11].

Jonu apmaina vai jonu paru veidoSana [12], manipuléSana ar kustigas fazes pH [13]
un apgrieztas fazes hromatografijai speciali izstradatas kolonnas [14] ir tradicionali
panémieni polaru vielu izdaliSanai. Tome@r katram no Siem pan€mieniem ir savas
priekSrocibas un triikumi. Jonu apmaina vai jonu paru veidoSana labi darbojas tikai tad, ja
interes€josas vielas ir joniz€jamas. Ari kustigds fazes pH mainiSana labi darbojas
joniz€jamiem savienojumiem, jo $adu savienojumu izdaliSana ir funkcionali atkariga no
kustigas fazes pH [13]. Savienojumu izdaliSanas biitiba ir sekojoSa: piemeklét skiduma pH
ta, lai analiz€jama viela ir neitrala forma (piem&ram, bazisks savienojums sarmaina pH
apgabala). Tom@r kustigas fazes pH piemé&roSana ne vienmér ir sekmiga loti polariem
savienojumiem. Bez tam, analiz€amie savienojumi var but nestabili neitrala vide.
Apgrieztas fazes hromatografija farmaceitiskaja rupnieciba ir visplaSak lietota metode tas
daudzveidiguma del, un tas iespgjas atdalit dazadu tipu savienojumus ir plasas. Tomer
polaru savienojumu izdaliSanai biezi nepiecieSamas kustigas fazes ar augstu tidens saturu,
kas rada papildus problémas, pieméram, stacionaras fazes dezaktivaciju [15]. AESH
kolonnu razotaji cenSas risinat So problému, veidojot stacionaras fazes ar ieklautu polaru
grupu, kas uzturétu poru slapinasanos [16-18]. Sadi kolonnu pildfjuma materiali
raksturojas ar augstu izSkirtsp&ju un atrisina fazes atiidenosanas problému, tacu biezi vien
demonstré zemaku izdaliSanas laiku. Cita pieeja, speciali polaru vielu izdaliSanai, ir

izstradatu alkilkeézu kolonnu izmanto$ana. Sadas kolonnas no atiidenoSanas pasarga pareizi
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izveloties vairakus optiomiz€tus kolonnas parametrus: poru izmérs, ligandu blivums,
specifiskais virsmas laukums un ligandu piesiisanas veids [14]. Lai gan §adas kolonnas var
lietot kopa ar masspektrometru, augstais tidens saturs kustiga faz€ polaru savienojumu
izdaliSanai nav labakais veids kustigas fazes iztvaic€Sanai elektroizsmidzinaSanas
masspektrala (ESI-MS) detektora [19]. Bet tam, daudzi $adu kolonnu tipi joprojam nesorbé
1pasi polaras molekulas. Peédgja laika lielu popularitati loti polaru savienojumu sadaliSanai
ir guvusi hidrofilas mijiedarbibas hromatografija (HILIC). Nemot véra, ka miisu pétamie
savienojumi ir Joti polari, tika nolemts izp€tit promocijas darba lietotos savienojumus
HILIC rezima.

Jaunaka publikacija (2009.gada), apraksta lidzigu, mis interes€josu, strukttru 1,1-
dimetilhidrazina (8is savienojums, tapat ka hidrazins, ir atzits par stingri kontrolgjamu
kancerogénu vielu) detekt€Sanu HILIC rezZima ar hemiluminiscento slapekla detektoru
(CLND), acetonitrilu kustigaja fazg aizstajot ar metanolu [20]. Tie paSi zinatnieki atsaucas
arm uz citiem pétijjumiem, kuros izmantota jonu hromatografija ar elektrovaditspgjas
detekt€Sanu [21]. Citi petnieki izmanto gazu hromatografiju vai Skidruma hromatografiju
péc savienojumu derivatizacijas [22-28]. Tacu derivatizacija ir komplicéta, laikietilpiga un

reiz€ém nav izmantojama hidrazina un ta atvasinajumiem detektesanai.

1.2. HILIC princips

HILIC ir augsti efektivas skidruma hromatografijas paveids, kura izmanto hidrofilas
stacionaras fazes un hidrofobas, ar augstu organiska Skidinataja saturu, kustigas fazes.
HILIC domats nelielam, stipri polaram molekulam, jo 1pasi bazém, kuru izdaliSanai
apgrieztas fazes hromatografija nepiecieSami jonu paru reagenti. HILIC ir cita pieeja
mazmolekularu polaru savienojumu atdalianai [29-33] salidzinot ar AF-AESH. Pirmoreiz
HILIC metode detalizeti aprakstita Alperta zinatniska raksta [1].

Satsinajumu ,,HILIC” 1990. gada ierosinaja Alperts, lai aprakstitu hromatografijas veidu,
kura analiz&jamas vielas mijiedarbojas ar hidrofilu stacionaro fazi un tiek eluétas ar saméra
hidrofobu eluentu, kura Gidens ir spécigakais elugjosais komponents [1]. Sads atdalisanas
panémiens kop$ 1975. gada tiek izmantots AESH cukuru un oligosaharidu analizé [34, 35].
Hromatografija ar hidrofiliem sorbentiem tiek regulari izmantota kops 1975. gada, un
nelielu tdens daudzumu izmantoSanu organiskajos Skidinatajos, lai nodroSinatu
hromatografisko izskaloSanu, pirmais aprakstijis Samuelsons 1950.-tajos gados [36, 37],

tacu Alperts pirmais izmantoja saisinajumu “HILIC”.

12



Pec bitibas, vistrapigakais apzim&jums stipri hidrofiliem un nelad&tiem
savienojumiem Skidruma hromatografija butu ,,apgriezta apgriezta faze”, tas ir, reZims,
kura polara stacionara faze pievelk eluenta polarako komponentu un ir bagatinata ar to,
darbojoties ka kav€&josais elements, bet eluentam taja pat laika ir atzistamas S$kidinataja
1pasibas, nodroSinot atru un linearu noskirSanos starp abam fazem.

HILIC ir metode, kura — ka uzskata — analiz€jamas vielas izdaliSanu izraisa $is vielas
pareja starp mazkustigu, ar ideni bagatinatu eluenta slani uz hidrofilas stacionaras fazes
virsmas un relativi hidrofoba eluenta pamatmasu, kura galvenais komponents ir 5-40 %
tdens acetonitrila.

Udens, ka stiprak elugjosa solventa izmanto$ana, dod HILIC vairdkas prieksrocibas
salidzinajuma ar tradicionalo normalas fazes (NP) hromatografiju. Eluenta pagatavoSana ir
vienkarsaka, nav nepiecieSama preciza tidens satura kontrole solventa. Bez tam NP eluenti
ir nepolari (biezi uz heksana bazes), un polaram vielam $ados eluentos ir zema skidiba.
Nepolaras fazes hromatografijas savienoSana ar ESI-MS ar1 ir problematiska, jo pilniba
organiskus, nepolarus eluentus ir griti jonizét. HILIC eluéSanas seciba parasti ir pretéja
AFSH novérojamajai, tatad HILIC labak darbojas vielam, kas ir problematiskas
apgrieztajai fazei. Uz §is 1paSibas balstas viena no HILIC priekSrocibam [1]: izmantojot
HILIC kopa ar cietfazes ekstrakcijas metodi (SPE), ir iesp&ama cietfazes ekstrakcijas
eluata tieSa injekcija pret&jas polaritates daloSaja kolonna, kas ietaupa laiku un novers
parauga zudumus [38]. Lai gan plasi lietotie SPE elugjoSie Skidinataji (pieméram,
acetonitrils) ir specigaki ka kustiga faze apgrieztas fazes hromatografija, tacu tie ir vajie
skidinataji silikagela kolonna ar ©ideni/organisko Skidinataju ka kustigo fazi, un tapéc tie
var tikt ievaditi uzreiz hromatografiska sistema. Sadi tiek likvidéts manuali veicamais
darba posms, parauga ietvaicéSana un atkartota SkidinaSana, pieméram, 96 ligzdu platém
ietaupot 50% paraugu sagatavosanas laika no cietfazes ekstrakcijas [39]. Kustiga faze ar
zemu iidens un augstu organiska Skidinataja saturu dod iespgju tieSi ievadit ar tdeni
nejaucosos skidinatajus bez negativiem hromatografiskiem efektiem. Augsts acetonitrila
saturs sniedz HILIC v&l divas prieksrocibas: augstu jutibu ESI-MS sistema [40, 41] un
atraku savienojumu atdali$anu, jo HILIC eluentiem (salidzinot ar AFSH eluentiem) ir
zemaka viskozitate [42].

Lai gan apgriezta faze ir visplasak lietotais hromatografijas princips un to var lietot
dazadu FAV analizes metodém, kombinacija ar popularakiem detekt€Sanas veidiem, tomér
atseviSkas vielas — visbiezak polari un hidrofili savienojumi eluejas ,,mirusaja’’ tilpuma

zona. Daudzus gadus S$adiem mérkiem tika izmantota normalas fazes Skidruma
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hromatografija (NPLC), kas izmanto apkartéjai videi kaitigu netdens kustigo fazi
(heksans, dioksans). Tafu $ados analizes metodes apstaklos polarus un hidrofilus
izdaliSanas secibu. Citiem vardiem, vielas ar mazu izdaliSanas laiku vai kuras netiek
sorbétas AFSH kolonnas uzrada stipru sorbciju HILIC kolonnas.

Tatad HILIC metode vairakos aspektos uzrada lidzibu ar tradicionalo NPLC, tacu svariga
atSkirtba ir Gdeni saturoSa kustiga faze. Ta rezultata, nemot vera analiz€amas vielas
skidibu eluenta, HILIC ir labaka metode, jo kustigas fazes sastavs ir lidzigaks AFSH
lietotajai. Tipiski HILIC kustiga faze sastav no 40-97% acetonitrila ar tdeni vai
buferskiduma. HILIC ir masspektrometrijai ,,draudziga” metode un, parejot no AFSH uz
HILIC, hidrofilam vielam biezi noveérojama 10-1000 - kartigi augstaka jutiba. Nav
nepiecieSami arT nekadi jonu paru reagenti — tas ir izdevigi preparativajai hromatografijai

[43].

1.3. HILIC darbibas mehanisms

HILIC apstaklos stacionaraja fazg izveidojas ar tideni bagatinats Skidruma slanis. Vielu
atdaliSana tiek panakta, izSkidinatajam vielam parejot no eluenta $aja hidrofilaja vide (skat.
1.1. attélu). Seit gan Gdenraza saites, kuru stiprums atkarigs no izskidinato vielu skabuma
vai baziskuma, gan dipolu-dipolu mijiedarbibas, kas atkariga no dipolu momentiem un
vielu polarizgjamibas, ir sorbciju noteicosie faktori. HILIC stacionaras fazes galvena
funkcija ir piesaistit @ideni. Tomer, jebkurai no pieejamajam ladétajam HILIC
stacionarajam fazém vielu izdaliSanu ietekmés arT elektrostatiska jonu mijiedarbiba, ka tas
paradits 1.1. att€la ar cviterjonu stacionaro fazi ka piemeru. IzdaliSanas procesi HILIC
sorbenta tiek skaidroti ar hidrofilo starpfazu pareju un ar elektrostatisku mijiedarbibu ar

pozitivajiem vai negativajiem ladiniem [43].
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1.1. att. IzdaliSanas procesi HILIC sorbenta [43].

Lai gan tads fakts nav tik svarigs ka HILIC pamata izdaliSanas mehanismi, ladétas
stacionaras fazes dod selektivitatei veél vienu véra pemamu aspektu: elektrostatisku
iedarbibu uz analiz€jamajam vielam. Elektrostatiskas mijiedarbibas negativa puse ir
nepieciesamiba pievienot kustigai fazei salus vai bufervielas, lai izjauktu So mijiedarbibu
un lai analiz€amas vielas tiktu eluétas no kolonnas. Palielinot buferskiduma saturu
eluenta, var samazinaties masspektralas detekt€Sanas jutigums. Tomér, cviterjonu
stacionarajam fazém katra ladina elektrostatisko speku dalgji neitralizé pretgji ladeéta jona
tuviba, tas ir, summara elektrostatiska mijiedarbiba ir vajaka. Vajaka elektrostatiska
mijiedarbiba lauj izmantot zemakas koncentracijas buferskidumus, kas ir izdevigi augsti
jutigai masspektralai detekteéSanai. Neitralam HILIC stacionarajam fazé€m parasti ari
nepieciesamas zemakas buferSkiduma koncentracijas, tacu to vaja selektivitate izce] ladetas
stacionaras fazes.

Ladina blivums uz vaja jonapmainitaja (piem&ram, silikagels un aminu fazes) virsmas ir
atkarigs no pH. Tapéc izskidinato vielu elektrostatiskas mijiedarbibas speks ar tadiem
materialiem biis atkarigs gan no analiz&jamas vielas, gan stacionaras fazes jonizacijas. pH
inertu sorbentu (pieméram, cviterjonu stacionaras fazes) gadijuma kustigas fazes optimalo
pH nosaka tikai analiz&jamas vielas 1pasibas [43].

Ka jau tika minéts ieprieks, tipiski HILIC kustiga faze sastav no 40-97% acetonitrila
maisijuma ar Gdeni vai buferSkidumu. Lai rezultati biitu atkartojami, eluentam jasatur
vismaz 3% tidens. Tads daudzums nepiecieSams, lai garant€ti hidratétu (samitrinatu ar

tideni) stacionaras fazes virsmu. Bez tam, nedrikst aizmirst, ka ar organiska $kidinataja
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satura palielinaSanos kustigaja faz€ palielinasies analitu izdaliSanas laiks. HILIC eluentiem
var izmantot vairakus polarus, tident $kistosus organiskos $kidinatajus, tom&r acetonitrils ir
vispopularakais. Skidinataju stiprums ir aptuveni pretéjs AFSH novérojamajam, un
skidinataju relativais stiprums ir $ads:

tetrahidrofurans < acetons < acetonitrils < izopropanols < etanols < metanols < tidens [43]
(citi literatiiras avoti norada sekojoSu secibu: acetonitrils < tetrahidrofurans < izopropanols
< metanols [44])

No Snaidera (Snyder) petijumiem [45] izriet tris galvenie Skidinataja selektivitati
skidinataja/vielas Gidenraza saiSu intensitate. Péc $kidinosa speka metanols (E¢=0,73) un
izopropanols (Ey=0,60) ir daudz stipraki par tetrahidrofurana (E¢=0,48) un acetonitrilu
mazaki neka otrajam parim $kidinataju.

Ir pétita citu eluentu (bez acetonitrila un tidens) izmantojamiba, tacu metanols dod
platakas smailes un tikai nelielas izmainas selektivitateé [46]. Spirtu ka vajo Skidinataju
izmantoSana ir parbaudita un var bt noderiga, ja analiz€jama viela neskist acetonitrila. L1
un Huangs [44] salidzinaja epirubicina atdaliSanu no trim ta analogiem ar metanolu,
izopropanolu, tetrahidrofurana un acetonitrilu ka vajajiem skidinatajiem ar 10% tdens
buferSkidumu; metanola izdaliSanas laiks bija “’miruSaja’’ tilpuma zona. Salidzinot ar
metanolu, izopropanola izdaliSanas laiki ir lielaki, tomér nesp&ja noskirt struktiras
izom@rus vienu no otra. Tetrahidrofurana, péc skidinataja stipruma (E¢=0,48), vajadz&tu
biit lielakam izdaliSanas laikam neka acetonitrilam (E¢=0,50), tacu eksperimentali
konstatéts, ka doksorubica izdaliSanas laiks acetonitrila ir aptuveni Cetrreiz ilgaks neka
tetrahidrofurana, un ari savienojumu izdaliSanas seciba bija dal&ji atSkiriga. Tas tika
izskaidrots ar to, ka THF ir labaks tidenraza saiSu akceptors neka acetonitrils, un ST
atSkiriba izmaina analiz€jamo vielu efektivo pK,, dodot analiz€jamajam vielam augstaku
pK. acetonitrila. Tikpat logiski Skiet skaidrojums, ka THF tidenraZa saiSu akceptora sp&jas
noarda tdens slani uz stacionaras fazes virsmas (tas ir, palielina elugSanas speku, salidzinot
ar Ey skaitlisko vertibu skidruma hromatografijas apgrieztajas fazgs).

Stipri hidrofilo savienojumu izdaliSanu bez sorbcijas daudzos gadijumos izraisa
solvofilie faktori, kad polaras funkcionalas grupas aktivi veido dipolaras saites ar
skidinataju.Ta ka nepolara stacionara faze nespgj veidot sadas saites, vielas paliek skiduma

un stipri polari savienojumi ar fidenraza saites palidzibu sorb&jas uz stacionaras fazes [47].
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Idealos apstaklos skidruma hromatografija paraugi jaskidina tada pasa skidinataja vai to
maisjuma kada ir kustiga faze. AtSkiribas parauga un eluenta viskozitate var izraisit
smailes deformaciju, bet atSkiriba Skidinataja stipruma — hromatografiskas joslas platuma
palielinasanos [48, 49].

Gadijumos, kad sorbcija nav vienas vai vairaku ladétu funkcionalo grupu dgl, sorbcija ir
viegli nodroSinama ar elektrostatiskas mijiedarbibas mehanismu. Acimredzams piemers ir
jonu apmainas hromatografija, un ta ir izmantojama praktiski visam ladétam vielam, no
maziem neorganiskiem joniem Iidz olbaltumvielam un citam biologiskam
makromolekulam. Alternativa jonu apmainai ir jonu pari, kas dod iesp&ju lietot Ietakas
AFSH kolonnas un biezi vien ir ar lielaku atdaliSanas efektivitati. Palielinats izdaliSanas
laiks tiek sabalanséts ar jonu paru reagentu, kas ir jonogéns savienojums ar analizéjamajai
vielas pret&ju ladinu un spgj veidot jonu paru lidzsvaru. Jonu paru veidosana galvenokart
tiek lietota gadijumos, kad disociacijas/protongSanas lidzsvars nav efektivi izmantojams,
sorbenta darbibas pH diapazona. Vielas izdaliSana ir aplikojama vai nu ka nelad&tu jonu
paru atdaliSana uz hidrofobas stacionaras fazes, vai ka stacionaras fazes dinamiska
parklasana ar jonu paru reagentu, kas izraisa jonu apmainai lidzigu izdalisanas mehanismu
[33]. Tipiskakie kustigai fazei pievienojamie jonu paru reagenti ir trifluoretikskabe (TFA)
vai natrija heptansulfonats, tacu zinams, ka S$ie savienojumi ievE€rojami samazina
masspektrala detektora signalu elektroizsmidzinasanas jonizacija (ESI) [9]. Visparinot:
kustigas fazes sastavs ESI-MS detektesana ir kritiski svarigs. Janem vera, ka kustiga faze
ar augstaku tdens saturu ir griitak izsmidzinama par tiriem organiskiem skidinatajiem, jo
tidenim ir augsts virsmas spraigums, un pilienu elektrizacija ir mazak efektiva [50-52].

Izpétot zinatnisko literatiiru, var secinat ka organiska skidinataja stiprums HILIC rezima

katrai savienojuma grupai varétu bt citadaks.

1.4. HILIC stacionaras fazes

Principa HILIC stacionaras fazes var iedalit tris grupas:
» neitralas (elektrostatiskas mijiedarbibas nav) — diolu, amidu fazes,
» ladetas (spéciga elektrostatiska mijiedarbiba) — nemodificéts silikagels,
aminopropilsilikagels

» cviterjonu (vaja elektrostatiska mijiedarbiba) — sulfoalkilbetaina silikagels.
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Lai gan komerciali pieejamo hromatografisku kolonnu klasts speciali HILIC meérkiem
klast arvien plasaks, stacionaras fazes izvéle veél ir visai ierobezota.

Ir populars viedoklis, ka nemodificétu silikagelu (silicija dioksids) nav iespg&ams
izmantot bioanalitiskaja maisTjumu atdaliSana un citas metod€s, kur sarezgitas matricas
atrodas polaras vielas. Sis skepticisms nak no tradicionalas tie$as fazes hromatografijas,
kurd tika izmantoti tikai organiskie $kidinataji. Udens ir viens no spécigakajiem
deaktivéjosajiem agentiem, un pievienojot ievérojamu dalu tdens (~10%) eluentam,
neaizsargats silikagels Skiet pietickami deaktivets, nenodroSinot atkartojamus rezultatus.
Tacu reiz€m uz nemodificeta silikagela HILIC rezima novérojama neatgriezeniska sorbcija
[47].

Viena no Tpasibam, kas padara nemodificétu silikagelu pievilcigu AESH-MS materialu,
ir iztikSana bez ligandiem, jo ligandi var atSkelties no nekustigas fazes un paradities lieku
smailu veida masspektra. Jaunakie saistitas stacionaras fazes sorbenti, Skiet, ir némusi vera
So probléemu, un dazadas specializétas stacionaras fazes uz silikagela bazes miisdienas
HILIC-MS metodgs klust tikpat pierastas ka nemodificets silikagels. Lai gan Gdens parklas
virsmu, tas joprojam nekavés silanolu disociaciju un ar So disociaciju saistitas katjonu
apmainas pasibas. Biitiba, tidens klatbiitne stimulé brivu silanolu veido$anos un atvieglo
disociaciju. Negativi 1adeta virsma piesaistis Skiduma katjonus, tacu vienlaikus ta samazina
izdaliSanas laiku negativi ladétiem polariem savienojumiem, kas tiek elektrostatiski
atgriisti no virsmas. Elektrolita (v€lams — buferskiduma) pievienoSana tapec ir obligata, lai
kontroletu jaukta tipa atdaliSanu, kuru stimul€ disoci€jusie silanoli, jo paSi ar baziskam
racionalais pamatojums ir indukcijas efekts, ko metala joni dod silanola grupas aciditatei.
Tas var but saistits ar stacionaras fazes pagatavosanai izmantota silikagela tiribu, tacu var
rasties arT no atSkiribam kolonnu sagatavoSanas procediiras. Smailu simetriskuma
problemas speciali HILIC izstradatajiem silikagela sorbentiem, Skiet, ir atrisinatas [47]. ,,A
tipa” silikagels parasti ir skabaks un mazak attirits. Siem materialiem acimredzot ir mazak
energétiski homogéna virsma un lielaka nosliece uz smailu asimetriskumu. ,,B tipa”
silikagels ir riipigak attirits un mazak skabs, un biezi tam tiek dota priekSroka daudzas
AFSH metodés [53].

Monolitas kolonnas lauj izmantot lielus plismas atrumus bez bitiska kolonnas
efektivitates zuduma. Runajot par $adam silikagela kolonnam, efektivitate lielas pliismas
nedaudz samazinas, bet Sis efektivitates zudums nav tik ievérojams ka AF kolonnam.

Iespg€jams, tas ir difiizijas viskozitates un masas parneses faktoru ieguldijuma dg] [54].
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Aminopropilsilikagels

Ar aminopropilgrupu saturo$u reagentu apstradats silikagels bija pirma HILIC rezima
regulari lietota saistita stacionara faze. Ta tiek lietota oglhidratu sadaliSana. Tas
prieksrociba, salidzinot ar neapstradatu silikagelu, ir palielinats mutarotacijas atrums, kas
novers dubultotu smailu veidosanos, atdalot anome&rus. Pirmajos pétnieciskajos darbos ar
silikagela izmantoSanu HILIC rezima tika apliikots arT tirs silikagels, tacu, lai paveiktu
mutarotaciju, parasti bija japievieno neliels daudzums amonija hidroksida tidens §kidums
[55]. Liela dala kolonnu razotaju piegada aminopropilsilikagela kolonnas HILIC vai NPLC
metodém. Aminopropilsilikagels un nemodificets silikagels ir izturigaki par alkilgrupu
saturoSiem sorbentiem — tap&c neatgriezeniska adsorbcija $STm kolonnam ir mazticamaka
neka AF-AESH kolonnam [55]. Bez tam aminopropilsilikagelam, salidzinot ar poliméru
matricu materialiem, ir ilgaks [idzsvara iestasanas laiks atseviskiem buferSkidumu joniem
[56]. Nopietnas bazas rada aminopropilsilikagela ierobezota stabilitate tideni saturoSos
eluentos [57, 58], kas izraisa ligandu atru noskelSanos, ko pavada smailes formas
pasliktinasanas HILIC apstaklos [59]. ST nestabilitate Skiet saistita ar liganda pirm&jas
aminogrupas pasiznicino$o darbibu, un citi stipri hidrofilie, saistitas fazes silikageli ir
krietni stabilaki pret fazes noardiSanos [59]. No silikagelu tipiem ,,C tipa” silikagels, kas
tiek razots, hidroksilgjot silikagelu, atrodas ipasa situacija [60]. Ta saukSana par
neaizsargatu silikagelu ir apstridama, jo lielaka dala virsmas silanolu ir aizstati ar silicija
hidrida (Si-H) grupam. No ,,C tipa” silikagela izgatavotie AF oktadecil- sorbenti uzrada
unikalu selektivitati daudziem polariem savienojumiem eluentos ar augstu organisko
skidinataju saturu [61]. Ir apsvertas vairakas metodes saistito aminofazu izgatavosanai, kas
balstas uz ,,C tipa” silikagela modific€Sanu, un §is fazes ir salidzinatas ar neapstradatu ,,C
tipa” silikagelu ar vai bez atlikuso silanolgrupu blokesanas, HILIC rezima atdalot
nederivatiz€tus mono- un oligosaharidus. Neblok&tajam neapstradatajam ,,C tipa”
silikagelam izdaliSanas laiks bija mazaks neka ,,B tipa” silikagelam, bet, ,,C tipa” silikagelu
blokgjot, sorbcijas efektivitate samazinajas pilnigi. Tapéc tika secinats, ka neblok&tam ,,C
tipa” silikagelam izdaliSanas laiku rada atlikusas silanolgrupas un ka ,,C tipa” silikagelam
HILIC rezima cukuriem sorbcijas nav [62]. No ,,C tipa” silikagela gatavotas saistitas fazes
tiek pievienotas pie Si-C saites, un $adas fazes ar citiem ligandiem ir stabilakas par

tradicionalajam, p&c sililacijas metodes pagatavotajam [61].
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Amida silikagels

Ar amidu saistits silikagels — hidrofila faze, kam pie 1sa alifatiska speisera atrodas
karbamoila (amida) grupa [32, 63]. Amidgrupa ir kimiski mazak aktiva neka amingrupa un
bez amina baziskuma. Tapéc izdaliSanas laiks $adas kolonnas ir mazak atkarigs no kustigas
fazes pH un mazak nosliecas uz neatgriezenisku hemosorbciju, un pirméjo amingrupu
trikuma dé] neveidojas Sifa bazes, tatad cukuri un citi karboksilsavienojumi netiek
reducéti. Amida kolonnas plasi lieto, analiz&jot peptidu savienojumus. Amida silikagels

uzrada labu atgtistamibu un stabilitati pat p&c 5000 injekcijam [63].

Diola silikagels

Diola silikagels ir saistita faze, kas p&c polaritates visvairak atgadina neaizsargatu
silikagelu [64]. To pagatavo, silikagelam reaggjot ar alkoksi-aktivétu glicidopropilsilanu,
kam seko skabes katalizeta cikla atvErSana — oksirangrupas hidrolize, veidojot siloksanam
pievienotu 2,3-dihiroksipropila ligandu. Diola faze bija viena no pirmajam izveidotajam
saistitajam fazém uz silikagela bazes, un viens no tas izstrades nolukiem bija: risinat
neaizsargata silikagela adsorbcijas problémas. Diola kolonnu augsta polaritate un tidenraza
saiSu veidoSanas 1pasibas, ka arT niecigais disoci€joSo fragmentu daudzums varétu bt
gandriz ideali apstakli HILIC metodém, kuras jaukta rezima mijiedarbiba, ieskaitot jonu
mijiedarbibu ar silanola grupam, nav vélama. Buferskiduma pH, kas zemaks par pH 3,2,

stacionarajai fazei nav v€lams, jo tas aktivizg hidrolizi [65].

Sulfoalkilbetaina silikagels

Jaunakais papildinajums HILIC fazu paletei pamatojas uz poliméra slana ar
sulfoalkilbetana cviterjonu grupam (3-sulfopropildimetilalkilamonija iek$gja sals) ka
funkcionalajam grupam uz lielporu silikagela. Ceturtéja amonija un sulfonskabes grupu
klatiene molara attieciba 1:1 uz atseviska, izvirzita fragmenta nodroSina summa
elektroneitralitati, tom&r sulfoalkilbetaina cviterjoni joprojam ir stipri osmoliti ar labam
sp&jam piesaistit virsmai tdeni [66]. Veids, kada §is fazes mijiedarbojas ar tideni, ir loti
Ipatngjs, jo dala no sh&mas (1.1. att.) ir Gdens slana izveidoSana. Ar sulfoalkilbetaina
cviterjonu polimériem $kidumos saistita fidens tidenraza saiSu shéma, cik zinams, mainas

maz, un Gdens saistiba ar §adiem cviterjoniem pastav ka kidra Gidens masa [67-69]. Sie
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materiali sakotngji tika izstradati neorganisko salu, mazu jonu tipa savienojumu un ari
olbaltumvielu atdaliSanai, bet tikai tideni saturoSos eluentos ar zemu salu saturu [70-73],
tacu miusdienas to plasakais pielietojums HILIC ir d&l to tGdeni aizturo$ajam IpaSibam
cviterjonu vid€ un zema virsmas ladina, kas neveicina stipru jonu apmainas mijiedarbibu.
Sadu sorbentu selektivitate atbilst HILIC visparéjam sakaribam ar palielinatu sorbciju ka
aminogrupas saturosu materialu silanofilajam un jonu aiztur€Sanas 1pasibam. Tam ir vaj$
devums no sulfongrupas puses, iesp&jams, no talakas ladetas vietas cviterjoniskaja
funkcionalaja grupa (1.1. att.). Sis nelielais papildus ladins ir biitiski neatkarigs no pH un
var tikt reguléts, pievienojot haotropus/kosmotropus salus vai divladina katjonus
milimolaras koncentracijas [70-73]. Sulfoalkilbetaina cviterjonu faze uz silikagela bazes
tika salidzinata ar nemodificetu silikagelu, ar aminopropil-silikagelu un amida silikagelu,
un konstatgts, ka sulfoalkilbetaina cviterjonu fazi vismazak — no salidzinatajam kolonnam
— ietekm@ pH izmainas. Tika ieverots ar1, ka sulfoalkilbetaina sorbents atSkiras no citam
pétitajam, brivi pieejamajam HILIC stacionarajam fazém [32].

HILIC apstaklos ar fideni bagatinatais Skidruma slanis tiek izveidots stacionaras fazes
ieksieng, un parasti eluenta organiska $kidinataja saturs ir augsts. Pretgji AFSH, vielas tiek
izdalitas hidrofilitates pieauguma (hidrofobitates samazinasanas) seciba. AtdaliSana tiek
panakta, analiz€jamajam vielam migr&jot no eluenta uz hidrofilo vidi uz stacionaras fazes
virsmas; process parasti ir eksotermisks. Tadgjadi gan tidenraza saites, kuru stiprums
atkarigs no izskidinato vielu skabuma vai baziskuma, gan dipolu-dipolu mijiedarbiba, kas
noteicoSie faktori. Ja izmanto ladétu stacionaro fazi, izdaliSanas laiku ietekmeés arl
elektrostatiska jonu mijiedarbiba. Saja metodé cviterjonu hidrofila stacionara faze
demonstré vaju elektrostatisko mijiedarbibu vai nu ar pozitivu, vai negativu ladinu. Tada
pieeja vienlaikus izdevigi izmanto gan cviterjonisko ladinu veidu, gan to hidrofilas
1pasibas, piemeram, papildus hidroksilgrupu dotas. Tas var dot ievérojamus izdaliSanas
laikus pasam hidrofilakajam un ladetajam vielam. Japiebilst, ka cviterjonu stacionarajai
fazei ir kustigai faz€ izvirzita negativi ladéta sulfonskabes grupa, un pozitivi ladéta
ceturt€ja amonija grupa ,,paslépta” alkilke€de. Tapéc jebkuras pozitivi ladetas analiz€jamas
vielas pievilkSanas pie cviterjonu stacionaras fazes sulfonskabes grupas ir stipraka par
atbilstoSu mijiedarbibu starp analiz€jamas vielas negativo ladinu un cviterjonu stacionaras

fazes pozitivi ladéto grupu. Analogiski, analiz€jamas vielas ar negativo ladinu tiek stiprak
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sulfonskabju grupu atgriistas neka pozitivi 1adétas vielas atgriiz ,,sl€ptas” amonija grupas.
Kopa tas palielina izdaliSanas laikus negativi ladétam analiz€jamajam vielam [74].
Nemot vera, ka HILIC sorbenti sava starpa loti biitiski atSkiras, ir kluvis nepiecieSams

sikaK izpétit dazadu sorbentu mijiedarbibu ar slapekli saturoSiem savienojumiem.

1.5. Organiskie Skidinataji un kustigas fazes HILIC reZima

AESH-MS metodes selektivitate un jutigums atkarigi ne tikai no jonizésanas veida, bet
arT no AESH metodes. Viens no svarigakajiem parametriem ir kustigas fazes sastavs.
Organiska  Skidinataja (acetonitrila, metanola, etanola, izopropanola, acetona,
tetrahidrofurana) koncentracijas maina ir universals lidzeklis izdaliSanas laika reguléSana,
selektivitates un jutiguma ietekmesana.

HILIC kustigas fazes organiskos komponentus var iedalit polaros protonajos un
aprotonajos Skidinatajos. Metanols, etanols un izopropanols parstav polaros protonos
skidinatajus. Polaro aprotono $kidinataju pieméri ir acetonitrils un tetrahidrofurans.
Protonie $kidinataji tidenraza sait€ém var biit gan donori, gan akceptori, bet aprotonie
skidinataji var bt tikai Gidenraza saiSu akceptori. Sp&jot veidot idenraza saites, protonie
skidinataji var konkurét uz stacionaras fazes virsmas aktivajiem centriem, traucgjot tidens
slana veidoSanos uz §is virsmas, tadg€jadi padarot stacionaro fazi mazak hidrofilu. Ta
rezultata p&tamas vielas ar spécigu tidenraza saiSu veidoSanas potencialu tiek izdalitas vaji.

Udenraza saiSu stipras veidoSanas sp&jas dé] metanols var traucét tidens saistiSanos uz
silicija dioksida virsmas, aizvietojot tidens molekulas un izveidojot vairak hidrofobu
stacionaro fazi [75]. Ta (nestabila tidens slana) rezultata jonu veida skiduma esos$as vielas
tiek sorbetas vaji. [zopropanola zemako hidrofilitati (salidzinot ar metanolu) izraisa garaka
alkilgrupa. Un tas mazak aktivi aiznem stacionaras fazes aktivos centrus, atstajot daudz
vairak vietas izskidinato vielu molekulu adsorbcijai. Udenraza saiSu veidoSanas starp
skidinataja un izskidinatas vielas molekulam aktiviz€jas gan kustigaja, gan stacionaraja
fazg, ievérojami ietekmgjot vielu izdaliSanu un S$kidinataju selektivitati. Pret&ji metanolam
un izopropanolam, acetonitrila un THF tidenraza saiSu donora sp&ks (apzime ar ‘o) ir vajs,
attiecigi 0,15 un 0,01. Elugjosais speks MeCN un THF ir aptuveni vienads, tacu p&tamas
vielas MeCN sorbgjas stiprak neka THF. Tas tapéc, ka THF ir labaks tidenraza saiSu

______

lokalizacijas efekts korele ar skidinataja konstanti [ [45]. Jo lielaks ir Skidinataja
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raksturlielums B, jo zemaka kliist baziskas analiz§jamas vielas pKa vertiba [76].
Koeficients B vértibas THF un MeCN ir atbilstosi 0,49 un 0,25.

aminogrupu pKa (ar metanolu kustigaja fazg) [77]. Sie rezultati atkal demonstrg, ka jonu
apmainas mijiedarbiba neapSaubami doming vielu izdaliSanas mehanisma, jo silikagela
(silicija dioksida) silanolgrupas pie augstaka pH ir joniz€tas, kas pavajina adsorbcijas
mijiedarbibu starp metanolu un silikagela virsmu.

Analiz€jama parauga atSkaidiSanas Skidinatajs var spécigi ietekmét analiz€amo vielu
izdaliSanas smailu formas [78, 79]. Paraugu skidinataja 1pasibam jabut péc iesp&jami
tuvakam kustigas fazes sastavam. Smailes forma uzlabojas, samazinot tdens saturu
parauga $kidinataja. Tomer, samazinot fideni pilnigi, pieméram, pagatavojot paraugu 100%
metanola, tiek noverotas platas smailes un savienojumu izskirSana samazinas. Kastels ar
koleégiem [79] izvert&jusi, ka labakais kompromiss starp §kidibu un smailes formu ir 75:25
(v/v) acetonitrila un metanola maistjums. Ir jaatgadina, ka skidiba organisko $kidinataju
maisijumos ir individuala katrai vielai un ta jaoptimizg katrai vielai.

Ir svarigi atcereties, ka organiskie Skidinataji kustigaja faz€ spg) mainit gan
buferskiduma, gan analiz&jamas vielas pKa. Tas, protams, nobida protolitisko Iidzsvaru,
izmainot hromatografésanas apstaklus.

Ir pétnieki, kuri petijusi tdens aizvietoSanu kustigaja faz€ ar citiem polariem
$kidinatajiem, visbiezak ar spirtiem [46]. Sados apstaklos hidrofila mijiedarbiba joprojam
tiek noverota, tacu lielaks (aptuveni divreiz) metanola saturs nepiecieSams, lai nodrosinatu
tadu sorbciju ka tideni saturos$a kustigaja faze. Dazi savienojumi elu€jas ‘’miruSaja’
tilpuma zona pat ar 100% n-propanolu, domajams, hidrofilitati samazino$as garakas
alkilgrupas del.

HILIC rezima silikagela virsmas silanolgrupu jonizé€Sanas var but vera nemams
analiz€jamas vielas izdaliSanas faktors. TieSi silanola jonizacija vai nu piesaista imobilo
tidens slani, veicinot HILIC mijiedarbibu, vai ar7 tieSi iesaistas jonu apmaina; abi procesi
uzlabo analiz&jamas vielas mijiedarbibu ar stacionaro fazi, tatad uzlabo vielas izdaliSanu.
Mijiedarbiba starp stacionaras fazes Si-OH un polaram analiz&§jamam vielam — gan HILIC
veida, gan jonu apmaina — klust vajaka, pastiprinoties kustigas fazes skabumam [80].

Elektrostatiskas jonu hromatografijas (EIC) jeb, ka to v€lak nosauca, cviterjoniskas
jonu hromatografijas (ZIC) koncepciju ar cviterjonu stacionaro fazi jonu atdaliSanai
pirmoreiz piedavaja Hu ar kolégiem 1993. gada. [81]. ST atdalidana izmanto cviterjonu

stacionaro fazi, kas saglaba fiks€tus pozitivos un negativos ladinus ciesi vienu pie otra.
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Analizgjamas vielas joni var piekliit gan fiks€tam pozitivajam ladinam (anjonu gadijuma),
gan fiksétam negativajam ladipam (katjona gadijuma). Ladinu tuvibas d€] analiz€jamas
vielas joni vienlaikus tiks gan pievilkti, gan atgrasti. Sadi tiek panakta neatkartojama un
reizém sarezgita selektivitate. Daudzi pétijumi censas noformulét ladinu mijiedarbibas
molekulara Itmeni. Hu un Haddads, skaidrojot izdaliSanas mehanismus, zinoja par
elektriska dubultslana veidosanos [82, 83]. Okada un Patils modelg&ja cviterjonu izdaliSanu,
balstoties uz Puasona-Bolcmana teoriju [84]. Donnana membranas veidoSanas apvienoja
ieprieksgjas teorijas — Hu (elektriskais dubultslanis) un Patila (ladétas virsmas) — lai
izskaidrotu gan elu€Sanas secibu, gan kustigas fazes sastava ietekmi uz analitu izdalisanu
[85,86]. Ir publicéti tikai dazi pielietojumi, kas izmanto §is neparastas stacionaras fazes
atdaloSo spe€ku [87]. Jonsons un Apelblads demonstréja polaru un hidrofilu savienojumu
atdaliSanu, lietojot sulfobetamna tipa cviterjonu stacionaras fazes. Vinu raksts pieversa
uzmanibu selektivitatei no HILIC viedokla, un acetonitrila un metanola ietekme tika
verteta peéc RNS-DNS bazu izdaliSanu rezultétiem amonija formiata buferSkiduma sistéma
[88].

AtdaliSanas mehanismu (tas ir, HILIC un EIC) kombin&Sana teorétiski var sarezgit
atdaliSanas mehanisma izprasanu; tomér cviterjonu kolonnas efektivitati biitiski uzlabo
organisko Skidinataju pievienoSana kustigajai fazei, lai izmantotu HILIC efektu. Ir jau
pieradits, ka acetonitrils HILIC efektu pastiprina vairak neka metanols [88].

pH diapazona no 3,1 Iidz 6,6 sulfobetaina tipa cviterjonu stacionara faze saglaba savus
stabilos pozitivos un negativos ladinus. Palielinoties kustigas fazes pH (noraditaja
diapazona), izdaliSanas laiki visiem katjoniem palielinas un visiem anjoniem — samazinas.
Katjonu izdali$anas laiku izmainu, domajams, izraisa idenraza jonu (H") mijiedarbiba ar
cviterjona negativi ladéto dalu (SOs’), sadi pie zemaka pH pilnigi ekrangjot no katjona.
Anjoni darbojas péc jonu apmainas standartteorijas. Sie pasi pétijumi paradija, ka, mainot
amonija acetata buferSkiduma koncentraciju no 10 mM Iidz 200 mM, krasi mainas smailu
forma un izdaliSanas laiks. Par smailu formu rungjot: buferSkiduma zemakajas
koncentracijas katjonu hromatografiskajam smailém bija ‘aizmugures astes’, bet
augstakajas koncentracijas STm smailém bija ‘astes prieksa’. No Siem rezultatiem
turpmakajiem pétijumiem tika ieteikts buferskiduma koncentraciju diapazons no 50 Iidz
100 mM. Sadas koncentracijas buferskidumus ir problematiski savietot ar kustigas fazes
organisko dalu (acetonitrilu): Skidiba ir ierobezota. Bez tam, augsta buferskiduma

koncentracija nav pienemama MS detektoram [87].
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IzdaliSanas laika izmainas var izskaidrot ar divdaligu mehanismu. Mijiedarbibas
pamatmehanisms HILIC rezima balstas uz jonu iekl@iSanu tidens slani uz stacionaras fazes
virsmas, tapec izdaliSanas laika samazinasanos vislabak var saprast ka Iidzsvara
koncentraciju nobidi. Ta ka buferskiduma katjona (NH,") koncentracija parsvara pieaug
tidens slani, analiz&jamas vielas pretjoniem ir mazak iesp&ju iekliit idens slani. Tadgjadi,
Sie joni tiek izdziti caur kolonnu (galvenokart paliekot organiskaja slani), maz
mijiedarbojoties ar kolonnas pildljumu vai tdens slani. Bez tam, NH;' intensivi
iedarbojoties uz SOs™ fiks€to negativo l1adinu, un buferSkiduma koncentracijai pieaugot,
samazinas piekluve Siem fiks€tajiem ladiniem. Rezultatd katjoni nepiekeras SOs;™ un
izdaliSanas laiks palielinas; anjonu sorbcija tiek ietekméta pretgja veida. Anjoni nesanem
no SO grupas tradicionalo atgriiSanu, tapéc var piekliit treS€jam aminam, lai veiktu jonu
apmainu. STjonu apmainas mijiedarbiba palielina izdali$anu laiku anjoniem [87].

Dziangs un FiSers pétija peptidus HILIC rezima. Peptidi ir amfotéras molekulas, kuru
ladini mainas atkariba no vides pH. So molekulu summarais ladin$ ir nulle pie pH=plI
(izoelektriskais punkts) un pieaug, samazinot buferSkiduma pH un pretgji; ta notiek,
protongjoties un disocigjot peptida vaji skabam vai baziskam sanvirkn€ém un amino- un
karboksilgrupu galiem. Saja pétfjuma teikts, ka hidrofilas mijiedarbibas intensitate un
kustigas fazes 1pasibas tika uzturétas konstantas (mainot bufera pH, bet acetonitrila saturu
un buferSkiduma koncentraciju uzturot konstantus), un izdaliSanas laiki atkarigi
galvenokart no peptida un stacionaras fazes ladinu izmainam [89]. Tada veida izdaliSanas
laikus var salidzinat arT no pH atkariga peptida ladina.Palielinot pH no 3 Iidz 7, nelielu
peptidu izdalisanas faktora (k) vértibas nedaudz samazinajas. To var izskaidrot ar
palielinatu pozitivo l1adinu kopa ar peptidu palielinato hidrofilitati pie zemakiem pH, kas
savukart palielina izdaliSanas faktorus HILIC sadaliSanas rezima. Pretgju sakaribu
konstatgjis Guo ar kolégiem, tas ir: pozitivs ladin$ pie zemaka pH izraisa stipru izdaliSanas
laiku samazindjumu AF-AESH rezima [89, 90]. Mazie peptidi tiek labi atdaliti (viens no
otra), izmantojot hidrofilas mijiedarbibas un stacionaras fazes/analiz€§jamo vielu jonu
mijiedarbibas mehanismu. Salidzinot ar nemodificétu silikagelu, cviterjonu sorbents
paradija stabilakus izdaliSanas laikus baziskiem peptidiem pH diapazona no 3 lidz 7 un
augstakus izdaliSanas faktorus skabajiem peptidiem. ArT jonu mijiedarbibas ieguldijums
pie pH>5 cviterjonu sorbentam bija mazaks neka silikagelam, un to var novérst pavisam,
palielinot buferskiduma koncentraciju eluenta virs 20 mM.

Peks un Rislijs izmantojot silikagela kolonnu HILIC rezima, nonaca pie secinajuma, ka

organiska Skidinatdja satura palielinaSana kustigaja faze€ batiski palielina katjonu
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izdaliSanas laikus. Papildus tam, stacionarai fazei vajadzetu dalgji uzradit jonu apmainas
Tpasibas; tatad katjonu izdaliSanu vajadzetu ietekmét buferskiduma koncentracijas un pH
izmainas. Peks un Rislijs eksperimentali pieradija: palielinot amonija acetata buferskiduma
(pH 6,65) koncentraciju no 10 [idz 200 mM, katjonu izdaliSanas laiki samazinas 2-4 reizes.
Samazinot pH no 6,65 uz 3,55 pie konstantas buferskiduma koncentracijas (50 mM
amonija acetata), tika noverots, ka katjonu izdaliSanas laiks samazinajas aptuveni par vienu
treSdalu. Visus Sos noverojumus var piedevet aktivajiem silanola centriem un jonu
apmainai [29].

HILIC rezima parasti tiek izmantotas tris tipu kustigds fazes: acetonitrils/idens,
acetonitrils/sals Skidums vai acetonitrils/buferskidums. Kustigas fazes tips jaizv€las pec
analiz€jamo vielu kimiskajam ipasibam. Pieméram, neitralam molekulam prieksroka
dodama acetonitrila/idens kustigajai fazei, tacu iesp€jams lietot jebkuru no trim
mingtajiem tipiem. Kustigas fazes acetonitrila/buferSskiduma tips ir labakais vajam skab&m
vai vajam bazem, ka arT paraugiem, kuros ir nezinami komponenti. [zmantojot kustigo fazi
ar sals Skidumu (amonija hlorids, tacu ar UV diozu matricas detektoru), novérotas
likumsakaribas, kas saskan ar HILIC izdalisanas mehanismu. Tika izteikts pienemums, ka
uz polaras stacionaras fazes virsmas varétu atrasties stavoss Udens slanis, kas
iz8kidinatajam vielam nodroSinatu fazu parejas mijiedarbibu. Joniz€tam analitam bez salu
vai bufeskidumu klatbiitnes ir krietni lielaka iesp&ja palikt iidens slani. Tadgjadi
iz8kidinatajam vielam ir vai nu liels izdaliSanas laiks vai arT tas paliek kolonna. Sals
koncentraciju palielinot, pretjonu parakuma klatiene veicinas jonizétu izskiduso vielu jonu
paru veidoSanas. Izveidotie jonu pari ir labak SkistoSi kustigaja faze, un lidz ar to
izdaliSanas laiki samazinasies [38].

Sobrid visi HILIC kolonnu raZotaji iesaka izmantot buferétus eluentus, lai samazinatu
elektrostatisko mijiedarbibu starp ladétam analiz€jamajam vielam un deproton&tam
stacionaras fazes silanolgrupam. Sada mijiedarbiba ir svarigs faktors visu modifikaciju
HILIC kolonnam, atdalot 1ad&tas molekulas; piem&ram, baziskas vielas var tikt atdalitas ar
jonu apmainas mehanisma palidzibu uz tira silikagela. Ir pieradits, ka kolonnas ar augstaku
silikagela tiribas pakapi nodrosina mazakus izdaliSanas laiku un mazaku selektivitati neka
silikagela kolonnas ar metalu piemaisijumiem sorbenta [91, 92]. Tas tiek skaidrots ka
kombingtais mehanisms, ko izraisijis silanolu paaugstinatais skabums, ko aktivé metala
piemaistjumi (visbiezak — aluminija vai dzelzs) tuvums. Ir japiever§ uzmaniba, ka Sie
eksperimenti veikti ar samera augstu tidens daudzumu saturoSiem eluentiem, padarot AF

sorbentu vai tieSu mijiedarbibu ar metala joniem par sekundaro sadaliSanas mehanismu.
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Sie atklajumi biitu jaizmanto ari HILIC sistémas. Skabo vai negativi ladéto dalinu
elektrostatiska atgriiSana var izraisit §adu vielu pilnigu atgriiSanu no silikagela poram.
Visieteicamakie ir amonija sali - formiats vai acetats, jo tiem ir laba skidiba kustigaja faze
ar augstu acetonitrila saturu, buferéSanas diapazons pienemams vairumam HILIC metoZzu,
un tie savas gaistamibas dé| ir pienemami AESH masspektralai (MS) detektesanai [9].

Daudzi apgrieztas fazes hromatografijai tradicionalie sali nav izmantojami HILIC, jo tie
vaji Skist kustigaja faze ar augstu MeCN saturu. HILIC izmanto ne tikai amonija acetatu un
formiatu, bet ar1 citus salus ar relativi labu skidibu organiskajos skidinatajos: amonija
hidrogenkarbonatus, trietilamonija fosfatu un natrija perhloratu. Tacu p&dgjie divi sali nav
pienemami MS detekteSanai.

Fakts, ka izdaliSanas laiks HILIC rezima pieaug salidzinot ar AFSH, tika novérots.
Izdalisanas laika palielinasanas var biit izsaukta nevis no kadas specifiskas mijiedarbibas ar
stacionaro fazu funkcionalajam grupam, bet no hidrofilas noskirSanas procesa. HILIC
atdaliSsanas modelt ietverts ar Udeni piesatinats slanis uz poru virsmas [1]. Augsta
organiska skidinataja koncentracija kustigaja faz€ liek salim pariet uz tideni saturoso slani.
Augstaka sals koncentracija ar Gdeni bagatinataja slani izspiedis vairak solvatétus sals
jonus. Tas palielinas Skidruma slana apjomu vai hidrofilitati, palielinot izSkidinato vielu
izdali$anas laiku [32].

Svarigakais mijiedarbibas mehanisms HILIC rezima balstas uz jonu iekliSanu un
izkliSanu no wdeni saturoSa, mazkustiga slana uz silikagela virsmas. IzdaliSanas laiks
vislabak izprotams ka lidzsvara koncentracijas nobide un jonu apmaina ar aktivajam
silanola grupam. Ta ka amonija jonu saturs palielinas Gideni saturoSaja slani, analiz€jamas
vielas pretjoniem ir mazaka iespgja iespiesties mazkustiga tidens slani, pamatojoties uz
difuzijas gradientu. BuferSskiduma koncentracijas pieaugums konkuré ar aktivajam silanola
grupam, tas samazina pozitivi 1adéto analiz€jamo vielu sp&ju mijiedarboties ar STm grupam.
Tadgjadi, joni iziet caur kolonnu (lielakoties paliekot organiskaja slani), mazak
mijiedarbojoties ar kolonnu un ar fideni saturo$o fazi. Lidz ar izdaliSanas laika izmainam,
buferSkiduma koncentracija ietekm& ari smailes formu. Loti zemas buferskiduma
koncentracijas (10 mM) novérojama smailes asimetrija. Palielinot bufera koncentraciju,
smailes simetriskums uzlabojas. Sis efekts apstiprina apgalvojumu, ka jonu apmaina ir dala
no aiztures mehanisma [30].

Ir publikacijas par sals koncentracijas ietekmi HILIC sorbentos, tatu nav atrodama

informacija par 1.1. tabula apskatitajiem savienojumiem [8, 29, 32, 38, 93].
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1.6. Temperatiiras ietekme AESH un HILIC re?ima

Kustigas fazes sastavs un kolonnas temperatiira ir mainami parametri, kas plasi tiek
lietoti adsorbcijas procesu kontrolésanai AF hromatografija. Ir veikti vairaki pétijumi par
kustigas fazes sastavu un temperatiiras ietekmi uz to [94-96]. Ir konstatets, ka temperattira
izdaliSanas laika samazinasanai ir mazak efektiva neka Skidinataja stiprums. Liela
temperattras ietekme tika noverota tikai joniz€jamiem savienojumiem, tap&c manipulacija
ar temperatiru ir noderigs instruments galvenokart jonu apmainas un jonu paru
hromatografija [96]. Neitraliem komponentiem temperatiiras izmaina par 4-5 gradiem
atbilst aptuveni 1% kustigas fazes sastava izmainai [94, 95]. Tacu izmantojamais
temperatiiras diapazons parasti ir ierobezots no istabas temperatiiras Iidz 50-60 °C, jo
klasiskas modificétas silikagela stacionaras fazes ir termiski nestabilas, un ekspluatacijai
augstakas temperatliras nepiecieSamas noturigas, termiski stabilas jaunako paaudzu
kolonnas, tacu tas ir dargas. Augstakas temperatliras izmanto$ana var izraisit ar1 termiski

Tomer skidinataja stipruma un temperatiiras optimiz€Sana var dot spécigu ietekmi
apgrieztas fazes hromatografijas atdaliSanas efektivitate, uzlabojot atdaliSanas selektivitati
un kolonnas efektivitati. Temperatiiras svariguma atziSana balstas uz labi zinamiem
kustigas fazes viskozitates samazinasanas un izskidinatas vielas difuzivitates efektiem.
Pirmais efekts izraisa spiediena pazeminasanos kolonna, laujot palielinat plismas atrumu.
Tas uzlabo procesa razigumu, kas tiesi saistita ar atdaliSanas procesa atrumu. Palielinatas
difuzivitates rezultats ir straujaka masas parneses kingtika, kas uzlabo kolonnas efektivitati.

Sakaribu starp izdali$anas faktoru (k) un kolonnas temperatiru (T) AFSH biezi

apraksta ar vant Hofa vienadojumu [97]:

0 0
1nk:_AH +AS
RT

+Ing, (1.1)

kur AH” un AS” ir sorbcijas entalpija un entropija,

R — gazu universala konstante.

¢ — fazu attieciba, T — absoliita temperatiira.

Ja polaru savienojumu izdaliSanu HILIC rezima izraisa fazu pareja starp parsvara
organiska satura kustigo fazi un ar Gideni bagatu Skidruma slani uz kolonnas pildijuma

virsmas, ka ierosinajis Alperts [1], tad van’t Hofa vienadojums ir piem&rojams ar1 HILIC.
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Ir petijumi, kuros attiecibu starp izdaliSanas faktoru (k) un fidens saturu kustigaja faze

o vl —1°

_____

stavaki, un parasti negativas entalpijas vértibas ir lielakas polarakajam fazém un
polarakajam analiz€jamajam vielam.

Jonu apmainas hromatografija entalpijas izmainas parasti ir lielas, un parsvara ir
sorbcijas mijiedarbiba. Entalpijas izmainas var bt gan pozitivas, gan negativas
(eksotermiskas vai endotermiskas reakcijas), un jonu apmaina parasti biutiski ietekme
izdaliSanas laiku. Tapec visai biezi literatira aprakstita hromatografija augstaka
temperatura.

Apgrieztas fazes hromatografija sorbcijas mijiedarbibas parasti ir eksotermiskas ar
relativi nelielam izmainam entalpija. Tas parasti izpauzas tikai pieticiga izdaliSanas laika
samazinajuma, temperatiiru palielinot, pret€ji jonu apmainas hromatografija notiekosajam
[98-100].

Kad paaugstinata temperatiira tick apspriesta hromatografistu aprindas, parasti tiek
pieminéts temperatiiras izraisitais sist€mas spiediena samazinajums, no ka izriet dazadas
ekspluatacijas priekSrocibas. Zemaks spiediens samazina slodzi uz detalam (varstuliem,
blivém u.c.) un rada iesp&ju izmantot lielaku plismas atrumu, ja ir tada velésanas. Tas
kltst TpaSi svarigi, izmantojot dazas musdienigas kolonnas, kuru pildjjuma dalinas ar
diametru 1,7 um dod iesp€ju palielinat spiedienu vairak neka plasi lietotas kolonnas ar 5
pum sorbenta dalinu izméru.

Kolonnas temperattira var ietekmét entalpiju, analiz§jamajai vielai parejot no kustigas
fazes stacionaraja, it Ipasi — ja tas saistits ar jonu mijiedarbibam [95]. Dongs un Huangs
pétija baziskus savienojumus, kur vant Hofa Itknem ir negativs virziena koeficients [101].
Tas nozime, ka izdaliSanas laiki S§Tm vielam mainas netradicionali: tie palielinas,
temperatiirai pieaugot. Min&tie autori vienlaikus novéroja ari kolonnas skivju skaita
pieaugumu, tadgjadi kolonnas temperatiras palielinaSana uzlaboja pétito savienojumu
hromatografisko smailu izskirSanu.

Literatura ir vairakas publikacijas par HILIC kolonnu temperatiiras ietekmes pétijumiem
[30, 65, 77, 93], tacu nekada informacija nebija atrodama par 1.1. tabula uzskaititajiem
savienojumiem, un ir verts izpetit slapekla saturosus savienojumu izturéSanos atkariba no

kolonnas temperatiiras.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Darba izmantotie reagenti un pétitie paraugi:

Analizes tika veiktas, izmantojot sekojosus reagentus un paligvielas.

1.

AR S AN U

[\ I NS R NS I T e e e e e e e
N = OO0 0N N AW N = O

Dejonizéts tdens H,O (Millipore MilliQ-plus gradient) (R>18,2
MQ-cm; TOC: 3 pg1™);

Metanols, (Merck, AESH tiriba);

Acetonitrils, (Merck, AESH tiriba);

Tetrahidrofurans, (Merck, AESH tiriba);

Izopropanols, (Across organics, AESH tiriba);

Acetons, (Merck, AESH ftiriba);

Etanols, (Merck, AESH firiba);

Heptafluorsviestskabe, (Merck, AESH tiriba);

Trifluoretikskabe, (Acros organics, tiriba > 98%);

. Skudrskabe, (Acros Organics, tiriba > 99,7%);

. Amonija formiats, (Fluka, tiriba > 99,0 %);

. Amonija acetats;

. Amonija propionats;

. Amonija butirats;

. Amonija izobutirats;

. Amonija trifluoracetats;

. Amonija heptafluorbutirats;

. Fosforskabe, (Merck, 58 %);

. Membranfiltri — 0,22 um kustigas fazes filtrésanai (Millipore);
. Analitiskie svari Sartorius MP21 (max 120 mg; = 0,01 mg);
. pH metrs — InoLab (+ 0,01);

. Millipore kustigas fazes filtréSanas iekarta, ar Air Admiral vakuumsiikni;
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2.1. tabula

Pétijjuma izmantotie savienojumu raksturojums

Nr. Savienojuma nosaukums Struktiirformula Tiriba,
%
1 2 3 4
1. | Trimetilamonija bromids \
h Br
HN— 99,2
/
2. | 1,1,1-Trimetilhidrazinija bromids y 99,5
N—N—  Br
\
3. | 3-Hidroksi-1,1-dimetil-4,5-dihidro-1H- _
+
pirazolinij-1-betaina hidrats >N\§/O *H20 98,8
4. | 3-(2,2,2-Trimetilhidrazinij)propionata
dihidrats . | _ *2H,0 99,3
5. | Metil-3-(2,2,2-trimetilhidrazinij)-
propionata bromids O B 99,1
\ + /\)J\ - Br
—N—N @)
/
6. | Etil-3-(2,2,2-trimetilhidrazinija)propionata
@]
bromids M Br 99,0
7. | Prop-2-il 3-(2,2,2-
trimetilhidrazinij)propionata bromids 99,0
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2.1. tabulas turpinajums

1 2 3 4
8. | Tetrametilamonija bromids y 98,7
— N~ Br
\
9. | Benzil(trimetil)amonija hlorids P 99,2
10. | Metil-4- (1,1,1 — /\/\/O\ 98,8
trimetilamonij)butirate hlorids >'|\| | |
O
11. | Benzil(trietil)Jamonija hlorids ‘J 98,0
12. | Heksadecil(trimetil)amonija bromids 98,4
%v*— (CHp)15 — Br
13. | Metil(trioktil)amonija hlorids | 98,6
(CHy)7
—|N*— (CHp)y —
(CHz)7
14. | Karbamoiloksietil(trimetil)amonija | b 99,2
hlorids _| M\H/N T
]
15. | Trimetil(2,3-epoksipropil)amonija 99,4

hlorids

/W':'
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2.2. Hromatografiskas kolonnas

Informacija par hromatografiskam kolonnam ar to raksturlielumiem, kuras izmantotas

petijumos, apkopota ir 2.2.tabula.

2.2. tabula
Pétijuma izmantoto hromatografisko kolonnu raksturojums
Specifiskais

Poru Dalinu virsmas | Kolonnas

NT. Kolonna Stacionara faze izmers | 1izmers laukums izmeri

(A) (um) (m*/g) (mm)
1. Discovery® Cyano Cianosilikagels 180 5 200 |2,1x 100
2. [Hypersil APS-1 Amino silikagels 120 3 170 3,2x 100
3. |Atlantis HILIC Silica Silikagels 100 3 330 2,1 x 150
4. |Alltima HP Silica Silikagels 100 3 450 2,1 x 150
5. [Spherisorb® Silica Silikagels 80 3 220 2,1x 100
6. |ZIC®-HILIC Sulfobetains 200 5 135 2,1x 100
7. |TSKgel Amide-80 Amidsilikagels 80 5 313 2,0x 100
8. |Spherisorb® NH, Aminosilikagels 80 3 220 2,1x 100
9. [Symmetry® C18 Oktadecilsilikagels | 100 5 335 3,0x 150
10.|Atlantis dC18 Oktadecilsilikagels 100 5 330 3,0x 150

2.3. Aparatiira

AESH aparatira - Waters 2695 Alliance, ar Quattro Micro API triskarsais

kvadrapolu masspektrometrs ar elektroizsmidzinaSanas jonizaciju. Analitiskais signals tiek

iegiits ar pozitivu elektroizsmidzinasanas jonizacijas jonu reZimu, lietojot kolonnas un

paraugu termostatéSanas un nepartrauktu kustigas fazes degazesanas iekartu.

Darba tika izmantoti sekojosi iekartas darbibas parametri:

15V

Konusa spriegums

Kapilara spriegums
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Sadursmju energija 20-35V

Sadursmju gaze Argons (tiriba 99,99999 %)
Jonu avota temperatura 110 °C
Desolvatacijas temperatiira 220 °C

Iztvaic€sanas gaze (N2, 99,5 %) 500 L/h

Kustigas fazes plisma 0,2 ml/min tika izmantota visiem eksperimentiem. Savienojumi

tika parbauditi, izmantojot jonu pareju monitoringa rezimu (multiple reaction monitoring -
MRM) ar raksturigam parejam, kuras paraditas 2.3. tabula. Masspektrometra darbiba tika
kontroléta, izmantot MassLynx v. 4.0 Data System programmatiras nodroSinajumu.
Konusa spriegums (skat. 2.3 tabula) katram savienojumam tika piemeklets atseviski,
izveloties maksimalo analitiska signala jutibu, protongjot molekulu ([M+H]") un
izmantojot tieSu izskidinata savienojuma ievadiSanu ar plismu 20 ul/min. P&tamo
savienojumu S$kidumi ar masas koncentraciju 1 ug/ml tika pagatavoti, tos Skidinot

acetonitrila-tidens (90:10, v/v) maistjuma.

2.3. tabula

Pétamo savienojumu (skat. 2.1. tabulu) masspektrala detektora parametri

N Konusa Sadursmju Skeng&sanas
" spriegums (V) energija, eV parejas, Da
1. 20 18 60—45
2. 25 15 75—59
3. 35 19 115—72
4. 25 18 147—59
5. 20 23 161—59
6. 22 23 175—58
7. 25 22 189—58
8. 25 26 74—58
9. 20 20 150—91
10. 25 10 160—101
11. 20 15 192—91
12. 30 30 284—60
13. 25 40 369—156
14. 21 26 147—88
15. 24 30 116—57
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2.4. Aprekinu formulas

IzdaliSanas faktoru k, kas raksturo sorbata sadalijumu starp kustigo un nekustigo fazi,

no eksperimenta iegiitajiem rezultatiem aprékina pec 2.1. vienadojuma [102]:

K= , @.1.),

kur:
tr — izdaliSanas laiks, min;

to — nesorb&josas vielas izdaliSanas laiks, min,

Lielums Rg raksturo divu blakus esoSu joslu savstarpgjo izskirSanu (2.2. vienadojums)

[102].

t,, —1t
Ry=2—-2 K (2.2)),

b

w, +w,
kur:
R, — iz8kirSana;
tr - izdal1Sanas laiks,

w2, Wi — blakus esosu joslu platumi augstuma puse.

Hromatografiskas sorbcijas entalpijas un entropijas vertibas tika aprékinatas,

izmantojot Van’t Hofa liknes, izmantojot 2.3 vienadojumu [97].

0 0
o AH' AS
RT

+1Ing, 2.3.),

kur:

k- sorbcijas koeficients;

AH’ — sorbcijas entalpija, kJ/mol;
AS® — sorbcijas entropija, J/mol-K;
T — absoliita temperatiira, K;

R — gazu universala konstante, 8,314 J/mol-K;

¢ - fazu attieciba.
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2.5. Jonu paru hromatografija ar masspektralo detektoru

Pagatavo pétamo savienojumu 1-7 (2.1. tabula) Skidumus 10% metanola ar katra
savienojuma masas koncentraciju 1 pg/ml. Hromatografisko kolonnu termostata
temperattiru uzstada 30 °C un visos eksperimentos izmanto nemainigu ievadamo parauga
tilpumu - 20 pl. Par kustigajam fazé€m izmantoti organiskais modifikators - MeOH 0,1%
Skidums (1 ml/1000ml H,O) trifluoretikskabe un heptafluorsviestskabé. Eluésanai tiek
lietots izokratiskais un organiska Skidinataja gradienta rezims. P&tfjuma tika izmantotas

analitiskas kolonnas Nr.9-10 (skat. 2.2. tabulu).

2.6. HILIC sorbenti un organiskie Skidinataji

Pagatavo pétamo savienojumu 1-7 (2.1. tabula) Skidumus 90% acetonitrila skiduma ar
katra savienojuma masas koncentraciju 1 pg/ml. Hromatografisko kolonnu termostata
temperattru uzstada 30 °C un visos eksperimentos izmanto nemainigu ievadamo parauga
tilpumu - 4 pl. Ka injektora sistémas skaloSanas Skidinatajs tika lietots acetonitrils. Par
kustigajam fazém tika izmantoti: MeOH $kidumi 0,1% (1 ml/1000ml H,O) skudrskabg
dazadas attiecibas; EtOH skidums 0,1% (1 ml/1000ml H,O) skudrskabg; MeCN skidums
0,1% (1 ml/1000ml H,O) skudrskabg; acetona Skidums 0,1% (I ml/1000ml H,O)
skudrskabg; iPrOH skidums 0,1% (1 ml/1000ml H,O) skudrskabg; THF skidums 0,1% (1
ml/1000ml H,O) skudrskabé. Eluesana tiek veikta izokratiskaja rezima. PE&tijuma tika

izmantotas analitiskas kolonnas Nr.1-6 (skat. 2.2. tabulu).

2.7. Bufer§kiduma buferkapacitates un pH ietekme

Pagatavo pé&tamo savienojumu 1-7 (2.1. tabula) Skidumus 90% acetonitrila, ar katra
savienojuma masas koncentraciju 1 pg/ml. Eksperimentos tika izmantots acetonitrils ar
amonija formiatu dazadas skiduma pH un masas koncentracijas. Bufer§kiduma pH 5 tika
iereguléts ar 10 % v/v skudrskabes skidumu dejonizeta tident (elektroda precizitate + 0,01),
pirms tika pievienots acetonitrils. Hromatografisko kolonnu termostata temperatiiru
uzstada 30 °C un visos eksperimentos izmanto nemainigu ievadamo parauga tilpumu - 4

pl. Ka injektora sist€mas skaloSanas Skidinatajs tika lietots acetonitrils. EluéSana tiek
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veikta izokratiskaja rezima. Petijuma tiek izmantotas analitiskas kolonnas Nr.3-8 (skat. 2.2.

tabulu).

2.8. Kolonnas temperatiiras ietekme

Pagatavo pé&tamo savienojumu 1-7 (2.1. tabula) Skidumus 90% acetonitrila, ar katra
savienojuma masas koncentraciju 1 pg/ml. Hromatografisko kolonnu termostata
temperatiiru ieregulé temperatiiras diapazona no 30 Iidz 55 °C ar soli 5 °C. Kolonna tika
ievaditi 4 pl pagatavota petama savienojumu $kiduma. Ka injektora sist€mas skaloSanas
skidinatajs tika lietots acetonitrils.

Par kustigajam fazém tika izmantoti sekojoSi Skidumi: 0,1 % (1 ml/1000ml H,O)
skudrskabe — acetonitrils (attieciba 10/90); 0,1 % (1 ml/1000ml H,O) skudrskabe —
metanols (attieciba 10/90), 15 % 5SmM amonija formiats ar pH 5 — 85 % acetonitrils.
Izokratiskaja rezima tika veikta analize. P&tijuma tika izmantotas analitiskas kolonnas

Nr.3, 5-6 (skat. 2.2. tabulu).

2.9. Dazadu buferkomponentu ietekme

Pagatavo petamo savienojumu 1-2; 5-1

(2.1. tabula) skidumus 90% acetonitrila, ar katra
savienojuma masas koncentraciju 1 pg/ml. Hromatografisko kolonnu termostata
temperatiiru uzstada 30 °C un visos eksperimentos izmanto nemainigu ievadamo parauga
tilpumu - 4 pl. Ka injektora sistemas skalosanas $kidinatajs tika lietots acetonitrils.

Par kustigajam faze€m tika izmantoti 2mM un 20 mM koncentracijas (amonija formiata,
amonija acetata, amonija propionata, amonija butirata, amonija izo-butirata, amonija
heptafluorbutirats, amonija trifluoracetats) buferskidumi kopa ar acetonitrilu (attieciba
20/80). Buferskidumu nepiecieSamie raksturlielumi sakopoti 2.4. tabula. Buferskidumu
teorétiskas log P vértibas tiek aprékinati ar MOE programmas ieks$€jo modeli [103].
Savienojumu nepiecieSamie raksturlielumi sakopoti 2.5. tabula. Savienojumu hidrofobas
virsmas Tpatsvara vertiba tiek aprékinata ka molekulas virsma pie atomiem ar parciala
ladina absoliito vertibu <0,2 [103]. Eluésana tiek veikta izokratiskaja rezima. Petijuma tika

izmantota analitiska kolonna Nr.3 (skat. 2.2. tabulu).
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2.4. tabula
Pétijuma izmantoto buferSkidumu raksturlielumi

Molmasas, Teorétiskais
Buferskiduma nosaukums log P pKa
g/mol
Amonija formiats 45 0,0190 3,74
Amonija acetats 59 0,0420 4,76
Amonija propionats 73 0,5170 4,88
Amonija butirats 87 0,9590 4,82
Amonija izobutirats 87 0,8870 4,84
Amonija heptafluorbutirats 213 2,7146 0,40
Amonija trifluoracetats 113 0,6788 0,30

2.5. tabula
Pétijuma izmantoto savienojumu (skat. 2.1. tabula) raksturojums
Savienojuma
Nt Molmasa, g/mol Hidrofobas virsmas Tpatsvars
1 59,112 160,281
2 74,147 180,334
5 161,225 242,544
6 175,252 282,609
7 189,279 329,210
8 75,135 142,567
9 150,245 307,614
10 160,237 262,043
11 192,326 412,619
12 284,550 578,939
13 368,714 755,102
14 147,200 169,558
15 116,200 239,037

2.10. Validacijas izstrades parametri FAV piemaisijumu noteikSanai

Neatkarigi no analizes metodes, lai parliecinatos par metodes darbsp&u realaja
analizé nepiecieSams veikt kvantitativas analizes metodes validaciju. Analitiskas metodes
validacijai jabut apliecinatam ar rezultatiem, kuri pierada tas atbilstibu paredz€tajam

mérkim.
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Izstradatajai metodei ir ne tikai jadarbojas, bet tai vienlaikuis arT ir jabut pietiekosi

modernai, precizai un ekonomiskai (gan finansialo lidzeklu, gan laika vienibas).

Farmaceitiskaja razoSana validaciju veic atbilstosi Eiropas Farmakopejas vadliijam [104-

107].

Analitiskas metodes validacija ir javeic péc Sadiem parametriem:

1.
2.
3.

NS e

Selektivitate;
Linearitate;
Precizitate;

o Atkartojamiba;

e Reproducgjamiba;
Pareiziba;
DetektéSanas robeza;
KvantificéSanas robeza;

Robustums jeb drosiba.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Jonu paru hromatografija

Izmantojot parasto apgrieztas fazes kolonnu (Symmetry CI18) ar 100% tdeni saturoSu
kustigo fazi, izdaliSanas laiks visiem 1.1. tabula min&tajam savienojumiem ir ,,mirusa”
laika zona.

Polaru savienojumu Skidruma hromatografijas analizei speciali izstradata kolonna
»Atlantis dC18” (2.2. tabula Nr.3) elugja vaji mildronatu un visus ta piemaisijumus, kad ka
kustigo fazi izmantoja 0,1% skudrskabes tidens Skidumu (skat. 3.1. att.), bet, palielinot
Skiduma pH Iidz 5, tika novérota esteru savienojuma 5-7 (skat. 2.1. tabula) labaka
izdaliS8anas. Tom&r mildronata un ta piemaistijumu 1-3 (skat. 2.1. tabula) izdaliSanas laiki

sados apstaklos mainijas tikai nedaudz (3.1. attels).

Intensitate

Intensitate

7

| 6+7 5
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 18.00

000 200 400 600 800 10,00 1200 1400 1600  18.00

|zdalidanas laiks, min lzdalidanas laiks. min

3.1. att. Mildronata un ta piemaisjjumu hromatogramma, kas uznemta ar Atlantis dC18
kolonnu. Kustiga faze: (A) hromatogramma — 0,1 % skudrskabe (FA), (B) hromatogramma —

amonija formiats (S mM, pH 5,0).
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Labi zinama pieeja AESH, lai palielinatu vielas izdaliSanas laiku, ir jonu paru reagentu
pievienoSana kustigai fazei. Tau masspektrometrijai nepiecieSami gaistoSi jonu paru
agenti, kas butiski ierobezo jonu paru reagentu izvéli. Stradajot zema pH diapazona, izvéle
tieck saSaurinata Iidz fluoraizvietotam karbonskab&ém. P&tjjumiem vispieejamakas bija
trifluoretikskabe (TFA) un heptafluorsviestskabe (HFBA).

Izmantojot stacionaro fazi (kolonna Symmetry CI18) un 0,1% TFA Skidumu ka eluentu
izokratiskaja rezima, butiski tika palielinati visu analiz&jamo vielu izdaliSanas laiki, tapec
tika parbaudits elu€Sanas gradients, lai panaktu pienemamu izSkirSanu starp p&tamiem
savienojumiem. Tacu mildronata un trimetilamonija bromida ( savienojums 1) atdaliSana
bija vaja (Ry< 1), un piemaisijumi 1, 2 un 3 izdalijas praktiski vienlaicigi (izSkirSanas

faktorus skat. 3.2. att. un hromatogramma — 3.4.A. att€la).

10.0

9.0

8.0

7.0

60 & HFBA

B TFA

r$ana

5.0

4.0

1z38k

3.0

2.0

1.0 +—

0.0 m—y—

213 1/2 4/1 5/4 6/5 716

Tuvakie divu joslu pari
3.2. att. IzSkirSanas spéju salidzinajums mildronatam un daZu piemaisijumu

standartmaisijuma, ka jonu paru reagentus lietojot TFA un HFBA.

Iz8kirSana (R;) raksturo divu vai vairaku blakus esosu joslu savstarpgjas atdaliSanas
pakapi (2.2. vienadojums); ta nedrikst buit mazaka par 1,5. Gadijuma, ja savienojumu

Rs<1,5, tad nav iesp&jams kvantitativi ar augstu precizitati noteikt So savienojumus.
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Kustigas fazes sastavam ir liela nozime ESI-MS detekteSanas rezima. Pirmkart, ir
janem veéra, ka kustigas fazes ar augstaku fidens saturu ir gritak izsmidzinat neka
organiskos $kidinatajus, jo Gidenim ir augsts virsmas spraigums un fidens nodros§ina mazak
efektivu pilienu uzladésanos [10-12]. Viena no problémam AFSH ESI-MS rezima ir
vairaku kustigas fazes piedevu nepiemérotiba detektéSanas reZimam.

Izmantojot TFA ka jonu paru agentu, novérojama stipra jonizacijas nomaksana (signala
samazinasanas). DetekteSanas robeza (LOD) pirazolija betainam (3), izmantojot TFA, ir
apméram 5 reizes zemaka neka izmantojot HFBA ka jonu paru reagentu (skat. 3.3. att.). To
var izskaidrot gan ar TFA jonizaciju nomaco$ajam ipasSibam [13, 14], gan ar signalu

parklasanos, kas samazina metodes jutibu atsevisSkiem savienojumiem.

B HFBA
B TFA

1 2 3 4 5 6

Savienojumi Nr.

3.3. att. KvantificeSanas robeZu salidzinajums savienojumiem 1-6 (skat. 2.1.
tabula).

Ja HFBA lieto ka jonu paru reagentu, tad nepiecieSams izmantot gradientu eluéSanai
divos posmos: loti 1€zenu analizes sakuma, lai atdalitu stipri polaro trimetilamonija sali 1
un trimetilhidrazinija sali 2, ar sekojosu stavu eluentu gradientu, kas nodroSina pirazolija

betaina 3 atdaliSanu no mildronata 4 un esteriem 5-7 ( skat. 3.1. tab.).
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3.1. tabula

Gradienta programma HFBA ka jonu para reagentam

Laiks, min | 0,1 % HFBA metanols, %
Skidums, %
0 90 10
7 65 35
12 40 60
18 25 75
19 90 10
25 90 10

Sada pieeja nodrosindja pienemamu izdali$anas laiku un hromatografisko smailu
formas lielakai dalai p&tamo savienojumu (skat. 3.4. B. att.). Tacu izSkirSana starp
trimetilamonija sali 1 un trimetilhidrazinija sali 2 joprojam bija zem 1,5, tomer
detektéSanas robezas abiem savienojumiem bija zem 0,1% no mildronata analiz€jama
satura, kas ir pietiekoSi, lai kontrol€tu piemaisijumu daudzumu mildronata atbilstosi
Eiropas Farmakopejas prasibam.

Salidzinot TFA un HFBA ka jonu parus reagentus, talakiem pétjjumiem, ka labakais,
tika izvelets HFBA. Tas nodroSina pienemamu izdaliSanas laiku un smailes formu
lielakajai dalai savienojumu (skat. 3.4.B att.). Tomér savienojumu 1 un 2 atdaliSana
joprojam nav ideala (Rs<l,5), tapéc tika nolemts turpmak veikt pétijumus HILIC rezima,

lai panaktu pietiekamu savienojumu 1 un 2 atdaliSanu.
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Intensitate
Intensitate

0.00 | 200 400 600  BOD 1000 1200 qa 00 16.00 1‘6 o0 0.00 2.00 4.00 6.00 B00 1000 1200 1400 1800 18.00

Izdali&anas laiks,min lzdalisanas laiks, min
3.4. att. Mildronata un ta piemaisijuma hromatogramma jonu para hromatografijas
reZima.

Kolonna: Symmetry C18. Hromatogramma (A) — kustiga faze A: 0,1% TFA udeni, B: 0,1 %
TFA metanola. Hromatogramma (B)- kustiga faze A: 0,1% HFBA adent, B: 0,1 % HFBA
metanola. Gradients: 7 min 10% Iidz 35% B, péc tam S min 35% Iidz 60% B, un 6 min 60%
lidz 75% B, péc tam 1 min atpakal lidz 10% B, péc tam izokratiskais reZims. Kopéjais

analizes laiks: 25 min.

3.2. Organisko skidinataju ietekme uz izdaliSanas laikiem HILIC reZima

Vispirms tika veikta savienojumu 1-7 (skat. 2.1. tabulu) hromatografiska izpéte
atkariba no tidens satura kustiga fazg, ka arT no izmantota organiska Skidinataja dabas.
Izvertgjot iegtitos rezultatos (3.5 — 3.10. att), tika noverota sekojosa biitiska tendence:
izdaliSsanas laiki palielinas, palielinot organiska skidinataja saturam kustigaja faze.
Kustigas fazes ar zemu organiska $kidinataja saturu elué parak specigi: neviens no
savienojumiem netika pietickami sorb&ts kolonna, un komponentu atdaliSanas netika
noverota.

IzdaliSanas faktors bija véra nemams kustigajam fazé€m ar vismaz 80-85% organiska
skidinataja satura. Tomér, palielinot organiska Skidinataja saturu kustigaja faze virs 95%
(Udens saturs zem 5%), izdaliSanas laiks bija parak liels, un vienas analizes laiks
palielinajas virs divam stundam. Tika apstiprinats, ka homologu rinda (metanols - etanols -
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izopropanols) (skat. 3.5.-3.7. att.) analiz€jamajam vielam vislielako izdaliSanas laiku
nodrosinaja vismazak polarais $kidinatajs — izopropanols, un pargjie §is rindas locekli
uzradija prognoz€jamas IpaSibu izmainas. Netika konstateta tieSa sakariba starp
analiz€jamo vielu izdaliSanas laikiem un kadu no $kidinataju ipaSibam, iesp&jams HILIC

sorbentu sarezgita sorbcijas mehanisma dél.
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3.5. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no

metanola satura kustigaja faze.
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3.6. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no etanola

satura kustigaja faze.
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3.7. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no

izopropanola satura kustigaja faze.

Acetons tika izraudzits, nemot véra ta zemo viskozitati un labo $kidibu tident. Ka jau
bija paredzams, acetons izradijas vaj$ eluents Literattira netika atrasti petijumi par acetonu
ka kustigo fazi AESH , iespgjams ta UV absorbcijas dél (nav iesp&jams izmantot UV
detekt€Sanai zem 340 nm). Tacu domajams, ka Sis piemérs iedroSinas citus petniekus

mekl&t netradicionalus $kidinatajus konkr&tu problému risinasanai.
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3.8. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no acetona

satura kustigaja faze.
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Acetonitrils, loti populars AESH $kidinatajs, uzradija metanolam lidzigas (3.9. un 3.6.
att.) eluenta Ipasibas. THF, retak lietots $kidinatajs AESH apgrieztas fazes rezima, uzradija

(3.10. att.) acetonam (3.8. att.) lidzigakas eluenta Tpasibas.
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3.9. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no

acetonitrila satura kustigaja faze.
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3.10. att. Savienojumu 1-7 (skat., 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no

tetrahidrofurana satura kustigaja faze.

Pétijums par organisko $kidinataju ietekmi uz izdalisanas laikiem HILIC rezima parada, ka
skidinataju elugjosais speks slapekli saturoSiem savienojumiem ir sarindojams sekojo$a
rinda:

tetrahidrofurans < acetons < izopropanols < acetonitrils < etanols < metanols < @idens.
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Zinatniska literatira apstiprina, ka Skidinataja elugjosas sp&jas atSkiras dazadu

savienojumu tipiem [43, 44].

3.3. Dazadu sorbentu sorbcijas sp&jas HILIC rezZima

No molekularas uzbiives viedokla p&tamos savienojumus 1-7 (skat. 1.1. tab.) var iedalit
tris grupas: 1-2 (katjoni), betains 3 un mildronats (cviterjoni) un 5-7 (katjonus saturosi
esteri).

Kolonnas 1-6 (2.2. tab.) izveletas petijuma, nemot vera to sp&jas atdalit septinas
analizeéjamas vielas HILIC apstaklos. Acetonitrila saturs eluenta tika pétits diapazona no 60
1idz 95% ar dejonizetu ideni, kam pievienots 0,1% skudrskabes.

Noskaidrots, ka polara saistita nekustiga faze Discovery Cyano raksturojas ar
vismazakiem izdaliSanas laikiem (3.11. att.). Ja acetonitrila koncentracija bija Iidz 90%
izdaliSanas laiki bija neievérojami. Pat pie 95% acetonitrila satura izdaliSanas faktorus
lielums bija tikai ap 3. Tas rada, ka $ajos analizes apstaklos dinamiski generéta, ar tideni
bagata stacionaras fazes slapa tilpums ir mazs. lesp&jams, atlikusas silanolgrupas nav

sp&jigas sorbét tideni sorbenta virsmas ekrangsanai.
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3.11. att. Savienojumu 1-7 (sorbents cianogrupas saturo$s silikagels Nr.1, skat.

2.2.tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no acetonitrila daudzuma kustigaja faze

S1 cianogrupas saturoda sorbenta interesanta Tpasiba ir gandriz pilnigs strukturalas

selektivitates trikums. Visas vielas, neatkarigi no molekulas lieluma, funkcionalajam
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grupam un jonizetu vietu klatbutnes, elugjas loti Saura izdaliSanas faktora (k) diapazona.
Neapsaubami, tada So vielu uzvediba nav vilinoSa no analitika viedokla. Tomér §is
paradibas mehanisms nakotné€ varetu tikt pétits riipigak.

Aminogrupas saturoSa stacionara faze (kolonna Hypersil APS-1) darbojas (3.12. att.)
citadak, salidzinot ar cianogrupas saturosu silicija dioksida sorbentu. Katjoni elugjas loti
vaji visa pétito acetonitrila koncentraciju diapazona (60-95%). No otras puses, cviterjonus
veidojosiem savienojumiem (3 un mildronats) izdaliSanas laiks ir parak liels. Tas norada uz
iesp&jamo elektrostatisko mijiedarbibu starp sorbenta aminogrupam (kas kustigaja fazg ir

protonétas) un negativi 1adétam cviterjonu dalam.
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3.12. att. Savienojumu 1-7 (sorbents aminogrupas satuross silikagels Nr.2, skat.

2.2.tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no acetonitrila daudzuma kustigaja faze.

Specializeta HILIC silikagela kolonna (At#lantis HILIC Silica) uzradija loti stabilas
izdaliSanas laika izmainas, palielinot acetonitrila saturu kustigaja faze (3.13. att.). Katjonu
saturosi esteri 5-7 atSkiras par vienu oglekla atomu, citada zina funkcionali tie ir identiski.
Sadu, strukturali tuvu savienojumu izdalianas laikus galvenokart nosaka hidrofilas un
hidrofobas dalas Iidzsvars analiz€jama viela. Lineara sakariba starp oglekla atomu skaitu
analiz€jama viela un izdaliSanas laiku §ada situacija ir plasi zinama, ta norada uz analitu
migraciju starp stacionaro un kustigo fazi. Katjonos savienojumus 1-2 ar So kolonnu nav
iesp&jams atdalit, pat pie ieverojama izdaliSanas laika, elugjot ar 95% acetonitrilu. Varétu
sagaidit, ka mildronata izdaliSanas laiks bus daudz lielaks neka katjonu esterim 4. Tomer
eksperimentalie rezultati uzrada tikai nelielu atSkiribu So abu savienojumu izdaliSanas

laikos. Visticamak, ka Sajos p&tijumu apstaklos, izmantotaja skabaja vide, karboksilgrupa
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neietekmé disociacijas lidzsvaru. Sis grupas ietekme $kiet tik nenozimiga, ka savienojumi
4-6 (esteri) un mildronats darbojas ka homologi (3.13. att.). Savienojuma 3 izdaliSanas
laiks ,,izlec” no kopgjas rindas, salidzinot ar mildronatu un savienojumiem 5-7. To var
izskaidrot ar izteiktaku jonu apmainas mehanisma ieguldijumu $1 cikliska savienojuma

gadijuma.
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3.13. att. Savienojumu 1-7 (sorbents silikagels Nr.3, skat. 2.2.tab.) izdaliSanas faktora

(k) atkariba no acetonitrila satura kustigaja faze.

Tika noskaidrots, ka biezi lietota, silikagela kolonna Alltima HP Silica, izmantojot par
eluentu 70-80% acetonitrila, uzrada specializétajai HILIC silikagela kolonnai Atlantis
HILIC Silica 11dzigu izdaliSanas laikus un lidzigu izdaliSanas kartibu (3.14. att.). Tas liek
domat, ka vielas izdaliSanas mehanismi abu sorbentu gadijumos ir 1idzigi. No otras puses,
augstakam (90-95%) acetonitrila koncentracijam izdaliSanas laiki uz S§is silikagela
kolonnas ir daudz lielaki neka HILIC silikagela kolonnas. Sis paradibas iesp&jamais
izskaidrojums ir A/ltima HP Silica lielakais specifiskais virsmas laukums (skat. 2.2. tabulu)
- 450 m*/g pret 330 m*/g sorbentam Atlantis HILIC Silica . Tadé] §7 kolonna var aizturgt

lielaku tilpumu ar fideni bagatinata eluenta slani, kas darbojas ka stacionara faze.
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3.14. att. Savienojumu 1-7 (sorbents silikagels Nr.4, skat. 2.2.tab.) izdaliSanas faktora

(k) atkariba no acetonitrila saturs kustigaja faze.

Kolonna ar sorbentu Spherisorb silica raksturiga ar apméram tris reizes lielakiem
izdaliSanas laikiem (3.15. att.) neka sorbents Alltima HP silica, par kustigo fazi izmantojot
70% acetonitrilu. Augstakas acetonitrila koncentracijas §1 atSkiriba ir vél izteiktaka.
IzdaliSanas laika sakaribas homologu grupai 5-7 ir lidzigas ka uz sorbenta Alltima HP un
Atlantis HILIC silica novérotajam. Vienlaikus strukturalas selektivitates profils ir atSkirigs.
Piem&ram, Spherisorb silica kolonnas pildijums samera vaji sorbé cviterjonus veidojosus
savienojumus. Savienojuma 3 izdaliSanas laiks ir vismazakais, un mildronata izdali$anas ir
atskiriga no esteru (5-7) izdaliSanas. Iesp&jamais izskaidrojums mekl&jams Spherisorb
silica Tpa§ibas. Tas ir viens no pirmajiem AESH kolonnas tipiem (A tipa silikagels),
visticamak — razots p&c novecojusas tehnologijas no silikatiem un satur metalu

piemaisTjumus, kuri var reagét ar slapekli saturo$iem savienojumiem.
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3.15. att. Savienojumu 1-7 (sorbents silikagels Nr.5, skat. 2.2. tab.) izdaliSanas

faktora (k) atkariba no acetonitrila satura kustigaja faze.

,»A tipa” silikagels (Waters Spherisorb kolonna), kuru pagatavo, izgulsn&jot no silikatu
Skidumiem, ir skabs, jo tas parasti ir piesarnots ar daziem metalu piemaisijumu, kas aktive
virsmas silanolgrupas un var veidot kompleksos savienojumus ar helatus veidojosam
ar, ripigi attiritam, mazak skabam sferiskam silicija dioksida dalinam (B tipa silikagels —
Atlantis HILIC kolonna), kuras razoSana izmanto silicija dioksida solu metodi, satur loti
mazus daudzumus metalisko elementu piemaisijumus un ir stabilakas neitrala un baziskaka
pH vidé neka xerogel tipa sorbenti, vismaz Iidz pH<9. Atlantis HILIC Silica kolonna ka
sorbentu satur $adu B tipa silikagelu. Pie augstakam pH vé&rtibam sorbenta silanolgrupas
tiek jonizetas, un katjonu apmaina var sp€lét ievérojamu lomu hromatografiskaja sorbcija,
jo T1paSi ar pozitivi ladetiem baziskiem savienojumiem. Silanolgrupu jonizacijas
apspieSana, pievienojot trifluoretikskabi (TFA), var noveérst domingjoSo jonu paru
hromatografisko mehanismu. Dazos gadijumos uz nemodificéta silikagela HILIC reZzima
var notikt neatgriezeniska sorbcija. ”C tipa” (Alltima silica kolonna) silikagelam ir
hidrosilanizéta virsma, kas silanola grupu vieta no klata ar silicija hidrida (Si-H) grupam
(aizvietotas Iidz 95% sakotn€jo silanolgrupu), tapec S§is silikagels ir mazak polars neka
tikai silanolgrupu saturosie sorbenti. Hidrida fazes svariga 1pasiba ir ta neliela tieksme péc
udens, tapéc izdaliSanas laiku atkartojamiba ir labaka, elugjot gan ar beziidens kustigo fazi,

gan ar tideni saturosam kustigam faze€m normalas fazes hromatografijas apstaklos [108].
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Dazi petnieki ir konstat&jusi, ka seviskas tiribas silikagela kolonnas analiz€amam
vielam ir mazaki izdaliSanas laiki un So kolonnu selektivitate mazaka neka kolonnam ar
metalu piemaisTjumiem saturo§a silikagela sorbenta [109]. Sadu efektu izraisa metalu,
galvenokart aluminija un dzelzs, klatbitne, aktivétu silanolu paaugstinats skabums.
Makjins (McKeown) to izskaidro ar apgrieztas fazes un jonu apmainas mijiedarbibas
darbibas mehanismiem, tacu Hemstréms un Irgums (Hemstrom, Irgum) uzstaj, ka min&to
ietekmi var izskaidrot arT ar katjonu apmainas un HILIC darbibas rezimu [47, 91].

Fakts, ka ievérojami lieli izdaliSanas laiki nov@rojami pat pie 60% acetonitrila satura
kustigaja faze (kad adsorbgétais fidens slanis stacionaras fazes tilpuma ir relativi neliels),
liek domat par tieSu analiz§jamo vielu mijiedarbibu ar sorbenta virsmas funkcionalajam
grupam.

Analizgjamo vielu izdaliSanas laiki HILIC apstaklos kolonna ar sorbentu Z/C-HILIC
paraditi 3.16. att. IzdaliSanas laika vidgjas vertibas no ZIC-HILIC sorbenta saturo$as
kolonnas ir mazakas neka silikagela kolonnam, tacu savienojumu izdaliSanas seciba ir
lidziga. No otras puses, struktiras ietekme Z/C-HILIC sorbenta kolonna ir pamanamaka.
Pirmkart, 1idzigi ka silikagela kolonnam, katjoniem savienojumiem 1 un 2 izdaliSanas
faktoru skaitliskas vertibas ir tuvas. Otrkart, katjonius saturoSo esteru 5-7 izdaliSanas laiki
ir daudz mazaki neka no kolonnas ar silikagelu. Cviterjonu veidojosie savienojumi uzvedas
atSkirigi. Kustigaja fazé ar acetonitrila saturu liz 80 % mildronata izdaliSanas laiks no
kolonnas biitiski neatSkiras no ta piemaisijumu izdaliSanas laikiem, bet, palielinot
acetonitrila saturu  virs 80%, mildronata izdaliSanas laiks pieaug straujak neka ta
piemaistjumiem. Lidziga aina, tikai mazak izteikta, novérota Atlantis HILIC un Alltima

HILIC kolonnam, kuras ka sorbents ir aminogrupu satuross silikagels
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3.16. att. Savienojumu 1-7 (sorbents sulfobetains Nr.6, skat. 2.2. tab.) izdali§anas

faktora (k) atkariba no acetonitrila koncentracijas kustigaja faze.

3.4. Buferskiduma pH ietekme uz izdaliSanas laikiem HILIC reZima

Kustigas fazes pH ietekme uz septinu savienojumu izdaliSanu un selektivitati tika
parbaudita pH diapazona 2,6-5,8 kolonnai ar sorbentu A#lantis HILIC Silica (3.17. att.) un
pH diapazona 2,5-7,6 kolonnai ar sorbentu ZIC-HILIC (3.18. att.).

Palielinot pH no 2,8 1idz 5,8, izdaliSanas faktori katjoniem 1-2 un katjonu esteriem 5-7
palielinajas. Sadas pH ietekmes iesp&jamais iemesls ir jonu apmaina. Pie augstakam pH
vertibam palielinas virsmas silanolgrupu jonizacijas pakape, tad€jadi radot labvéligakus
apstaklus Sadai mijiedarbibai. Mildronats uzvedas Iidzigi katjoniem savienojumiem 1-2.
Otram cviterjonus veidojosam savienojumam, 3, ir pilnigi atskiriga izdaliSanas faktora

atkariba no kustigas fazes pH - tas nav butiski atkarigs no pH izmainam.
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3.17. att. pH ietekme uz savienojumu 1-7 izdali§anas faktora (k) vértibu. Kolonna:

Atlantis HILIC Silica; kustiga faze: acetonitrils : 5 mM amonija formiats (85/15, v/v).

IzdaliSanas laika izmainas no kolonnam ar Atlantis HILIC sorbentu bija monotonas, bet
lidzigi eksperimenti ar ZIC-HILIC kolonnu plasaka pH diapazona atklaja maksimumu pie
pH ~6. Savienojums 3 atkal uzvedas atSkirigi, stabili nemainot izdaliSanas laiku visa

pétitaja pH diapazona.
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3.18. att. pH ietekme uz savienojumu 1-7 izdaliSanas faktora (k) vértiba. Kolonna:

Zic-Hilic; kustiga faze: acetonitrils : S mM amonija formiats (85/15, v/v).
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legttie rezultati 3.18.att. apstiprina literatiiras datus [87], ka sulfobetaina tipa
cviterjonu stacionara faze pH diapazona no 3,1 Iidz 6,6 saglaba gan pozitivos, gan
negativos ladigus. Palielinoties kustigas fazes pH veértibai (noraditaja diapazona), visu
savienojumu (iznemot pirolidinija betainu 3) izdaliSanas faktori pieaug. So pieaugumu var
izskaidrot ar faktu, ka, palielinoties vides pH vertibai, pieaug to sulfonskabes grupu
daudzums, kuras eksiste sulfonata anjona veida. Sorbatu katjoni p&€c jonapmainas
mehanisma saistas ar negativi ladetajiem sulfonata anjoniem, tadgjadi palielinoties
izdaliSanas faktoriem.

Mildronata (4) gadijuma vides pH vértibas pieaugums izraisa arl negativi ladetu
karboksilata dalinu skaita pieaugumu, kas elektrostatiski atgriizas no sorbenta sulfonata
anjoniem, tap&c pie pH~4,5 iestajas sava veida lidzsvars, kad vides pH vertibas picaugums
vairs nepalielina mildronata izdaliSanas faktora vertibu.

Savienojumu 1, 2, 5, 6 un 7 gadijuma izdaliSanas faktora maksimums tiek sasniegts pie
aptuveni pH~6 vai nedaudz lielakas vertibas, neatkarigi no savienojuma struktiiras. To
varetu izskaidrot, pienemot, ka pie Sadas pH vertibas praktiski visi sorbenta sulfonskabes
atlikumi eksisté sulfonata veida un talaka pH vértibas palielinasana vairs nepastiprina
sorbata molekulu elektrostatisko saistibu ar sorbenta virsmu.

Vel lielakas pH veértibas izraisa nelielu savienojumu 1, 2, 5, 6 un 7 izdaliSanas faktoru
samazinasanos, ko varétu izskaidrot ar lielu formiata anjonu koncentracijas picaugumu
stacionaraja tidens fazeé un sava veida savienojumu izsaliSanu no tas, sekméjot pareju uz
kustigo fazi. Sadu piendmumu apstiprina ari fakts, ka visizteiktaka izdali$anas faktoru
samazina$anas ir noverojama savienojumu 1 un 2 —vispolarako molekulu — gadijuma.

Pirolidinija betains 3 eksperimenta apstaklos praktiski neuzrada izdaliSanas faktora

atkaribu no vides pH vértibas.

3.5. Amonija formiata daudzuma ietekme uz izdali§anas laikiem polaras

stacionarajas fazes

Sim pétijumam tika izraudzitas sesas kolonnas (3-8, skat., 2.2. tabulu) ar dazadam
stacionarajam fazém uz silikagela bazes.

Daudzi apgrieztas fazes hromatografija izmantojamie sali neder HILIC reZimam — tie
vaji skist kustigas faz€s ar augstu acetonitrila saturu. HILIC izmanto ne tikai amonija

formiatu, bet ar1 citus salus ar saméra augstu $kidibu organiskos Skidinatajos: amonija
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acetatu un hidrogenkarbonatus, trietilamonija fosfatu un natrija perhloratu, tacu p&dgjie
divi sali rada gritibas MS detektésanai.

Ir zinams, ka buferSkidumu sali nelielas koncentracijas kustigaja fazg€ uzlabo vielu
hromatografisko smailu formas un atdaliSanas efektivitati HILIC rezima [10].

Tradicionali, buferSkidumu izmantoSana kustigas fazes ir svariga, lai iegiitu
pienemamu analitiska signala atkartojamibu jonizétu analitu hromatografiskajai
un stacionaro fazi un to kontrole buferSkiduma pH un tas buferkapacitate. Toméer
bufervielam jabiit pietickami gaistosam, lai tas varétu izmantot ESI-MS detekt&Sanas
rezima, tacu ir zinams, ka elektroizsmidzinasanas jonizaciju bufervielas ietekmé negativi,
tas ir, apspieZ jonizaciju. Ir noskaidrots ari, ka HILIC rezima vielas izdaliSanas laiki ir
apgriezti proporcionali jonu koncentracijai kustigaja faz€, jo bufersals daudzuma
palielinasana kustigaja faze palielina Skiduma hidrofilitati [8]. Tap&c nepiecieSams veikt
gaistoSu bufersalu satura optimizéSanu kustigaja faze, atbilstosi ESI-MS reZima jutibas
prasibam. Noverots, ka jau 3,3 mM amonija acetata (pH 5,5) klatbiitne ieveérojami uzlabo
analiz&jamo vielu smailu formu un atdaliSanas efektivitati. Parauga analitu izdaliSanu loti
zemas buferSkidumu koncentracijas nosaka vairaki faktori, un starp tiem noteicos$ie var biit
jonu ekskliizija un/vai jonu apmaina, ko pastiprina bufersalu ietekme uz kustigas fazes
hidrofilitati. Citi pétijjumi pieradija, ka gan parauga Skiduma pH, gan jonu sp€ka
palielinasanu var samazinat 11dz minimumam, izmantojot amonija acetata buferskidumu
[8].

Trifluoretikskabi (TFA) saturoSas kustigas fazes sekmigi tiek izmantotas polaru
savienojumu normalas fazes HILIC. Tacu ST pétijuma ietvaros, lietojot TFA ka kustigas
fazes komponenti, vielu izdaliSanas laiki bija nepiepemami mazi, iesp&jams, jonu paru
ietekmes dél, kas samazinaja analiz€jamo vielu hidrofilitati. Kopuma, buferétas kustigajas
faz€s peétamo vielu izdaliSanas laiki, Skiet, sekoja shémai ,acetats ~ formiats >
hidrogeénkarbonats”, lidzigi anjonu polaritaSu izmainam. Lidzigi rezultati tika aprakstiti
petijumos [47] par peptidu atdaliSanu HILIC reZima, salidzinot vielu izdaliSanas laikus
TFA, skudrskabes un etikskabes klatbtitn€. Atskiribas tika skaidrotas ar So skabju
efektivitati jonu apmainas mijiedarbibas samazinasana. Ta ka gan skabie, gan baziskie
petamie savienojumi, mainot dazadus buferskidumus, izturgjas visai Iidzigi, tad minétie
ar izmainam stacionaras fazes adsorbcijas/desorbcijas mehanismu procesos, kurus ietekme

bufervielu anjona raksturs.
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HILIC kolonnas satur hidrofilus ligandus, biezi (noteikta pH diapazona) vien uz ladétas
stacionaras fazes. Hromatografiska atdaliSanas galvenokart noris fidens slant uz stacionaras
fazes virsmas. Tacu tad, kad stacionara faze ir ladta, ir nepiecieSams nemt vera
elektrostatisko (jonu) mijiedarbibu vai kustigaja faze izmantot salus vai buferskidumus, lai
samazinatu $adu mijiedarbibu.

Vielu izdaliSanas laiki atkariba no buferkomponentes daudzuma tika pétiti, mainot
amonija formiata koncentraciju (1 - 30 mM) kustigaja faze (acetonitrils : Gidens = 85:15
(v/v); pH 5,0). Palielinat amonija formiata saturu kustigaja faz€ nebija iesp&ams ta

ierobezotas skidibas dgl.

3.5.1. Silikagela stacionaras fazes

Kustigas fazes buferkomponentes satura ietekme uz p&tamo vielu izdaliSanas laikiem
tika petita, lietojot kolonnas Atlantis HILIC Silica, Alltima HILIC, Spherisorb silica, kas
satur nemodific€tu (neaizsargatu) silikagelu sorbentu, kuru uzglaba un pilda kolonnas
acetonitrila vide.

Silikagela tiriba patiesiba ir sava veida indukcijas efekts, kad dazu metalu jonu
klatbtitne ietekmé silanola grupas aciditati un, ka redzams (3.19.-3.21. att.), izmantojot
dazadu razotaju silikagela kolonnas, ievérojami atSkiras izdaliSanas laiki, analiz&jot
mildronatu un ta piemaisijumus, iznemot cviterjonus (mildronats un savienojums 3).
Celonis Sai paradibai iesp&jams ir stacionaras fazes izmantota silikagela tiriba [34], tacu to
var ietekmét arT atSkirigas kolonnu pagatavoSanas metodes. Loti griiti salidzinat iegttos
izdaliSanas laikus, jo silikagela kolonnu poru izmeri un to specifiskie virsmas laukumi
atskiras.

Ka redzams 3.19 — 3.21. att€los, palielinot amonija formiata buferskiduma
koncentraciju no 1 lidz 30 mM, savienojumu 1-2 un 5-7 izdaliSanas laiki mainas
eksponenciali, mildronatam tas nedaudz samazinas, bet savienojuma 3 izdaliSanas laiks
praktiski nemainas.

Mijiedarbibas mehanisms HILIC rezima galvenokart balstas uz jonu migréSanu tideni
saturosa slani uz silikagela virsmas un ara no ta. Tapec izdaliSanas laika samazinasanos
vislabak var saprast ka lidzsvara koncentracijas nobidi un jonu apmainu ar aktivajiem
silanola centriem. BuferSkiduma koncentracijas palielinaSana paaugstina konkurenci uz
aktivajiem silanola centriem un samazina pozitivi 1ad€to analiz€jamo vielu iesp&ju

mijiedarboties ar Siem centriem [30]. Palielinot buferSkiduma koncentraciju,
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hromatografiskas smailes simetrija uzlabojas. ST pétfjuma rezultats vélreiz apstiprina

pienémumu, ka viens no vielu izdaliSanas mehanismiem HILIC reZima ir jonu apmaina.
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3.19. att. Savienojumu 1-7 (sorbents silicija dioksids Nr.4, skat. 2.2.tab.) izdaliSanas

faktora (k) atkariba no amonija formiata daudzuma kustigaja faze.
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3.20. att. Savienojumu 1-7 (sorbents silicija dioksids Nr.3, skat. 2.2.tab.) izdaliSanas

faktora (k) atkariba no amonija formiata daudzuma kustigaja faze.
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3.21. att. Savienojuma 1-7 (sorbents silicija dioksids Nr.5, skat. 2.2. tab.) izdaliSanas

faktora (k) atkariba no amonija formiata daudzuma kustigaja faze.

Salidzinot nemodificéta silikagela sorbentus, konstatéts, ka analiz§jamo vielu
izdaliSanas faktori ir tieSi proporcionali stacionaras fazes relativajam virsmas laukumam
(skat. 3.22. att. un 3.23. att.). Sorbcijas ietilpiba (kapacitate) uz virsmas vienibu ir
konstanta; tas pats attiecas uz jonu apmainas un fazu parejas procentualo sadalijumu.

Amonija formiata koncentracijas palielinaSana var izraisit aktivo silanolu centru
noteiktu piesatinajumu, tad&jadi samazinot pozitivi ladéto analiz€jamo vielu spgjas
mijiedarboties ar Siem centriem [110]. Iesp&jams, sals klatiene kustigaja faze apgriitina
analizéjamo vielu $kiSanu. Betanam lidzigo savienojumu 3 un 4 sorbcija notiek saskana ar
mehanismu, kas atSkiras no pozitivi 1adéto dalinu tieksmes pec stacionaras fazes silanolu
grupam.

Vislielakas sorbcijas vértibas ir Alltima kolonnai, tai seko Atlantis un Spherisorb
sorbenti. Sada seciba atbilst $o kolonnu pildfjumu virsmas laukumiem un rosina uzskatit,

ka fizikali kimiskie procesi uz $o triju silikagelu virsmas ir [idzigi.
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3.22. att. Savienojuma 4 (skat. 2.1. tab.) izdali§anas faktora (k) atkariba no sorbenta
relativa virsmas laukuma, lietojot dazadu razotaju silikagela kolonnas. Kustiga faze:

acetonitrils - 15 mM amonija formiats (85/15, v/v; pH 5,0).
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3.23. att. Savienojuma 3 (skat. 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no sorbenta
relativa virsmas laukuma, lietojot dazadu razotaju silikagela kolonnas. Kustiga faze:

acetonitrils - 15 mM amonija formiats (85/15, v/v; pH 5,0).
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3.5.2. Aminogrupas saturosa stacionara faze

Kolonna Waters Spherisorb NH, pildita ar aminopropilsilikagelu ar neblok&tam
grupam sorbenta. So sorbentu uzglaba Gidens un acetonitrila maisijuma, nevis normalas
fazes hromatografijas eluentos (piem., heksana). Nopietnas grutibas darba ar
aminopropilgrupas saturoSu sorbentu sagada ta ierobezota stabilitate Gideni saturosa kustiga
fazeé, kas HILIC apstaklos izraisa atru ligandu atSkelSanos, un ta rezultata notiek
hromatografiskas smailes deformésanas [9]. ST nestabilitate, $kiet, saistita ar pirméejas
aminogrupas katalttisku paSiznicinasanos liganda, un ar1 citas augsti hidrofilas silikagela
fazes krietni stabilakas pret fazes noardisanos.

Sim pétijumam lietota Waters Spherisorb NH, kolonna pirms darba tika mazgata ar
izopropanolu un tad ar tidens un acetonitrila maisijumu (50/50, v/v). Beigas kolonna tika
lidzsvarota (vai kondicionéta) amonija formiatu saturosa kustigaja faze.

Aminopropilgrupas saturoSais sorbents saistita stacionara fazg ir protonéts neitrala un
skaba pH vide kustigajas faz€s. Savienojumi, kuri kustiga faze ir anjonu forma, papildus
hidrofilai mijiedarbibai realizé arT anjonu apmainas procesus. AtdaliSanas jonu apmainas
mehanismu pierada 3.24. att€ls, kura kustigas fazes (tidens-acetonitrils) saturs tika uzturéts
nemainigs, bet buferSkiduma koncentracija tika mainita.

Elektrostatiskas mijiedarbibas d&l uz sorbentiem ar pozitivi 1adétam aminogrupam var
sorbéties formiata buferskiduma pretjoni. Tas var samazinat pozitivi ladéto analiz&jamo

vielu atgrtiSanos no pozitivi ladétas stacionaras fazes, palielinot So vielu izdaliSanas laiku.
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3.24. att. Savienojumu 1-7 (kolonna ar aminogrupas saturosu silikagelu Nr.8, skat.
2.2. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no amonija formiata daudzuma kustigaja

faze.
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3.5.3. Amidgrupas saturo$a stacionara faze

TSKgel Amide-80 kolonna sorbents satur karbamoilgrupas, kas ar alifatisku oglekla
atomu kediti piesaistitas silikagela virsmai. Amidgrupa $aja kolonna ir kimiski mazak
aktiva par aminogrupu un nav baziska [34].

Ka redzams 3.25 attela, ja bufersals koncentracija ir mazaka par 5,0 mM, savienojuma
1 izdali$anas laiks ir vislielakais. Sados apstaklos tika novérota arf slikta hromatografiskas
smailes forma. Pielielinot bufersals koncentraciju diapazona no 1 Iidz 10 mM,
savienojumiem 1-2 un 5-7 bitiski samazinajas izdaliSanas laiks, bet mildronata izdaliSanas
laiks samazinajas tikai nedaudz un savienojuma 3 izdaliSanas laiks praktiski nemainijas.

IzdaliSanas laika samazinajumu savienojumiem 1-2 un 5-7 var izskaidrot ar sorbenta
virsmas silanolgrupu jonapmainas mehanismu [9].

Iepriek§ noverota bufersalu ietekme atbilst HILIC izdaliSanas mehanismam. Ir
hipoteze, ka uz polaras stacionaras fazes virsmas var pastavet sorbéta fidens kartina, kas
veicina iz§kiduSo vielu sadalijumu mijiedarbibu [9, 35]. Bez salu vai bufervielu klatienes
kustigaja slani, 1adétas analiz&jamas vielas ar lielaku varbiitibu var uzturéties sorbéta tidens
slant uz sorbenta virsmas. Tapéc §tm izSkidusajam vielam bis raksturigas lielas izdaliSanas
laika vertibas, vai arl vielas neelusies no kolonnas. Palielinoties sals koncentracijai
kustigaja faz€, pretjonu klatiene veicinas jonu paru veidoSanos ar ladetam izskidinatam
vielam. Izveidoto jonu paru skidiba kustigaja faze biis labaka, kas samazinas analitu

izdaliSanas laikus.
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3.5.4. Sulfobetaina tipa cviterjonu stacionara faze

ZIC-HILIC kolonna ir N'(Me),CH,CH,SO; ligandu saturo$s sorbents. Sis ligands
kopuma ir neitrals, jo taja ir divas pretéji ladétas funkcionalas grupas. So divu ladgto
fragmentu cieSais tuvums kave to neatkarigu mijiedarbibu ar analiz€jamajam vielam.

ZIC-HILIC stacionaraja faze sulfobetaina tipa cviterjonu funkcionala grupa ir kovalenti
saistita ar porainu silikagelu. Rezultata tas ir 1adéts ar negativu un pozitivu ladinu, tomer
kopuma neitrals, augsti polars materials, kas pilniba atskiras no citiem HILIC atdaliSana
izmantojamajiem sorbentiem. AtdaliSanu nodroSina hidrofilais (starpfazu) sadalijums un
vaja elektrostatiska mijiedarbiba ar pozitiviem vai negativiem ladiniem. ZIC-HILIC
stacionaras fazes vaja elektrostatiskd mijiedarbiba lauj izmantot zemas buferskiduma
koncentracijas, kas atvieglo masspektrometrisku savienojumu atdalisanu un detektesanu.

Cviterjonu stacionaraja faz€ atrodas kustigas fazes saliem pieejamakas, negativi ladetas
sulfonskabes grupas, un alkilk€des vidusdala ,,pasléptas” pozitivi lad€tas ceturtgjas
amonija grupas. Tap&c jebkura pozitiva analiz€jamas vielas ladina mijiedarbiba ar
cviterjonu stacionaras fazes sulfonskabes grupu ir stipraka neka atbilstosa mijiedarbiba
starp analiz€jamas vielas negativo ladinu un cviterjonu stacionaras fazes pozitivi ladeto
grupu. Un analogiski, negativi ladétas analiz€jamas vielas spécigak atgriiz sulfonskabes
grupas neka pievelk ,,sléptds” amonija grupas. Kopuma tas izraisa izdaliSanas laiku
palielinaSanu pozitivi 1adétam analiz€jamajam vielam un izdaliSanas laiku samazinasanu
negativi ladeétam analiz€jamajam vielam [19].

Ka redzams 3.26. attela, palielinot buferskiduma amonija formiata koncentraciju no 1
lidz 30 mM, vielu izdaliSanas laiki krasi izmainas, tacu ne visiem savienojumiem.

Protolitiska para HCOOH/HCOO™ pKa ir 3,75, tapéc Sis buferskidums uzrada véra
nemamu buferkapacitati pH diapazona 2,75-4,75. Tacfu, ka konstatéts ieprieksgjos
eksperimentos, petamiem savienojumiem optimalais kustigas fazes pH ir 5,0. Tatad lielaka
dala protolitiska para skiduma ir anjona forma, tadejadi palielinot sistemas negativo ladinu.

Petitos savienojumus (mildronats un ta piemaisijumi) visparigi var uzskatit par

cviterjoniem, kur hidrazinija grupa atrodas molekulas viena gala, bet karboksilgrupa - otra:
R;-HN"-HN-R-COO()-R,

Apskatot So septinu savienojumu struktiiras, var redzet, ka savienojumi savstarp&ji ir
atSkirigi: karboksilgrupas ir vai nu blok&tas, vai brivas (tas ir, joniz€jamas). Mildronatam
un savienojumam 3 ir abi — negativi un pozitivi 1ad€ti centri. Savienojumiem 5-7 kovalenti

bloketas (esterificetas) ir karboksilgrupas, bet savienojumu 1-2 struktiiras karboksilgrupas
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nav vispar, tapec nav ari to ietekmes. Atskiribas starp Siem savienojumu tipiem ir redzamas
ar1 eksperimentalajos pétijumos. Savienojumiem ar blok&to karboksilgrupu noverojama
krasa izdaliSanas laiku palielinasanas, bet savienojumiem ar brivu karboksilgrupu
izdali$anas laiki no kolonnas ar So sorbentu praktiski nemainas, palielinot amonija formiata
koncentraciju buferSkiduma.

Sadu bufersals ietekmi var izskaidrot sekopjosi: buferskiduma koncentracijas
paaugstinasana palielina elektrolita jonu koncentraciju. Sie joni elektrostatiski bloke
grupas. Tadgjadi savienojumu hidrazinija grupa klist mazak pozitiva un pievilkSanas sp&ja
kolonnas sorbenta sulfongrupai (-SOs;’) ir vajinata. Savienojumi tiek elu@ti atrak no
kolonnas, ko labi apliecina eksperimentalie rezultati (3.26. att.).

Papildus izdaliSanas laiku ietekmei, buferSkidumu koncentracija ietekmé art smailes
formu. Palielinot buferskidumu koncentraciju, smailes simetriskums uzlabojas.

Amonija formiats kustigas fazes Skidumam ir amonija jonu avots. P&tljuma optimalajos
apstaklos (pH 5,0) protolitiskais paris NH3/NH, " (pKa = 9,2), un protolitiska para lidzsvars
ir stipri novirzits uz amonija jonu pusi. Domajams, pozitivi ladétie amonija joni saistas ar
stacionaras fazes negativi ladétajam sulfobetaina grupam, blok&jot sorbenta negativos
ladinus. Tas traucé analiz§jamo vielu un stacionaras fazes mijiedarbibu, papildus
samazinot to izdaliSanas laikus.

IzdaliSanas laika atkariba no buferSkiduma koncentracijas paradita 3.26. attela. Katjonu
savienojumu vielu 1-2 un esteru 5-7 izdaliSanas laiki mainas loti [1dzigi, eksponenciali:
palielinot bufer§kidumu sals koncentraciju kustigaja faze, samazinas izdalidanas laiki. Sads
darbibas princips ir raksturigs jonu apmainas hromatografijai. Parasti to skaidro ka
konkurences palielinaSanos uz sorbcijas centriem, pretjonu daudzumam kustigaja faze
palielinoties.

No otras puses — cviterjoni izturas atSkirigi. Bufersals daudzums kustigaja faze So vielu
izdaliSanas laikus ietekmé loti maz. Tas norada, ka eksperimenta apstaklos jonu apmainas

loma cviterjonu sorbcijas mehanisma ir nenozimiga.
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3.26. att. Savienojumu 1-7 (sorbents sulfobetains Nr.6, skat. 2.2. tab.) izdaliSanas

faktora (k) atkariba no amonija formiata daudzuma kustigaja faze.

3.6. Dazadu bufer$kidumu ietekme uz izdaliSanas laikiem HILIC reZima

Lai gan apgrieztas fazes Skidruma hromatografijai ir izstradats pietiekami daudz
izdaliSanas laika prognozéSanas modelu, HILIC joprojam triikst piemerotas teorétiskas
bazes. Ir atrodamas daZas publikacijas, kuras pétamo vielu hromatografiska sorbcija HILIC
reZzima tiek prognozeta ar kada matematiska modela palidzibu [111-113]. DzZins u.c. [111]
petija ietekmi tikai Gidens satura eluenta, labako prognozeSanas sakaribu izsaka sekojosa
forma:

Ink=a+b In Cygens + ¢ Cidens) ; kur

a — konstante, kas atkariga no molekulas tilpuma un mijiedarbibas energijas starp

stacionaro un kustigo fazi;

b — virziena koeficients, kas raksturo tieSu mijiedarbibu starp analitu un stacionaru fazi;

¢ — koeficients, kas raksturo mijiedarbibu starp izSkidinatajam vielam un skidinatajiem;

Cidens — Udens saturs kustigaja faze.

Cits petijums — Kvimings u.c. [112] — izmantoja daudzparametru linearo regresiju un
maksligo nervu tiklu (artificial neural network, ANN), lai paredz&tu adrenoreceptoru
agonistu hromatografisko darbibu ka funkciju no acetonitrila satura kustigaja faze, no
log D, no adenraza saiSu donoru klatienes, no desolvatacijas energijas oktanola un no

kopgja absolita ladina uz atomiem. legiitais prognezgjoSais modelis bija So parametru
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lineara summa (katrs — ar izskaitlotu koeficientu), kas proporcionala logaritmam no k’. Cits
So pasu autoru raksts lietoja lidzigas metodes ginsenozidu analize [113].

Visas §1s publikacijas pievers uzmanibu organiska skidinataja saturam kustigaja faze.
Pret€ji sadai pieejai, miisu petijums koncentréjas uz buferpari veidojoso savienojumu un
analiz€jamo vielu 1Tpasibam, saglabajot acetonitrila saturu nemainigu, toties mainot pH un
buferskiduma komponentes.

Analizg€jamo vielu izdaliSanas faktori 2 mM un 20 mM koncentracijas buferskidumos

paradtti attiecigi 3.2 tabula un 3.3. tabula.

3.2 tabula

Pétamo savienojumu 1-2; 5-15 (skat. 2.1.tab.) izdaliSanas faktora vertibas (log k)
2mM buferskiduma koncentracija

Savienojums log k
Buferskidums 1 256l 7]8]oJ1wo]nn] 12 13 14 [ 15
Amonija formiats 1,32 {1,42|1,131,07|1,01|1,26|1,04|1,19(0,97| 0,74 | 0,58 | 1,31 |1,31
Amonija acetats 1,54 {1,59|1,281,21|1,151,42|1,171,33|1,09| 0,84 | 0,66 | 1,48 |1,48
Amonija propionats 1,71 |11,7711,45|1,38|1,33|1,60|1,35|1,51|1,27| 1,02 | 0,84 | 1,66 |1,67
Amonija butirats 1,87 11,93]1,61|1,53|1,47|1,76|1,50|1,67|1,42| 1,16 | 0,98 | 1,74 |1,74
Amonija izo-butirats 1,89 11,9711,63|1,56|1,49|1,79|1,52|1,69|1,44| 1,16 | 0,98 | 1,78 |1,77
Amonija 1,1511,2410,92|0,85|0,78|1,07|0,81{0,98|0,73| 0,44 | 0,26 | 0,53 |0,51
heptafluorbutirats
Amonija trifluoracetats | 0,33 10,49/0,27|0,23|0,18/0,34/0,20|0,29|0,15| -0,12 | -0,15 | 0,19 |0,17

3.3 tabula
Pétamo savienojumu 1-2; 5-15 (skat. 2.1.tab.) izdaliSanas faktora veértibas (log k) 20
mM bufer§kiduma koncentracija
log k

vienojums 1 2 5 6 7 8 9 10 11 12 1.
Buferskidums
Amonija formiats 0,97 | 1,01 | 0,68 0,61 0,54 0,84 0,57 0,74 0,48 0,20 | 0,
Amonija acetats 1,22 | 1,20 | 0,85 0,76 0,69 1,03 0,72 0,90 0,63 0,32 | 0,]
Amonija propionats | 1,33 | 1,29 | 0,93 0,85 0,78 1,11 0,81 0,99 0,71 0,42 | 0,]
Amonija butirats 1,44 | 1,39 | 1,02 0,93 0,86 1,21 0,89 1,08 0,79 0,49 | 0.,
Amonija izobutirats | 1,47 | 1,41 | 1,04 0,95 0,88 1,23 0,91 1,10 0,81 0,51 | 0,
Amonija -0,01 | 0,12 | -0,07 | -0,12 -0,15 0,04 -0,12 | -0,05 | -0,18 | -0,36 | -0,
heptafluorbutirats
Amonija 0,07 | 0,20 | -0,01 -0,05 -0,09 0,10 -0,07 0,02 -0,12 | -0,28 | -0,
trifluoracetats
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Tika noverots, ka alkilkédes garuma palielinaSanas (formiats, acetats, propionats,
butirats un izobutirats) izraisa izdaliSanas faktora logaritma linearu palielinaSanos visiem
analiz€jamajiem savienojumiem 1-2; 5-13 (skat. 2.1.tab.). Fluoréto karbonskabju amonija
sali neieklaujas alifatisko karbonskabju amonija salu s€rijas datos, tacu pieejamo fluoréto
karbonskabju skaits nebija pietickams atseviskas serijas izveidoSanai.

Izmantojot pilnigi fluorétu karbonskabju amonija salu par buferSkidumu
komponentiem, izdaliSanas laiki samazinajas salidzinot ar tadu pasu oglekla kedes garuma
nefluoréto skabju saliem. Tomer arT fluoréto buferskidumu s€rija oglekla k&des garuma
palielinaSana izraisa savienojumu izdaliSanas laika palielinasanos.

Saskana ar HILIC teoriju [32], bez salu vai buferSkidumu klatienes kustigaja faze
elektriski lad&tas vielas daudz labpratak atrodas adsorb&ta tdens slani. Tapéc
analiz€jamajam vielam ir ilgaks izdaliSanas laiks vai ar1 tas pilnigi sorbgjas kolonna.
Palielinoties salu koncentracijai, tiks veicinata elektriski ladeto analiz€jamo vielu jonu paru
veidoSanos. Izveidotie jonu pari biis labak Skistosi kustigaja faze, un izdaliSanas laiki
samazinasies. FluorsaturoSiem jonu pariem ir labaka $kidiba acetonitrilu saturoSaja
kustigaja faze, tapéc, izmantojot pilnigi fluorétu (perfluorétu) karboksilskabju salus,
izdalisanas laiki blis mazaki neka tada pat oglekla atoma kédes garuma nefluorétiem
analogiem.

No otras puses, buferkomponentes oglekla atoma kédes garuma palielinasanas nobida
bufersavienojuma sadalijuma lidzsvaru starp adsorb&to idens slani un kustigo fazi kustigas
fazes virziena. Tadgjadi analiz€jamo vielu tendenci atrasties tidens slani izraistjusi zemaka
buferskiduma ladeto dalinu polaritate.

3.4. tabula apkopoti savienojumu izdaliSanas laiki atkariba no bufer§skidumu molmasas.
Korelacijas koeficienti R” ir apliikoti tikai pieciem buferikidumiem (amonija formiatam,
acetatam, propionatam, butiratam un izobutiratam). Analogiska aina novérota gan 2 mM,
gan 20 mM buferskidumiem, atskiriba ir tada, ka 20 mM buferskidumos izdaliSanas faktori

ir ievérojami mazaki.
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3.4. tabula

Korelacijas koeficienti pétamo savienojumu izdaliSanas laika linearai atkaribai no
bufer§kiduma molmasas (amonija formiata, acetata, propionata, butirata un

izobutirata gadijuma)

2 mM buferskidums 20 mM buferskidums

Savienojuma Nr.
R’ a b R’ a b

0,9937 | 0,0131 | 0,5111 | 0,9644 | 0,0109 | 0,3266

0,9966 | 0,0128 | 0,6080 | 0,9735 | 0,0089 | 0,4743

0,9973 | 0,0117 | 0,3872 | 0,9795 | 0,0079 | 0,2112

0,9967 | 0,0113 | 0,2893 | 0,9836 | 0,0075 | 0,0899

0,9976 | 0,0123 | 0,1830 | 0,9649 | 0,0084 | 0,3402

1
2
5
6 0,9968 | 0,0115 | 0,3348 | 0,9804 | 0,0076 | 0,1472
7
8
9

0,9964 | 0,0114 | 0,3064 | 0,9832 | 0,0075 | 0,1185

10 0,9964 | 0,0119 | 0,4256 | 0,9796 | 0,0079 | 0,2694
11 0,9954 | 0,0113 | 0,2468 | 0,9841 | 0,0074 | 0,0338
12 0,9925 | 0,0103 | 0,0705 | 0,9932 | 0,0070 | 0,2248
13 0,9883 | 0,0101 | 0,0733 | 0,9986 | 0,0062 | 0,3774

Ka jau minéts ieprieks, fluorétie buferskidumi neieklaujas Saja linearaja shéma, tatad to
sorbcijas ipasibas ir sarezgitakas, un tas atkarigas ne tikai no buferSkiduma molmasas.
Model jaieklauj arT citi sorbciju ietekméjosie faktori. Fluoréto savienojumu Ipasibas var
atSkirties to pK, dgl, jo dotaja p&tijuma Skiduma ar pH 5 fluoraizvietotajiem buferpariem ir

maza buferkapacitate.

HILIC apstaklos analiz€§jamo vielu hromatografiska sadaliSana notiek starp kustigo fazi
un dinamiska rezima izveidotu stacionaro Skidro fazi. Tapec adekvata hromatografiskas
izdalisanas modela veidosana $aja gadijuma nozimé tada matematiska modela izveidi, kas
aprakstttu analizéjamo vielu sadaltijumu starp hidrofobo (kustigo) un hidrofilo (stacionaro)
fazi.

Jebkuras vielas sadalijumu starp §Tm fazém liela méra ietekmé& sorbata hidrofobitate.
Visparpienemta hidrofobitates skaitliskas novertéSanas metode ir sadalijums sist€éma
oktanols / idens, ko apzZimé ar LogP. So vértibu iesp&jams noteikt gan eksperimentala, gan
aprékinu cela. Tomer lielakaja dala gadijumu logP veértibu izmanto tadu savienojumu
raksturosSanai, kuri ir iev@rojami mazak hidrofili par saja darba pétitajam vielam. Tadgjadi
pazistamakie logP aprékinu modeli, tapat ka eksperimentalas logP noteikSanas metodes
nav pielietojamas pétito savienojumu hidrofobitates novértéSanai. Tapéc sava darba

ieklavam modeli analiz&jamas (izSkidinatas) vielas molmasu (M;) un pieejamo hidrofobo
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virsmu (ASA_Hy). So parametru kombinacija biitiba ilustré to, cik liela dala molekulas var
dot ieguldijumu hidrofobo mijiedarbibu veidoSana un tadgjadi, péc misu domam,
pietickami labi apraksta analiz€jamas vielas hidrofobitati. Izmantojot buferskidumus,
HILIC hromatografijas apstaklos analiz€jamas vielas sadalijumu starp hidrofobo kustigo
fazi un hidrofilo stacionaro fazi nosaka ne tikai sorbata hidrofobitate. Tas 1paSi labi
redzams 3.2. tabulas un 3.3. tabulas datos, kur skaidri izsekojama izdaliSanas laika
parametru atkariba no buferskidumu pagatavoSanai izmantoto salu molmasas. Tomer,
salidzinot abu tabulu datus, var secinat, ka fluoréto karbonskabju salu rinda neieklaujas
parasto alifatisko karbonskabju s€rija. Tatad arT Saja gadijuma svarigs hromatografisko
izdaliSanos ietekmgjoss parametrs biis buferSkidumu veidojoSo salu hidrofobitate. To var
viegli izskaidrot, ja zinam, ka buferSkiduma anjonu daudzums, tapat ka analiz€jama viela,
sadalas starp stacionaro un kustigo fazi. Tatad, faktiska bufera jonu koncentracija (Iidz ar
to ietekme uz sorbata izdaliSanos) stacionaraja un kustigaja faz€ bis atkariga ne tikai no
sakotn&jas koncentracijas, bet arT no izmantota anjona hidrofobitates. Tatad, modelgjot
amonija un hidrazinija katjonu hromatografisko izdaliSanos, modeli butu jaieklauj

buferskiduma pagatavoSanai izmantotas karbonskabes logP (log Py,) vértiba.

Veidojot modelim nepiecieSamo parametru komplektu, janem véra, ka logP vértibas
buferskiduma pagatavoSanai izmantotajai karbonskabei un atbilstoSajai disoci€tajai formai
ir ievérojami atSkirigas. Joniz€tas dalinas koncentrésies polaraja stacionaraja faze, kamér
karbonskabes molekulu koncentracija biis lielaka kustigaja fazg. Buferskiduma sadalijums
starp relativi hidrofobo un hidrofilo slani biis atkarigs arT no ta jonizacijas pakapes. Lai
nemtu vera buferskiduma jonizacijas faktoru, modelt jaieklauj buferskidumu veidojosa sals

pKa (pKay) vertiba un skiduma pH (pHy) vertiba.

Deskriptori, kas tika izmantoti QSRR (Quantitative Structure-Retention Relationships)
model&Sana, tika izskaitloti ar MOE programmatiiras [103] palidzibu un izraudziti péc to
fizikalas butibas. Tika izraudziti tikai tadi deskriptori, kas apraksta savienojumu izmeru,
formu un hidrofobitati. Sadi tika atlasiti 5 deskriptori. Deskriptoru raksturlielumi apkopoti
2.4 un 2.5.tabulas.

Lai izstradatu statistisko modeli, visu 13 savienojumu (1-2;5-15, skat. 2.1. tab.) dati
tika sadaliti apmacosaja kopa un parbaudes kopa. 11 savienojumi (1-2;6-8;10-15, skat. 2.1.
tab.) tika izmantoti ka apmacosa kopa, bet atlikusie divi S un 9 savienojumi (skat. 2.1 tab.)
tika izmantoti iegtita modela parbaudei. Lai noskaidrotu izdaliSanas laika atkaribu no vides

pH, ar formiata buferskidumam tika iegiiti papildus dati ar bufer§kiduma pH 3,5 un pH 6,0.
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Izdalisanas laika atkariba no izvéleta pH diapazona ir aptuveni lineara, tapéc pH
deskriptors tika pievienots linearajam modelim. So eksperimentu rezultati prezentéti

3.5. tabula.

3.5. tabula
Pétamo savienojumu izdaliSanas faktori (log k) 2 mM amonija formiata

buferskiduma ar dazadam pH vértibam.

Savienojuma Nr.

pH 1 2 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
35 ] 082 ] 094 [ 0,70 | 0,64 | 0,60 | 0,80 | 0,62 | 0,75 | 0,57 | 036 | 0,23 | 0,86 | 0,84
50 1132142 1,14 107 1,00 126 | 1,04 | 1,19 1097 ] 0,74 | 0,58 | 1,31 | 1,31
6,0 | 1,51 | 1,54 | 124 | 1,17 | 1,12 | 1,37 | 1,14 | 1,30 | 1,07 | 0,82 | 0,65 | 1,42 | 1,41

Prognozgjosais statistiskais modelis tika izstradats ar apmacosas kopas datiem, mgginot
gan linearas, gan nelinearas funkcionalas formas ar dazadam deskriptoru kopam un
rezultatu novertejot ar parbaudes datiem. Augstakas prognozesanas spgjas ar minimalo

deskriptoru skaitu tika panaktas ar 3.1. vienadojumu.

logK = -0.709 - 0.00154-M; - 0.000613-ASA_H, + 0.269-logP, + 0.287-pKa, + 0.220-pH,  (3.1),

kur:
M - analiz€jamas vielas molmasa;
ASA_H;s - analiz€jamas vielas pieejama hidrofoba virsma;
logPy, - buferskiduma sadalijuma koeficients sistéma ‘oktanols/tidens’;
pKay, - buferskiduma pK, vertiba;
pHy - buferskiduma pH.

Parcialaja mazako kvadratu regresija iegiitie koeficienti labi saskan ar teortiskam
zinasanam par HILIC izdaliSanas mehanismu. Koeficienta ASA H; negativa vértiba
apstiprina, ka savienojumiem ar lielaku hidrofilitati biis lielaks izdaliSanas laiks. No otras
puses, izdaliSanas laika un logP, pozitiva korelacija norada, ka buferskiduma hidrofobitates
palielinasana samazina polaras analiz€jamas vielas afinitati pret kustigo fazi.

Konstatéta pozitiva korelacija art starp izdaliSanas laiku un buferskiduma pK,. To var
aprakstit ka deprotonéta buferskiduma Tpatsvaru uzturot nemainigu Skiduma pH. Tas ir, jo
mazaks ir pK,, jo lielaka dala buferskiduma molekulu ir deprotonétas. Negativi ladeti
organiska buferskiduma joni var asoci€ties ar pozitivi ladétu organisku analiz&amo

molekulu un palielina ta afinitati pret kustigo fazi. Ta rezultata izdaliSanas laiks samazinas.
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Izdalisanas laika izmainas, palielinot pH, var tikt izskaidrotas ar elektrostatisko
mijiedarbibu starp staciondro fazi un analizéjamo vielu. Skidumiem ar augstaku pH
virsmas silanolgrupu jonizacijas pakape palielinas, radot $adai mijiedarbibai izdevigakus
apstaklus.

Eksperimentali iegiito rezultatu atbilstibu teorétiski prognoz€tiem ir paradita
3.27. att€la. Gala modelim relativa medianas standartnovirze ir 0,11 un 0,089 — attiecigi,
apmacosajai un parbaudes kopai. Deskriptoru nozimiguma parbaude rada, ka wvisi
deskriptori butiski ietekm& modela kopgjo veiktspeju, un nav nepiecieSsami vél papildus
mainigie. Ir negaiditi, ka modelis labak neka apmacosajai kopai strada ar parbaudes kopas
datiem. So faktu var izskaidrot ar relativi plafo Kkimiskas struktiras dazadibu
savienojumiem apmacosaja kopa un nejausi izveletiem savienojumiem parbaudes kopa.

Slapekli saturo$u savienojumu izdaliSanas laika prognozéSanas modelis tika izveidots,
izmantojot programmatira [114] iestradato linearo un nelinearo mazako kvadratu

regresijas metodi.
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3.27. att. Izdalisanas laika prognozéSana slapekli savienojumiem ar

modelvienadojumu.
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3.7 Temperatiiras ietekme analitiskas kolonnas ar dazadam stacionaram fazém

Petot sakaribu starp hromatografisko vielu izdaliSanu atkariba no kolonnas
temperatiiras izmantotas stacionaras fazes ar dazadiem sorbentiem (silikagels un cviterjonu
sulfobetains, kolonnas 3, 5, 6 (skat. 2.2.tab.)).

Temperatiiras ietekme tika noteikta trim kustigajam fazém: 1) 10% udens ar 0,1%
skudrskabi / 90% acetonitrila; 2) 10% tidens ar 0,1% skudrskabi / 90% metanola; 3) 15%
5mM amonija formiata (pH 5,0) @idens $kiduma / 85% acetonitrila. Saja pétijuma posma
temperattras ietekme uz sorbciju tika pétita, mainot kolonnas temperatiiru no 30 °C Iidz 55
°C, un noradito savienojumu izdaliSanas dati tika apstiprinati, izmantojot Van’t Hofa
funkcionalo sakaribu (log k = f(1/T)), un aprakstiti trim augstak min&tajam kolonnam
(3.28-3.30. att.).

Silikagela sorbentam ar acetonitrila kustigo fazi analiz€jamo vielu izdaliSanas laiks
vielas mijiedarbiba ar stacionaro fazi, vai/un uz bitisku entropijas ieguldijumu. Si
temperattiras ietekmes sakariba ir pret€ja apgrieztas fazes hromatografijas apstaklos
novérotajai, tas ir, izdaliSanas laiku samazinasanai, temperatiirai pieaugot. Sads rezultats
nodroSina alternativus risindjumus mildronata piemaisijuma atdaliSanas selektivitates
uzlaboSanai ar temperatiiras kontroles palidzibu. Temperatiiras paaugstinaSana var
palielinat vielu izdaliSanas laiku, tad&jadi uzlabojot Rs vértibas. Bez tam, augstakas
temperatiras viskozitate ir zemaka un masas parnese atraka, kas var samazinat smailes
platumu, tadejadi var uzlabot analiz€jamo vielu izskirSanu, kas atkariga no izdaliSanas
laika un difiizijas stacionaraja faze [61].

Lineara sakariba starp izdaliSanas faktoru (k) un temperatiiru pé&tfjamajiem
savienojumiem tika nov€rota temperatiiru diapazona 30-55 °C uz visam kolonnam ar
augstiem korelacijas koeficientiem (Rz) diapazona no 0,950 Iidz 0,998. Tas ir analogiski
RPLC plasi novérotajam [115, 116], lai gan literatira tiek aprakstitas arT nelinearas Van’t
Hofa funkcionalas sakaribas, to attiecinot uz entalpijas (AH’) un fazu attiecibas (¢)
atkaribu no temperattiras RPLC apstaklos [117, 118]. Vispar, konstat&jot nelinearus Van’t
Hofa funkcionalas sakaribas, tick pienemts, ka entalpija un entropija mainas atkariba no
temperatiras. Misu pétijumi nekonstat&ja nekadu nelinearitati HILIC sorbentu 1pasibas.

Skidruma hromatografija temperatiiras ietekmi var attiecinat uz kolonnas pildijuma
temperatiiru, uz kustigds fazes vai kolonnas silditaja temperatiiru. Vissvarigaka ir

temperatiira kolonna, tacu ta ir griiti izm&rama, mehaniski neietekmgjot kolonnu.
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3.28. att. Savienojumu 1-7 (skat. 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no kolonnas
temperatiras. Kustiga faze: 90% MeCN /10 % H,O (0,1 % FA). Stacionaras fazes: A -
Atlantis HILIC Silica, B - Waters Spherisorb Silica, C - ZIC HILIC.
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Vienkarsaks panémiens kolonnas temperatiiras noteikSanai ir caurplismas termopara
lietosana kolonna ieejosas un no tas iznakosas kustigas fazes temperatliru mériSana.
Kustigas fazes temperatiras vidéja vertiba kolonnas ieeja un izeja dos pienemamu
noveérte§jumu temperatirai kolonna un informaciju par temperatiras gradientu kolonnas
garuma. Kolonnas termostata temperattira vispariga gadijjuma atSkirsies no temperatiiras
kolonnas ieksieng, uzturot termostata temperatiiru konstantu.

MeOH ka kustigas fazes organiskais komponents ir protons $kidinatajs. Izmantojot
MeOH ka kustigas fazes organisko komponentu acetonitrila vieta, septinu izskidinato vielu
izdaliSanas laiki, palielinot temperatiru, uzradija dazadas sakaribas, ka paradits att€los
3.29. A-C. Daziem savienojumiem paaugstinata temperatiira palielinajas izdaliSanas laiki,
citi — pretgji. Atskiriga temperattiras ietekme ir vairaku izdaliSanas mehanismu rezultats.
Papildus hidrofilai un jonu apmainas mijiedarbibai, iesaistits arT $kidinataja-izSkidinatas
vielas un $kidinataja-stacionaras fazes tidenraza saiSu veidoSanas mehanisms [44].

Visi rezultati norada uz to, ka temperatiiras ietekme izSkidinato vielu izdaliSanai
metanola gadfjuma ir sarezgitaka neka acetonitrila pieméra, izdaliSanas mehanismu

sarezgitibas dgl.
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3.29. att. Savienojumu 1-7 (skat. 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no kolonnas
temperatiiras. Kustiga faze: 90% MeOH/10 % H,O (0,1 % FA). Stacionaras fazes: A -
Atlantis HILIC Silica, B - Waters Spherisorb Silica, C - ZIC HILIC.

IzdaliSanas laika palielinaSanas tendence, paaugstinot analizes temperatiiru, tika
novérota Skidumiem ar pH 2,1; bet neitralaka videé ar pH 5,0 izSkidinato vielu izdaliSanas
laiku vértibas ievérojami samazinajas. Sie rezultati ataino izdalianas parneses mehanismu
atkariba no Skiduma pH. BuferSkiduma pH mainoties no 2,1 uz 5,0, silanolgrupas
protoneta stavokli [119], sniedzot aizvien lielaku iesp&ju katjonu apmainai. Izskiduso vielu
izdaliSana galvena loma ir ne wvairs hidrofilai mijiedarbibai, bet jonu apmainas
mijiedarbibai. Kad jonu apmaina kliist par domin&joso sorbciju mehanismu, svarigu lomu,
ietekmé&jot izdaliSanu laiku un selektivitati, sp€lé analiz€jamas vielas pK,. Agrakas
publikacijas [120, 121] konstatéts, ka, temperatiiras paaugstinaSana var izraisit proton&to

molekulu Tpatsvara samazinasanos. Tatad augstaka temperatira izskidinato vielu
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izdaliSanas laikam vajadzeétu samazinaties, un tas saskan ar 3.28. un 3.30 att€los (pH 2,1 un
pH 5,0) novéroto ainu — pavajinata jonu apmainas ieguldijuma rezultata.
mingéts ieprieks, pie augstaka pH (pH 5) spécigakas jonu apmainas mijiedarbibas dé] bazu
pK. kltst par svarigu, analiz&jamo vielu sorbciju noteicosSu parametru. Ka minéts literatiira
baziska savienojuma pK,, jo lielaks ir Sis samazinajums. Ta ka savienojuma 1 (skat.
2.1.tab) pK, (9,80) ir mazaks neka savienojumam 2 pK, (6,9), tieSi savienojuma 1
protonétas dalas ipatsvars kritisies vairak. Tas lieck domat, ka jonu apmainas ieguldijums
izdaliSana Saja gadijuma ir mazaks.

Ir konstatéts, ka temperatiiras ietekme, mainot kustigas fazes organiska komponenta
tipu, ta koncentraciju un fazes pH, ir dazada. Organisku $kidinataju domingjosa vide

pétitiem savienojumiem temperatiiras ietekme mainas atkariba no izmantota organiska

skidinataja.
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3.30. att. Savienojumu 1-7 (skat. 2.1. tab.) izdaliSanas faktora (k) atkariba no kolonnas
temperatiiras. Kustiga faze: 15% 5 mM amonija formiata (pH 5) tidens Skidums/85%
MeCN. Stacionaras fazes: A - Atlantis HILIC Silica, B - Waters Spherisorb Silica, C -
ZIC HILIC.

3.8. Analizes metodes validacijas rezultati

Izvertejot ieprieks izpéetitas sakaribas, tika izv€l&ti analizes metodes optimalie apstakli
HILIC rezima ar AESH/MS/MS metodi, lai noteiktu piemaisijumus mildronata aktivaja
farmaceitiska viela. Analizes metode tika valideta saskana ar ICH prasibam [104-107].
Parbauditi sekojosi parametri: specifiskums, atglistamiba, linearitate, precizitate,
detekt€Sanas robeza, kvantitativas noteikSanas robeza. Optimalie hromatografiskie analizes
apstakli tika izveleti sekojosSie: kustiga faze: acetonitrils — 5 mM amonija formiata tidens
Skidums ar pH 5,0 (85/15), kolonna — ar sorbentu ZIC-Hilic, par&jie parametri aprakstiti
eksperimentalaja nodala.

Metodes specifiskums tika parbaudits, analiz€ot visus zinamos un potencialos
savienojumus degradacijas laika. Tika pagatavoti maksligi Skidumi ar piemaistjumu saturu
0,1 % no pamatvielas daudzuma. Pamatvielas (mildronata) saturs ar masas koncentraciju 1
mg/ml tika pagatavots dejonizeta tident. Linearitate tika parbaudita 0,0003-0,00125 mg/ml
piemasijumu diapazona. Analizes metodes precizitate un kalibréSanas taisnes linearitate ar

korelacijas koeficientiem ir apkopoti 3.6.tabula.
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3.6 tabula

Mildronata piemaisijumu analizes metodes precizitate (S,,) un kalibrésanas taisnes
linearitates korelacijas koeficienti R?

Savienojuma Nr. R’ Sar % (n=6)
1 0,991 9,4
2 0,997 3,3
3 0,998 7,7
5 0,992 2,7
6 0,998 2,1
7 0,998 2,7

Atgiistamiba tika parbaudita, maksligi pagatavojot Cetras dazadas koncentracijas (50,

75, 100 un 125 % no 0,1% satura). Atglistamiba mainijas diapazona no 96,9 Iidz 116,7 %

(n=3; katrai koncentracijai).

Detektesanas robeza un kvantitativas noteikSanas robezas meriSanas rezultati ir atspoguloti

3.7. tabula.

3.7. tabula

Detektésanas robeza un kvantitativas noteikSanas robeza mildronata piemaisijumiem

Savienojuma Nr. DetektéSanas robeza, % Kvantitativas noteikSanas robeza, %
1 0,0015 0,0051
2 0,0008 0,0025
3 0,0013 0,0043
5 0,0005 0,0016
6 0,00006 0,0002
7 0,00003 0,0001

Mildronata piemaistjumu kvantitativa noteikSanas metode ir stabila un drosa ka rutias

analize. Ar validétu analizes metodi tika parbaudita Mildronata razoSanas sérija 2801007

(skat. 3.31. att.) un konstatéts, ka piemaisijuma saturs taja neparsniedz 0,01 % no

pamatvielas satura.

79



MRM of 7 Channels ES+

189> 58
e AeiAmd
I.'. il "'.-| v 'J“'ilhl*h» fitw]
= .r' 1 | : L H Al'/‘? 'la“
"“ﬁ*.‘“'i‘r Wy, I\.r' ""‘\ll]'“ 1\ "“r“.n“"" FOLA(RY -.IVLfl I"| ""“f\f“ Py
[ | ICR—— :---|---|5| ............ T T
MRM of 7 Channels ES+
100+ 175> 58
‘ “"ﬁl"-«-lf,l "ll"L""| |
'. I W R’r‘ T
= |Lr|‘-’i | \ I, A J‘." A .-"l'll1|||,'r“l!"JI h“r"‘fllli.\l ‘l v
y Il' 'fu IJI " k‘hllylv‘n,l I(,H’I,M"- wl‘l 'u Wdi'f '\IL\' f. 2 J. M\I ‘ l_h_r._ _I"_”‘ ____________
MRM of 7 Channels ES+
1> 58
100 Al =
| r‘l' "
| h,.\‘l_\
,._._.,I_.f “."";"I".' ! s
MRM of 7 Channels ES+
4615 147 > 59
100 ™~ 3.77¢6
2]
| .'I
] T . VE——— - .
MRM of 7 Channels ES+
100 - 1359 115>72
| \ 7.12e3
] I
® I
| I\
0 i , . - T T e e e B i
MRM of 7 Channels ES+
100 - 2040 75> 59
] fi 1.53e5
I
=2 I
: [
| |
0! : - e e e
MRM of 7 Channels ES+
60> 45
1007 6.15e3
® |
O-EH T = - e T ..I"'. = ..........'.I.-_—..I......__ T Time
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

3.31. att. Jonu pareju monitoringa (MRM) hromatogramma Mildronata sérijai 280107

piemaisijumu kvantitativai noteikSanai.
Lidz 2008.g pasaul€ nebija kvantitativas analizes metodes mildronata (savienojums 4) un

ta piemaisijumu (skat. 1.1. tab.) vienlaicigai noteikSanai. Pateicoties $im pétfjumam, ir

public@tas mildronata un to piemaisijuma analizes metodes [122,123].
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SECINAJUMI

1. Ceturtgjo hidrazina atvasinajumu HILIC atdaliSana iesp€ama gan razotaju speciali
izstradatas HILIC kolonnas, gan parastas silikagela kolonnas. Specializétas kolonnas uzrada
vajaku izdaliSanas laiku un ir piemérotakas atdaliSanai, lietojot augstakas acetonitrila
koncentracijas.

2. HILIC rezima organiska Skidinataja koncentracijas izmaiga ir universals Iidzeklis
izdaliSanas laika reguléSanai, bet nebitiski ietekmé selektivitati. Organisko Skidinataju speks
slapekli saturoSiem savienojumiem ir $ads:

tetrahidrofurans < acetons < izopropanols < acetonitrils < etanols < metanols < tidens.

3. Mildronatu un sesSus ta piemaisijumus var atdalit HILIC hromatografijas apstaklos. Validéta
metode ir deriga mildronata substances tiribas parbaudei.

4. Amonija formiata buferSkiduma koncentracija kustigaja fazé selektivi ietekm& pétito
savienojumu izdaliSanas laiku. Butiskakas izmainas ir pie buferSkiduma zemam
koncentracijam, turpreti pie augstakas koncentracijas, 10-30 mM, izdaliSanas laiki gandriz
nemainas. BuferSkiduma koncentracija ir loti biitiska, regulgjot katjonu un katjonus saturoso
esteru izdaliSanas laiku, tacu maz ietekme cviterjonus veidojoSu savienojumu izdaliSanas laiku.
5. Katjonu un katjonus saturoso esteru izdaliSanas likumsakaribas atbilst dualam (starpfazu
parejas — jonu apmainas) mehanismam. Cviterjonu savienojumu sorbcija lick domat, ka Sai
grupai jonu apmainas loma ir mazak nozimiga.

6. Cviterjonu savienojumu izdaliSanas faktori, lietojot nemodificéta silikagela sorbentu, ir
proporcionali stacionaras fazes relativajam virsmas laukumam. Sorbcijas ietilpiba (kapacitate)
uz virsmas vienibu ir konstanta, un tas pats attiecas uz jonu apmainas un fazu parejas
procentualo Tpatsvaru.

7. HILIC rezZima paaugstinata temperatura silikagela kolonnas polaru savienojumu izdaliSanas
faktors atkarigs no organiska $kidinataja un pH. Tacu cviterjonu sulfobetaina tipa sorbenta
izdaliSanas faktors samazinas neatkarigi no organiska $§kidinataja un pH vertibas.

8. Slapekli saturoso savienojumu sorbciju apraksta vienadojums, ar kura palidzibu iesp&jama
HILIC reZima un savienojumu izdaliSanas laiku prognozgsana. Noskaidrots, ka HILIC rezima
izdaliSanas laikus biutiski ietekme& sekojoSie parametri: analiz€jamas vielas molmasa,
buferskiduma pH, bufersals pK, buferskiduma log P un analiz€jamas vielas pieejama

hidrofoba virsma.
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