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DARBǔ IZMANTOTIE SAǬSINǔJUMI  

Aab ï Ŭ-amino-n-sviestskǕbe 

Aad ï Ŭ-aminoadipǭnskǕbe 

ACN ï acetonitrils 

AEĠH ï apgrieztǕs fǕzes augsti efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfija 

Ala ï alanǭns 

Alloisoleuc ï alloizoleicǭns 

Arg ï arginǭns 

Arginino-succinic ï argininosukcinskǕbe 

Asn ï asparagǭns 

Asp ï asparagǭnskǕbe 

ɓAib ï ɓ-aminoizosviestskǕbe 

Cit ï citrulǭns 

Cys ï cisteǭns 

DL ï detektǛġanas robeģa (angǸu val. Detection Limit) 

F ï fluorescǛjoġa gaisma 

FITC ï fenilizotiocianǕts 

ɔAba ï ɔ-aminosviestskǕbe 

Gly ï glicǭns 

Gln ï glutamǭns 

Glu ï glutamǭnskǕbe 

Hcy(Ala) ï cistationǭns 

His ï histidǭns 

Hyp ï hidroksiprolǭns 

I.D. ï iekġǛjais diametrs 

Ile ï izoleicǭns 

IS ï iekġǛjais standarts 

Leu ï leicǭns 

Lys ï lizǭns 

MeOH ï metanols 

Met ï metionǭns 

OMIM ï tieġsaiste cilvǛka pǕrmantotǭbai pǛc MendeǸa likumiem (angǸu val. Online 

Mendelian Inheritance in Man) 
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Orn ï ornitǭns 

Phe ï fenilalanǭns 

Pro ï prolǭns 

QL ï kvalitatǭvǕs noteikġanas robeģa (angǸu val. Quantification Level) 

Saharop - saharopǭns 

Sarkoz ï sarkozǭns 

Ser ï serǭns 

Tau ï taurǭns 

TEA ï trietilamǭns 

THF - tetrahidrofurǕns 

Thr ï treonǭns 

Tyr ï tirozǭns 

Trp ï triptofǕns 

Val ï valǭns 
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KOPSAVILKUMS  

SolvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕtes izpǛte gradienta reģǭmǕ apgrieztǕs fǕzes 

ġǵidruma hromatogrǕfijas metodes izstrǕdei un optimizǕcijai. Svetlana Vorslova, 

zinǕtniskais vadǭtǕjs: Dr. chem., prof. Arturs Vǭksna. Promocijas darbs, 157 lappuses, 65 

attǛli, 30 tabulas, 134 literatȊras avoti, 18 pielikumi. Latvieġu valodǕ. 

SOLVǔTU SORBCIJAS MODELIS, APGRIEZTǔS FǔZES AUGSTEFEKTǬVǔ 

ĠǴIDRUMA HROMATOGRǔFIJA, OPTIMIZǔCIJAS METODES, GRADIENTA DARBA 

REĢǬMS, AMINOSKǔBJU FENILIZOTIOCIANǔTA ATVASINǔJUMI. 

DarbǕ ir izpǛtǭta solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕte daudzkomponentu maisǭjuma 

sorbcijas un selektivitǕtes prognozǛġanai augstefektǭvajǕ ġǵidruma hromatogrǕfijǕ. 

Noskaidrota solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕte polǕru savienojumu divdesmit piecu 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu sorbcijas prognozǛġanǕ. Noskaidrota modeǸa 

efektivitǕte, pielietojot apgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕjǕ ġǵidruma hromatogrǕfijǕ 

izmantojamǕs deviǺas hromatogrǕfijas kolonnas ar daģǕdǕm nekustǭgajǕm fǕzǛm un divǕm 

plaġi pielietojamǕm kustǭgajǕm fǕzǛm. ModeǸa efektivitǕtes pǛtǭjuma rezultǕti, iegȊtie lineǕrǕ 

gradienta reģǭmǕ, salǭdzinǕti ar rezultǕtiem, iegȊtiem, izmantojot komerciǕli plaġi zinǕmo 

lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli. IegȊtie rezultǕti apliecina solvǕtu sorbcijas modeǸa augstu 

efektivitǕti, kas var bȊtiski paplaġinǕt tǕ izmantoġanas iespǛjas hromatogrǕfijas jomǕ. PǛtǭta 

solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕte segmentǛtǕ gradienta reģǭmǕ. Sasniegtie rezultǕti 

apliecina modeǸa augstu efektivitǕti, izmantojot ne tikai lineǕro, bet arǭ segmentǛtu gradienta 

reģǭmu. Ir panǕkta segmentǛtǕ gradienta optimizǕcija, kas nodroġina ǭsǕku hromatogrǕfijas 

izdalǭġanas laiku un labǕku analizǛjamo vielu izġǵirġanu. Izmantojot solvǕtu sorbcijas modeli 

un darbǕ iegȊtos pǛtǭjuma rezultǕtus, ir izstrǕdǕta augstefektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfijas 

metode aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu noteikġanai bioloǥiskajǕ materiǕlǕ.  
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ABSTRACT 

Study of efficiency of solvatic sorption model in gradient reversed-phase liquid 

chromatography for method development and optimization. Svetlana Vorslova, 

supervisor: Dr. chem. prof. Arturs Viksna. PhD thesis, 156 pages, 65 figures, 30 tables, 134 

literature references, 18 appendices. In Latvian.  

SOLVATIC SORPTION MODEL, REVERSED-PHASE HIGH-PERFORMANCE 

LIQUID CHROMATOGRAPHY, OPTIMIZING METHODS, GRADIENT ELUTION, 

PHENYLISOTHIOCYANATE DERIVATIVES OF AMINO ACIDS. 

During this research the efficiency of the solvatic sorption model for prediction of the 

sorption and selectivity of a multicomponent mixture in the gradient mode of reversed-phase 

high-performance liquid chromatography was studied. The main aim of this research was to 

determine the efficiency of the solvatic sorption model for polar compounds, twenty-five 

phenylisothiocyanate derivatives of amino acids, and sorption prediction. Also was aimed to 

determine the efficiency of the model by using nine columns with different stationary phases 

and the two most popular mobile phases using in reversed-phase high-performance liquid 

chromatography. The results of the model efficiency study obtained using linear gradient 

elution were compared with results achieved with a widely used commercial linear solvent-

strength model. The data obtained confirm the high efficiency of the solvatic sorption model. 

It could significantly expand the possibilities for model usage in the field of practical 

application of chromatography. The solvatic sorption model efficiency was studied using 

multi-step gradient elution. The results achieved confirm the high efficiency of the solvatic 

sorption model not only for linear gradient elution, but also for multi-step gradient elution. 

Multi -step gradient optimization is achieved, which provide shorter retention time and better 

analyzing compound resolution. Utilizing the solvatic sorption model a superior method was 

developed for the detection of phenylisothiocyanate derivatives of amino acids in biological 

materials. 
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IEVADS 

ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕ ġǵidrumu hromatogrǕfija (AEĠH) ir viena no plaġǕk 

lietojamǕm fizikǕli ǵǭmiskajǕm organisko savienojumu analǭzes metodǛm daģǕdǕs 

zinǕtniskajǕs un rȊpnieciski orientǛtajǕs nozarǛs. Plaġi zinǕms fakts, ka jaunas AEĠH metodes 

izstrǕde un optimizǕcija ir darbietilpǭgs un laikietilpǭgs process, kas prasa ievǛrojamu 

eksperimentu skaitu un iegȊto rezultǕtu apstrǕdi. MȊsdienǕs aizvien pieaugoġǕs konkurences 

apstǕkǸos farmǕcijas un citǕs nozarǛs pastǕv liels pieprasǭjums pǛc Ǖtras AEĠH metodes 

izstrǕdes. IespǛja prognozǛt analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas parametrus (izdalǭġanas 

laiks un joslu izġǵirġana) un hromatogrǕfiskǕs analǭzes apstǕkǸus, balstoties uz analizǛjamǕs 

vielas struktȊrformulas ǭpaġǭbǕm un nekustǭgǕs un kustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskajǕm 

ǭpaġǭbǕm, var ievǛrojami samazinǕt veicamo eksperimentu skaitu un lǭdz ar to arǭ izmaksas, 

kas nepiecieġamas daudzkomponentu maisǭjumu atdalǭġanas metodes izstrǕdei un 

optimizǕcijai. 

Kopġ 1990. gada zinǕtniskajǕ literatȊrǕ strauji pieaug daģǕdu matemǕtiski pamatotu 

modeǸu pǛtǭjumi analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanai. Ġǭ tǛma nav 

zaudǛjusi savu aktualitǕti lǭdz ġǭm brǭdim. Promocijas darbǕ ir aprakstǭtas solvǕtu sorbcijas 

modeǸa izmantoġanas iespǛjas daudzkomponentu savienojumu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanai. Modelis tiek uzskatǭts par piemǛrotǕko sorbcijas un selektivitǕtes 

prognozǛġanas modeli apgrieztǕs fǕzes ġǵidruma hromatogrǕfijǕ. Izdalǭġanas parametru 

prognozǛġana ir balstǭta uz analizǛjamo vielu struktȊras uzbȊvi, nekustǭgǕs fǕzes sorbentu 

ǵǭmiskajǕm ǭpaġǭbǕm un kustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskajǕm ǭpaġǭbǕm. Tas ievǛrojami palielina 

modeǸa izmantoġanas efektivitǕti, salǭdzinot ar citiem zinǕmajiem matemǕtiskajiem 

modeǸiem, kuru darbǭbas princips pamatojas, galvenokǕrt, uz eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem. Par pǛtǕmajiem savienojumiem izvǛlǛti 25 aminoskǕbju fenilizotiocianǕta (FITC) 

atvasinǕjumi. ModeǸa izpǛtei tika izvǛlǛtas deviǺas apgrieztajǕ fǕzǛ izmantojamas 

hromatogrǕfijas kolonnas ar daģǕdǕm sorbcijas ǭpaġǭbǕm. KǕ kustǭgǕ fǕze izmantoti metanols 

un acetonitrils. DarbǕ solvǕtu sorbcijas modelis ir salǭdzinǕts ar komerciǕli pieejamo lineǕra 

ġǵǭdinǕtǕja spǛka Ălinear solvent strengthò modeli. 

TǛmas aktualitǕte 

ZinǕms fakts, ka AEĠH metodes izstrǕde un optimizǕcija ir laikietilpǭgs process, kas 

prasa augsti kvalificǛtu speciǕlistu ieguldǭjumu. Augstas konkurences un cilvǛku dzǭves 

kvalitǕtes dǛǸ daudzǕs dzǭves sfǛrǕs, kǕ, piemǛram, farmǕcijǕ, klǭnisku pǛtǭjumu, uztura 
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zinǕtnes pǛtǭjumu speciǕlisti nevar atǸauties veltǭt daudz laika jaunas metodes izstrǕdei. Lǭdz 

ar to mȊsdienǕs viena no aktuǕlǕkajǕm hromatogrǕfijas problǛmǕm ir vielu izdalǭġanas 

parametru un hromatogrǕfijas apstǕkǸu prognozǛġanas iespǛjas. TǕ no 2010. gada publikǕciju 

skaits par analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanas iespǛjam pǛc starptautiskǕs 

ScienceDirect datu bǕzes datiem ir 30 382. Katru gadu publikǕciju skaits un interese par ġo 

tǛmu pieaug. 2010. gadǕ publikǕciju skaits bija 3 242, bet 2016. gadǕ to skaits bija 5 660. 

PublikǕciju skaits ScienceDirect datu bǕzǛ laikǕ periodǕ no 2010. lǭdz 2016. gadam ir redzams 

1. attǛlǕ [1]. 

 

1. att. PublikǕciju skaits par analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanas 

iespǛjam pǛc starptautiskǕs ScienceDirect datu bǕzes datiem. 

ZinǕtniskajǕ periodikǕ ir aprakstǭti pǛtǭjumi par solvǕtu sorbcijas modeǸa izmantoġanu 

daģǕdu apgrieztǕs fǕzes sorbentu raksturoġanai izokrǕtiskajǕ (nemainǭgǕs) un lineǕrǕ gradienta 

(mainǭgǕs) kustǭgǕs fǕzes reģǭmǕ ar kustǭgǕs fǕzes sastǕvu metanols/Ȋdens un 

acetonitrils/Ȋdens noteiktǕs attiecǭbǕs [2-5]. Aprakstǭta arǭ solvǕtu sorbcijas modeǸa 

izmantoġana sǕkotnǛjo analǭzes apstǕkǸu prognozǛġanai 6-(2,3-dihlorofenil)-1,2,4-triazǭn-3,5-

diamǭnam (lamotrigǭns) un tǕ atvasinǕjumiem, aromǕtiskiem savienojumiem, triazǭna un 

fenilurǭnvielas atvasinǕjumiem [2-6]. NormǕlos hromatogrǕfijas izdalǭġanas apstǕkǸos ġie 

savienojumi pǕrsvarǕ ir neitrǕli. LiteratȊrǕ nav atrodami dati par solvǕtu sorbcijas modeǸa 

izmantoġanas iespǛjam augsti polǕru savienojumu izdalǭġanas parametru prognozǛġanai. Nav 

pieejami dati par modeǸa izmantoġanas iespǛjǕm darbǕ ar segmentǛtu gradienta (mainǭgǕs) 

kustǭgǕs fǕzes reģǭmu. 
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Praktiski ir Ǹoti vǛrtǭgi izprast modeǸa izmantoġanas iespǛjas analizǛjamo parametru 

prognozǛġanai darbǕ ar izdalǭġanas gradienta reģǭmu. ApgrieztǕs fǕzes AEĠH izmanto divus 

izdalǭġanas gradienta veidus: lineǕro un segmentǛto. MȊsdienǕs lineǕrais izdalǭġanas gradienta 

reģǭms ir izmantots visplaġǕk. Tas var bȊt aprakstǭts ar vienkǕrġǕm teorǛtiskǕm 

likumsakarǭbǕm, tomǛr tas nav piemǛrots savienojumu analǭzei ar plaġu polaritǕtes diapazonu. 

AtġǵirǭbǕ no lineǕrǕ izdalǭġanas gradienta reģǭma dotais gradients dod iespǛju analizǛt vielu 

maisǭjumu ar plaġu polaritǕtes diapazonu un sorbcijas ǭpaġǭbǕm viena eksperimenta laikǕ. Ġǭ 

iespǛja dod priekġroku segmentǛtǕ izdalǭġanas gradienta vielu maisǭjumu analǭzei daudzǕs 

hromatogrǕfijas sfǛrǕs. TǛmas nozǭmǭbu nosaka ne tikai solvǕtu sorbcijas modeǸa 

pielietojamǭbas apraksts zinǕtniskajǕ literatȊrǕ, bet arǭ komerciǕlǕ interese, kas teorǛtiski var 

paplaġinǕt ChromSword programmatȊras izmantoġanu, kuras pamatǕ ir solvǕtu sorbcijas 

modelis. 

Darba mǛrǵis 

Promocijas darba mǛrǵis ir izpǛtǭt solvǕtu sorbcijas modeǸa izmantoġanas iespǛjas 

polǕru savienojumu sorbcijas prognozǛġanai apgrieztǕs fǕzes AEĠH lineǕrǕ un segmentǛtǕ 

izdalǭġanas gradienta reģǭma apstǕkǸos. 

Darba uzdevumi 

Darba mǛrǵa sasniegġanai ir izvirzǭti un veikti sekojoġi darba uzdevumi: 

1. Veikt solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕtes izpǛti izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanai polǕru savienojumu grupai, 25 aminoskǕbju FITC 

atvasinǕjumiem, kustǭgǕs fǕzes lineǕrǕ izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ. 

2. IzvǛrtǛt solvǕtu sorbcijas modeǸa iespǛjas hromatogrǕfisko apstǕkǸu 

piemeklǛġanai un sorbcijas parametru prognozǛġanai polǕru savienojumu grupai 

kustǭgǕs fǕzes segmentǛtǕ izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ. 

3. SalǭdzinǕt solvǕtu sorbcijas modeǸa un lineǕrǕ ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeǸa 

izdalǭġanas parametru prognozǛġanas iespǛjas. 

4. IzstrǕdǕt un validǛt AEĠH metodi aminoskǕbju FITC atvasinǕjumu noteikġanai 

bioloǥiskajos paraugos. 
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Promocijas darba zinǕtniskǕ novitǕte 

Pirmo reizi pasaulǛ izpǛtǭta aminoskǕbju FITC atvasinǕjumu (polǕru savienojumu 

grupas) sorbcijas prognozǛġana, izmantojot lineǕrǕ un segmentǛtǕ izdalǭġanas gradienta 

reģǭmus, strǕdǕjot ar solvǕtu sorbcijas modeǸi. Ir izpǛtǭtas solvǕtu sorbcijas modeǸa 

izmantoġanas priekġrocǭbas hromatogrǕfijas apstǕkǸu piemeklǛġanai jaunas segmentǛtǕ 

gradienta metodes izstrǕdei, kuras rezultǕtǕ ir izstrǕdǕta un validǛta jauna AEĠH metode 

aminoskǕbju FITC atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajos paraugos.  

PraktiskǕ nozǭmǭba 

PǛtǭjuma rezultǕtǕ izpǛtǭta solvǕtu sorbcijas modeǸa prognozǛġanas spǛja polǕro 

savienojumu (aminoskǕbju FITC atvasinǕjumu) noteikġanai. ĂPirmǕ tuvinǕjumǕò metodes 

prognozǛġana veikta, pamatojoties vienǭgi uz analizǛjamo vielu struktȊru, nekustǭgǕs un 

kustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskajǕm ǭpaġǭbǕm. Tas Ǹauj iegȊt analǭzei pieǺemamus sǕkotnǛjo 

izdalǭġanas faktorus. Izmantojot ĂpirmǕ tuvinǕjumǕò metodes iegȊtos datus, veikta 

segmentǛtǕ gradienta hromatogrǕfijas izdalǭġanas parametru prognozǛġana. Veiksmǭga 

sǕkotnǛjǕ izdalǭġanas parametru prognozǛġana turpmǕk dotu iespǛju ietaupǭt organiskos 

ġǵǭdinǕtǕjus un optimizǕcijai nepiecieġamo laiku gan lineǕrǕ gradienta reģǭmǕ, gan arǭ 

segmentǛtǕ gradienta reģǭmǕ. Noskaidrots, ka modelis vienlǭdz labi darbojas prognozǛġanai, 

izmantojot daģǕda tipa nekustǭgǕs fǕzes sorbentus, kǕ arǭ populǕrǕkos, hromatogrǕfijǕ 

izmantojamos, kustǭgǕs fǕzes organiskos modificǛtǕjus ï metanolu un acetonitrilu. 

Pamatojoties uz to, ka modeǸa darbǭbas pamatprincips ir balstǭts uz nosakǕmo savienojumu un 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskajǕm ǭpaġǭbǕm, var apgalvot, ka modelim ir liela 

praktiska nozǭme jauno AEĠH metoģu izstrǕdei. Balstoties uz veiktajiem pǛtǭjumiem, ir 

izstrǕdǕta un optimizǛta aminoskǕbju noteikġanas metode cilvǛka bioloǥiskajos materiǕlas 

(asins serums, asins plazma un urǭns). IzstrǕdǕta metode ir Ǹoti efektǭvǕ Ǖtrai aminoskǕbju 

acidȊriju un/vai acidǛmiju selektǭvam skrǭningam, kas Ǹauj laicǭgi uzstǕdǭt diagnozi un uzsǕkt 

attiecǭgo terapiju. IzstrǕdǕta metode ir pǕrbaudǭta starplaboratoriju prasmes pǕrbaudǛs un ir 

ieviesta VSIA ĂBǛrnu klǭniskǕs universitǕtes slimnǭcasò ǤenǛtiskǕs bioǵǭmijas laboratorijas 

ikdienas praksǛ. 

PǛtǭjumu rezultǕtu aprobǕcija 

Promocijas darba rezultǕti ir atspoguǸoti 5 zinǕtniskajǕs publikǕcijǕs. PǛtǭjuma rezultǕti ir 

prezentǛti 6 starptautiskajǕs zinǕtnes konferencǛs un 4 Latvijas mǛroga konferencǛs. 
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ZinǕtniskǕs publikǕcijas: 

1. Golushko, J., Vorslova, S., Galushko, S., Viksna, A., Edolfa, K. (2014) Prediction of 

Retention in Gradient Reversed-Phase Liquid Chromatography for 

Phenylisothiocyanate-Derivatives of Amino Acids. American Chemical Science 

Journal, 4, 14-23. 

2. S.Vorslova, J.Golushko, S.Galushko, A.Viksna. (2014) Prediction of Retention 

Parameters in Gradient Reversed-Phase Liquid Chromatography for 

Phenylisothiocyanate-Derivatives of Amino Acids Using Methanol as Organic 

Modifier. Latvian J Chem 1: 61-70. 

3. Vorslova S, Golushko J, Galushko S, Viksna A (2015) Application of the Solvatic 

Model for Prediction of Retention in RPïLC for Multi-Step Gradient Profiles. 

Chromatographia, 78 (13), 899-908. 

4. S. Vorslova, J. Golushko, S. Galushko, A. Viksna (2015) Efficiency of Solvatic 

Sorption Model for Predicting the Retention in Multi-Step Gradient RP-LC with 

Different Stationary Phases. American Chemical Science Journal, 9 (1), 1-11. 

5. S. Vorslova, J. Golushko, S. Galushko, A. Viksna (2016) Efficiency of a solvatic 

sorbtion model for prediction of retention times in linear gradient reversed-phase liquid 

chromatography working with different stationary phases. Proceedings of the Estonian 

Academy of Sciences, 65, 1, 37-49. 

Starptautisko konferenļu tǛzes: 

1. Silina S., Golushko J., Viksna A. Uses of salvation sorbtion model to predict retention 

for twenty five amino acids. In Book of Abstracts, The 29
th
 International Symposium on 

Chromatography. September 9-12, 2012, Torun, Poland, p. 37. 

2. Silina S., Golushko J., Viksna A. The prediction of retention parameters of small and 

medium molecules by solvation sorbtion model using methanol as organic modifier. In 

Book of Abstracts, 17th Interenational conference ĂEcoBalt2012ò October 18-19, 2012, 

Riga, Latvia, p. 75. 

3. Vorslova S., Golushko J., Galushko S., Viksna A. Efficiency of Solvatic Sorbtion 

Model for Prediction of Multi-Step Gradient Elution in Reversed-Phase Liquid 

Chromatography. In Book of Abstract, 39th International Symposium on High 

Performance Liquid Phase Separations and Related Techniques HPLC2013. June, 14-

16, 2013. Netherlands, Amsterdam, p. 140. 
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4. Vorslova S., Golushko J., Viksna A. Opportunity of using Solvatic Sorbtion Model for 

Prediction of Multi-Step Gradient Elution in Reversed-Phase Liquid Chromatography. 

In Book of Abstract, 1st International Conference Modern aspects and applications of 

chromatographyin education, research and indystry. October 16-18, 2013, Daugavpils, 

Latvia, p. 2. 

5. Vorslova S., Golushko J., Viksna A. Efficiency of Solvatic Sorbtion Model for 

Prediction of Highly Polar and Charged Analytes Working with Different Stationary 

Phases. In Book of A bstract, 20th International Symposium on Separation Sciences. 

August, 30- September, 2, 2014. Prague, Czech Republic, p. 68. 

6. Vorslova S., Golushko J., Viksna A. Application of the Solvatic Model for Prediction of 

Retention in Reversed-Phase Liquid Chromatography for Multi-Step Gradient Profiles. 

In Book of Abstract, Interenational conference EcoBalt 2014. October, 8-10, Riga, 

Latvia, p. 63. 

ZiǺojumi konferencǛs: 

PǛtǭjuma rezultǕti ir ziǺoti ļetrǕs Latvijas UniversitǕtes konferencǛs, Ǵǭmijas 

fakultǕtes AnalǭtiskǕs un fizikǕlǕs ǵǭmijas sekcijǕs. 

Pateicǭbas 

Promocijas darba autore izsaka vislielǕko pateicǭbu zinǕtniskǕ darba vadǭtǕjam Dr. 

chem., prof. Arturam Vǭksnam (Latvijas UniversitǕte, Ǵǭmijas fakultǕte) par atbalstu un 

sniegtajǕm zinǕġanǕm vairǕku gadu garumǕ, kǕ arǭ zinǕtniskǕ darba konsultantei Dr. chem. 

JeǸenai Goluġko (Institute of Chromatography) par doto iespǛju veikt ġo pǛtǭjumu, par 

sniegtajǕm konsultǕcijǕm un padomiem, kuri veicinǕja darba izstrǕdi. Autore pateicas LU 

Ǵǭmijas fakultǕtes AnalǭtiskǕs ǵǭmijas katedru kolektǭvam par veiksmǭgu sadarbǭbu. 

Autore izsaka vissirsnigǕko pateicǭbu VSIA ĂBǛrnu klǭniskǕs universitǕtes slimnǭcasò 

ǤenǛtiskǕs bioǵǭmijas laboratorijas vadǭtǕjai PǕrslai VǛverei un visam kolektǭvam par 

atbalstu, pacietǭbu un sapratni. 
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1. LITERATȉRAS APSKATS 

ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕ ġǵidrumu hromatogrǕfija ir visplaġǕk lietotǕ fizikǕli 

ǵǭmiskǕ metode organisko savienojumu analǭzei. Izġǵir divus kustǭgǕs fǕzes darba reģǭmus: 

izokrǕtisko (nemainǭgo) un gradienta reģǭmu (mainǭgo). IzokrǕtiskajǕ darba reģǭmǕ kustǭgǕs 

fǕzes koncentrǕcija (B%) darba laikǕ nemainǕs. Tas ir piemǛrots paraugu analǭzei ar samǛrǕ 

ġauru polaritǕtes un izdalǭġanas laika diapazonu. Izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ kustǭgǕs fǕzes 

koncentrǕcija (B%) laikǕ pieaug. Tas nozǭmǛ, ka savienojumu izdalǭġanas laiks samazinǕs, 

palielinoties organiskǕs vielas koncentrǕcijai kustǭgajǕ fǕzǛ [7-9]. Plaġi zinǕms fakts, ka 

AEĠH gradienta reģǭma izstrǕde un optimizǕcija ir sareģǥǭts process, kas prasa lielu 

eksperimentu skaitu, un lǭdz ar to process ir dǕrgs. SakarǕ ar to hromatogrǕfijas speciǕlisti 

izvairǕs izmantot izdalǭġanas gradienta reģǭmu, ja ir iespǛja izmantot izokrǕtisko reģǭmu [7,8]. 

TurklǕt jaunas izdalǭġanas gradienta metodes pǕrnese starp daģǕdǕm hromatogrǕfijas 

kolonnǕm, instrumentiem un telpǕm ir daudz sareģǥǭtǕks process nekǕ izokrǕtiskǕs metodes 

pǕrnese [10-12]. Neskatoties uz to, izdalǭġanas gradienta reģǭms ir efektǭvs paǺǛmiens 

sareģǥǭtu daudzkomponentu maisǭjumu atdalǭġanai un analǭzei [7-9,13-16].  

MatemǕtiskǕ sorbcijas procesa modulǛġana ar uzstǕdǭtiem hromatogrǕfijas apstǕkǸiem 

un optimizǕcijas iespǛja dod priekġroku klasiskai ĂmǛǥinǕjumu un kǸȊduĂ metodei. Paġlaik 

plaġi tiek izmantoti matemǕtiskie modeǸi, kuru uzdevums ir optimizǛt hromatogrǕfijas 

apstǕkǸus darbǕ ar izdalǭġanas izokrǕtisko reģǭmu [17-19]. ParalǛli tiek veikti ievǛrojami 

pǛtǭjumi matemǕtiska sorbcijas procesa modulǛġanai darbǕ ar gradienta reģǭmu [19-26]. 

Neskatoties uz to, ka paġlaik ir komerciǕli pieejami daģǕdi datoru programmnodroġinǕjumi 

hromatogrǕfijas metoģu vienkǕrġoġanai un optimizǕcijai, vǛl joprojǕm tiek veikti plaġi 

pǛtǭjumi par ġo jautǕjumu daģǕdǕs zinǕtnes nozarǛs [8, 26-33]. 

1.1. KomerciǕli pieejamie modeǸu darbǭbas principi 

KlasiskǕ hromatogrǕfijas metodes izstrǕde notiek, izvǛrtǛjot katru iegȊto 

hromatogrammu. Veicot pirmo eksperimentu, apstrǕdǕ iegȊtos rezultǕtus un piemeklǛ 

hromatogrǕfijas apstǕkǸus nǕkamajam eksperimentam. TǕdǕ veidǕ tiek apstrǕdǕta katra 

nǕkamǕ hromatogramma, lǭdz ir iegȊts optimǕls rezultǕts. Ġǭ hromatogrǕfijas apstǕkǸu 

optimizǕcijas metode prasa lielu eksperimentu skaitu, kǕ arǭ katras iegȊtǕs hromatogrammas 

rȊpǭgu apstrǕdi. [7-8, 34, 35].  
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Efektǭva metodes izstrǕde un optimizǕcija pamatojas uz labu hromatogrǕfijas procesa 

sapraġanu un daudzu hromatogrǕfijas likumu zinǕġanǕm, kuri apraksta vielu izġǵirġanu, 

mainoties hromatogrǕfijas apstǕkǸiem. Daudzi no ġiem likumiem ir kvantitatǭvi, lǭdz ar to 

precǭzi aprǛǵini var veicinǕt labǕku hromatogrǕfijas apstǕkǸu piemeklǛġanu nǕkamajiem 

eksperimentiem [36-38]. 

IespǛja veikt analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanu, balstoties uz 

minimǕlo eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu skaitu, kǸȊst arvien populǕrǕka jaunas metodes 

izstrǕdes procesǕ. PrognozǛġanas pieejas bieģi izmanto tǕdos gadǭjumos, ja jaunas metodes 

izstrǕdei ir nepiecieġams liels eksperimentu skaits. Tas ir raksturǭgs vielu maisǭjumu 

sadalǭġanai, kuri satur vairǕk nekǕ desmit ǵǭmiski lǭdzǭgu savienojumu. ĠǕdos gadǭjumos 

datoru programmnodroġinǕjums ir Ǹoti noderǭgs instruments. SǕkot ar labi izvǛlǛtiem 

rezultǕtiem, iegȊtiem no minimǕlǕ eksperimentu skaita, balstoties uz precǭziem aprǛǵiniem 

vai empǭriskǕm likumsakarǭbǕm, var veikt analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanu citos eksperimenta apstǕkǸos. 

KomerciǕli pieejamǕs AEĠH metoģu izstrǕdes programmas var klasificǛt atkarǭbǕ no 

to funkciju potenciǕla. Atseviġǵas programmu paketes, kas nav saistǭtas ar hromatogrǕfijas 

sistǛmu, visi dati par hromatogrǕfijas apstǕkǸiem un iegȊtajiem rezultǕtiem ir jǕievada 

manuǕli. IntegrǛtǕs programmas ir savienojamas ar hromatogrǕfijas sistǛmu, visi dati no 

iegȊtajiem eksperimentiem tiek automǕtiski pǕrsȊtǭti uz metodes izstrǕdes programmu, kur 

notiek datu apkopoġana un apstǕkǸu piemeklǛġana. Ġis programmas veids ir daudz ǛrtǕks 

izmantoġanǕ, toties izmaksas ir samǛrǕ augstas, kǕ arǭ to nav iespǛjams izmantot atseviġǵi no 

AEĠH sistǛmas [27-28, 39-43]. MȊsdienǕs plaġǕk zinǕmo un izmantojamo datoru 

programmnodroġinǕjumu darbǭbas principi ir: 

- Izmainot vienu reizi izdalǭġanas parametra mainǭgo lielumu, var prognozǛt vielu 

izġǵirġanu kǕ funkciju no ġǭ mainǭgǕ lieluma. PrognozǛġanai ir nepiecieġami divu 

eksperimentu izdalǭġanas parametri, iegȊti noteiktos hromatogrǕfijas apstǕkǸos ï 

kolonnas izmǛri, kustǭgǕs fǕzes, plȊsmas Ǖtrums un izdalǭġanas reģǭma parametri. 

Mainot kǕdu no parametriem, var veikt prognozǛġanu. Metode Ǹauj strǕdǕt gan 

izokrǕtiskajǕ, gan gradient reģǭmǕ. ModernǕkie datoru programmnodroġinǕjumi Ǹauj 

darboties arǭ ar citiem hromatogrǕfijas parametriem, tǕdiem kǕ organiskǕ modificǛtǕja 

tips, kustǭgǕs fǕzes pH, kolonnu temperatȊra u.c. [7, 9, 27, 44-47]. 

- Izmainot vienu reizi vienu vai vairǕkus mainǭgos lielumus, veic vielu izġǵirġanas 

prognozǛġanu kǕ funkciju no ġiem mainǭgajiem. Programmas izmanto vienas-, divu- 

vai trǭs- dimensiju modelǛġanu. Viena dimensija atbilst vienam parametram. 
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EksperimentǕli iegȊtie rezultǕti attǛloti demonstrǛġanas kartǛ Ăresolution mapò, ar 

kuras palǭdzǭbu empǭriski var noteikt katra savienojuma izdalǭġanas parametrus. 

PlaġǕku izmantoġanu ġǭ metode ir guvusi organiskǕ modificǛtǕja tipa optimizǕcijai. 

Metodes lielǕkais trȊkums ir liels eksperimentǕlu rezultǕtu skaits, kas ir nepiecieġams 

demonstrǛġanas kartes attǛloġanǕ. TǕ divdimensiju demonstrǛġanas kartes modulǛġanai 

ir nepiecieġami 10-15 eksperimentǕli iegȊtie dati. ǔtrǕkai datu apstrǕdei modelis 

darbojas kǕ integrǛtais datoru programmnodroġinǕjums savienojumǕ ar 

hromatogrǕfijas sistǛmu [7, 9,39-40, 48-51]. 

- NekustǭgǕs fǕzes parametru maiǺa, analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġana tiek veikta jebkurai nekustǭgajai fǕzei. Metodes darbǭbai ir nepiecieġami 

divu eksperimentu izdalǭġanas parametri, veikti noteiktos hromatogrǕfijas apstǕkǸos ï 

kolonnas izmǛri, kustǭgǕs fǕzes, plȊsmas Ǖtrums un izdalǭġanas reģǭma parametri. 

AnalizǛjamo paraugu izdalǭġanas parametru prognozǛġanu var veikt, mainot 

hromatogrǕfijas kolonnas izmǛrus (garums, iekġǛjais diametrs, daǸiǺu izmǛrs, poru 

izmǛrs) [7, 9, 26, 40, 46-48, 50]. 

- KustǭgǕs fǕzes izmaiǺas, izdalǭġanas gradienta reģǭma maiǺa Ǹauj veikt prognozǛġanu 

citos kustǭgǕs fǕzes izdalǭġanas reģǭmos. DatorsimulǕcijas metode gradienta reģǭma 

optimizǕcijai ir Ǹoti lietderǭga jaunas AEĠH metodes izveidei. Izdalǭġanas gradienta 

reģǭmǕ organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija nav pastǕvǭga, kǕ arǭ gradienta slǭpums un 

forma var bȊt daģǕds. Jaunas metodes izveide prasa lielu eksperimentu skaitu, 

datorsimulǕcijas programmas Ǹauj veikt analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanu empǭriski. SǕkuma parametri ir divi eksperimentu rezultǕti noteiktos 

hromatogrǕfijas apstǕkǸos [7-9, 26, 40, 46-48, 50]. 

- Metodes izstrǕde, mainot vienu vai vairǕkus hromatogrǕfijas apstǕkǸus, tǕdǕ veidǕ 

piemeklǛjot labǕku analizǛjamo vielu izġǵirġanu. Metode nav paredzǛta analizǛjamo 

vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanai, bet vairǕk kǕ hromatogrǕfijas apstǕkǸu 

piemeklǛġana, pamatojoties uz lielu eksperimentu skaitu daģǕdos hromatogrǕfijas 

apstǕkǸos. DarbǕ ar ġo modeli ir nepiecieġams hromatogrǕfijas sistǛmǕ integrǛtais 

automǕtiskais datoru programmnodroġinǕjums, kas nosaka lielas izmaksas [7, 8, 41]. 

- Eksperta metodes, kuras veic labǕko analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanu, balstoties uz analizǛjamǕs vielas ǵǭmisko struktȊrformulu un 

hromatogrǕfijas sǕkuma apstǕkǸiem. AtġǵirǭbǕ no visǕm pǕrǛjǕm hromatogrǕfijas 

apstǕkǸu optimizǛġanas metodǛm, ġǭ pieeja neprasa eksperimenta datus. OptimizǕcijas 

procesǕ piemeklǛ labǕkus hromatogrǕfijas apstǕkǸus, pamatojoties uz analizǛjamo 
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vielu ǵǭmisko struktȊrformulu un kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskiem 

raksturlielumiem. DotǕs prognozǛġanas mǛrǵis ir sasniegt labǕku izġǵirġanas faktoru 

(0,5<k<20) pirmajam eksperimentam. Ġai pieejai ir divi trȊkumi: 1) analizǛjamo vielu 

struktȊrformulas nav vienmǛr zinǕmas, it ǭpaġi paraugos ar sareģǥǭtu matricu, kura 

atstǕj negatǭvu efektu uz joslu izġǵirġanu, 2) prognozǛtais izdalǭġanas laiks ir Ǹoti 

aptuvens, ǭpaġi tas attiecas uz savienojumiem ar sareģǥǭtu struktȊru vai arǭ optiskiem 

izomǛriem. LabǕku rezultǕtu sasniegġanai ir ieteicams izmantot arǭ eksperimentǕli 

iegȊtos datus. Programmas var izmantot kǕ atseviġǵas paketes, veicot optimizǕciju 

manuǕli, kǕ arǭ kǕ integrǛtu programmu savienojumu ar hromatogrǕfijas sistǛmu. 

IntegrǛtajai sistǛmai ir augstǕkas izmaksas, toties to ir lietderǭgi izmantot sareģǥǭto 

matricu paraugiem Ǖtrai AEĠH metodes izstrǕdei. [7, 8, 27, 42, 52-56]. 

AnalizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanas iespǛjas ir teorǛtiski un 

praktiski interesanta problǛma, kas jau ilgstoġu laiku ir pǛtǭta hromatogrǕfijas nozarǛ. Katrai 

metodei ir savas priekġrocǭbas un trȊkumi. Metodes, kuras balstǕs uz divu eksperimentǕli 

iegȊto rezultǕtu datiem, ir plaġǕk zinǕmas, labi aprakstǭtas zinǕtniskajǕ literatȊrǕ un ir plaġi 

izmantotas hromatogrǕfijas apstǕkǸu optimizǛġanǕ. Metodes lielǕkais trȊkums: veiksmǭgai 

optimizǕcijai ir nepiecieġama labi piemeklǛtu eksperimentǕlo datu izmantoġana. Ġis 

ierobeģojums var prasǭt lielu eksperimentu skaitu, lǭdz prasǭba ir sasniegta, un tikai tad var 

veikt optimizǕciju. Metode balstǕs uz lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli.  

PrognozǛġanu, pamatojoties uz analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu, stipri ierobeģo 

metodes izmantoġanas sfǛras. Ir jǕzina analizǛjamo maisǭjumu komponenti un to 

struktȊrformulas, turklǕt prognozǛġana nav pietiekami precǭza. TǕ ir lietderǭga organiskǕ 

modificǛtǕja daudzuma aprǛǵinǕġanai, kǕ arǭ analizǛjamo vielu kopǛjǕ izdalǭġanas laika 

noteikġanai. PrecǭzǕkai prognozǛġanai ir nepiecieġami eksperimentǕli iegȊtie dati. Labus 

rezultǕtus var sasniegt, izmantojot viena eksperimenta rezultǕtus. Neskatoties uz trȊkumiem, 

hromatogrǕfijas speciǕlisti turpina nodarboties ar analizǛjamǕs vielas sorbcijas laika un 

molekulas ǵǭmiskǕs struktȊrformulas savstarpǛjas sakarǭbas pǛtǭjumiem. Ġǭ metode balstǕs uz 

solvǕtu sorbcijas modeli.  

1.2. SolvǕtu sorbcijas modeǸa teorija 

Lai izstrǕdǕtu metodi selektivitǕtes un sorbcijas noteikġanai apgrieztǕs fǕzes AEĠH, ir 

nepiecieġams izmantot vairǕkus jǛdzienus par sorbcijas procesu, analizǛjamǕs vielas (sorbǕta) 

struktȊru, kǕ arǭ par sorbǕta mijiedarbǭbu ar kustǭgo un nekustǭgo fǕzi. Paġlaik ir iegȊts 
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pietiekoġs daudzums teorǛtisko un eksperimentǕlo pierǕdǭjumu tam, ka ǵǭmiski saistǭto 

ogǸȊdeǺraģu virsmas kǕrtu var uzskatǭt par starpposmu, kurġ izveidojas starp savdabǭgu sȊkli 

no alkilgrupǕm un kondensǛta ġǵǭduma monoslǕni, kurǕ ir spǛjǭgas ieurbties sorbǕta 

molekulas, tǕdǕ veidǕ atstǕjot ievǛrojamu ietekmi uz virsmas slǕǺa ǭpaġǭbǕm [57, 58]. Lǭdz ar 

to, palielinot kustǭgǕs fǕzes hidrofobǕs ǭpaġǭbas, palielinǕs arǭ sorbǕta daǸiǺu pǕreja 

nekustǭgajǕ fǕzǛ. Ir pierǕdǭts, ka apgrieztǕs fǕzes AEĠH vienlaicǭgi notiek vairǕki procesi: 

atdalǭġanas procesi, kǕ arǭ konkurǛjoġie adsorbcijas procesi. ĠajǕ gadǭjumǕ atdalǭġanas process 

ir dominǛjoġais un virsmas slǕnim ir raksturǭgas kvazi-ġǵidruma ǭpaġǭbas [57, 59-61]. 

Sorbcijas un selektivitǕtes aptuvenai izvǛrtǛġanai ir ieteicams izmantot divu slǕǺu 

hromatogrǕfiskǕs sistǛmas modeli:  

1. Sorbenta modificǛtǕ virsma apgrieztǕs fǕzes AEĠH ir virsmas slǕnis, kas sastǕv no 

ogǸȊdeǺraģa slǕǺa un kustǭgǕs fǕzes vairǕkiem komponentiem; 

2. Virsmas slǕni var uzskatǭt par kvazi-ġkidrumu ar vairǕkiem raksturlielumiem: virsmas 

spraigums (ɔs), dielektriska konstante (Ůs), kuri mainǕs kopǕ ar kustǭgǕs fǕzes un 

sorbenta ǭpaġǭbu izmaiǺǕm; 

3. SorbǕta molekulas iespieģas virsmas slǕnǭ. 

Sorbciju nosaka starpǭba starp molekulas solvatǕcijas enerǥiju kustǭgajǕ fǕzǛ un 

virsmas slǕnǭ. 

PastǕv uzskats, ka virsmas slǕnis nav uzskatǕms par ġǵidru ogǸȊdeǺraģu slǕni, bet ir 

ǭpaġs alkilgrupu stǕvoklis. Alkilgrupas ir saistǭtas ar virsmu, starp kurǕm atrodas zinǕms 

kustǭgǕs fǕzes komponentu daudzums. Paġsaprotams, ka ġǕda modificǛta slǕǺa ǭpaġǭbas krietni 

atġǵirǕs no ogǸȊdeǺraģu ǭpaġǭbǕm. 

PieǺemot, ka virsmas slǕnim piemǭt noteikti vidǛji raksturlielumi un sorbǕta daǸiǺas 

var ieurbties ġajǕ slǕnǭ, var izmantot vienkǕrġu pieeju sorbcijas parametru noteikġanai. 

GalvenǕ matemǕtiskǕ izteiksme sorbcijas parametru noteikġanai ir redzama 1.1. vienǕdojumǕ: 

f+
D-

=
RT

G
kln       (1.1.) 

kur ʬ ï fǕģu attiecǭba. Sorbcijas lielumu nosaka solvatǕcijas enerǥijas starpǭbas sadalǭjums 

sistǛmǕ. 

.... msolvssolv GGG D-D=D      (1.2.) 

.int. GGG csolv D+DºD       (1.3.) 

..int..int.... msmcsc GGGGG D-D+D-D=D     (1.4.) 
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Kur ȹGc.s. un ȹGc.m. ir enerǥija, kas ir nepiecieġama molekulu izmǛra dobumu veidoġanai 

virsmas slǕnǭ un kustǭgajǕ fǕzǛ. ȹGint.s. un ȹGint.m. ir molekulas iedarbǭbas enerǥija ar 

apkǕrtǛjo vidi, atrodoties virsmas slǕnǭ un kustǭgajǕ fǕzǛ [62-64]. 

VienkǕrġǕkais variants ir redzams 1.5. vienǕdojumǕ. 

)1( 11 -+=D e

c kNANAG gg      (1.5.) 

N ï ir Avogadro skaitlis, A ï ġǵidruma dobuma virsma, ɔ ï virsmas spraigums (Ȋdenim 

ɔ=72,6Ā10-3
 Nϊm-1

), A1 ï ġǵǭdinǕtǕja molekulas laukums un 
ek1  katram ġǵidrumam raksturǭga 

konstante (Ȋdenim ek1 =1,277) [62, 64]. Aptuvena A lieluma noteikġanai izmanto Van der 

Vaalsa rǕdiusu, pieǺemot, ka molekulai ir sfǛriska forma. TǕdǕ veidǕ var noteikt molekulas 

aptuveno virsmas laukumu. PrecǭzǕkai noteikġanai var izmantot dobuma laukumu, kuru 

sorbǕta molekulas veido ġǵǭdinǕtǕjǕ. Praktiski precǭzǕk un vienkǕrġǕk dobuma laukumu var 

noteikt, izmantojot eksperimentǕli iegȊtos daģǕdu savienojumu parciǕlos mola tilpumus 

ġǵǭdinǕtǕjǕ. MȊsdienu metodes parciǕlos mola tilpumus Ǹauj noteikt ar precizitǕti lǭdz 0,1 

ʩm
3ϊmol

-1
 [65]. ParciǕlos mola tilpumus daģǕdǕm vielu grupǕm (spirti, ogǸȊdeǺraģi, 

aminoskǕbes) var atrast literatȊrǕ. EksperimentǕlie dati ir pierǕdǭjuġi, ka atseviġǵo molekulu 

fragmentu ieguldǭjums aditivitǕtes principa izmantoġanǕ ir pieǺemams tuvinǕjums mola 

tilpuma aprǛǵinǕġanai. Lǭdz ar to, uzskatot, ka dobumam ir sfǛriska forma, var pieǺemt 1.6. 

vienǕdojumu. 
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3
2
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-

i

iVNA      (1.6.) 

Kur Vi ï molekulu fragmentu parciǕlo mola tilpumu pieaugums ġǵǭdinǕtǕjǕ. Liels 

eksperimentǕli noteikto parciǕlo mola tilpumu skaits daģǕdiem savienojumiem Ǹauj noteikt 

×Vi vǛrtǭbas gandrǭz ikvienam savienojumam. TurklǕt ir ieteiktas vienkǕrġas sakarǭbas Vi 

noteikġanai ar pietiekami augstu precizitǕti. ǹemot to vǛrǕ, æGc aprǛǵinǕġanai var izmantot 

1.7. vienǕdojumu [64, 66]. 
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ic kvVNG g    (1.7.) 

Kur vm ï kustǭgǕs fǕzes mola tilpums. 

AprǛǵinu vienkǕrġoġanai tiek izmantots parciǕlais mola tilpums Ȋdenǭ, pieǺemot, ka 

dobumu raksturojoġiem parametriem gan virsmas slǕnǭ, gan kustǭgajǕ fǕzǛ ir jǕbȊt ar tuvǕm 
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vǛrtǭbǕm. Svarǭgs faktors ir pareiza sorbǕta iedarbǭbas potenciǕla formas izvǛle ar apkǕrtǛjo 

vidi, æGint. [66]. Solvafobas iedarbǭbas teorijǕ tiek izmantota Van der Vaalsa un 

elektrostatiskǕs iedarbǭbas summa. 

...int seVdw GGG D+DºD      (1.8.) 

Lieluma æGe.s. noteikġanai tiek izmantots Onzagera reaktǭva lauka kontinuuma modelis 

[62, 63, 66]. KǕ jau iepriekġ minǛts, dotǕ lieluma noteikġanai ir nepiecieġami raksturlielumi, 

kuri nav zinǕmi un ir grȊti iegȊstami. TurklǕt ir jǕpiebilst, ka visas Van der Vaalsa iedarbǭbas 

enerǥijas aprǛǵinu metodes ir tuvinǕtas, un to noteikġanai ir nepiecieġams liels vielu 

raksturlielumu skaits vai arǭ liels empǭrisko parametru skaits. MȊsdienu kontinuuma teorijas, 

kurǕs tiek izmantotas tikai elektrostatiskǕs iedarbǭbas, tiek izmantotas aptuvenai solvatǕcijas 

enerǥijas aprǛǵinǕġanai. PastǕv uzskats, ka vielas molekula sastǕv no dipoliem, kuri neatkarǭgi 

iedarbojas uz to apkǕrtesoġo kontinuumu [65, 67-70]. ĠajǕ gadǭjumǕ tiek izmantots 1.9. 

vienǕdojums. 

ä
+

-
-=DºD

j j

j

se
a

GG
3

2

...int
)12(

)1(2

2

1 m

e

e

    (1.9.) 

Kur Õj ir saiġu dipola moments, aj ï iedomǕjǕmǕs sfǛras efektǭvais rǕdiuss, kurǕ atrodas 

dipoli, Ů ï apkǕrtesoġǕ kontinuuma dielektriskǕ caurlaidǭba. 

AprakstǭtajǕ pieejǕ nav nepiecieġamǭbas izmantot kvantu ǵǭmijas metodes atomu 

lǕdiǺa noteikġanai. Dipolu momenti ir noteikti gandrǭz visǕm saitǛm un daģǕdos savienojumos 

atġǵiras minimǕli. KonkrǛtǕk, katrs dipols nav aptverts ar pilnǭgi noslǛgto ġǵǭdinǕtǕja 

molekulu sfǛru, lǭdz ar to precǭzǕk ir runǕt par lodes segmentiem. IeteicamǕ metode pamatojas 

uz pieǺǛmumu, ka daģǕdos savienojumos lodes segmenta parametri, kuros atrodas vienǕdi 

dipoli, mainǕs ġaurǕ diapazonǕ. No tǕ izriet, ka elektrostatiskǕs enerǥijas aprǛǵinǕġanai doto 

parametru aptuveni var izteikt ar sfǛras efektǭvo rǕdiusu (ʘi). Ievietojot vienǕdojumus 1.8. un 

1.10. izteiksmǛ 1.5., tiek iegȊts 1.10. vienǕdojums. 

ä

ä

-+-

--+-³=D-

j j

j

mss

e

ss

m

e

mm

i

ism

a
ffkv

kvVNG

3

2

3
2

3
2

3
2

3
1

)]()([])1(

)1())([(836,4

m
eeg

ggg

  (1.10.) 



22 

 

kur 
)12(

)1(
)(

+

-
=
e

e
ef   

Ġǭs vienǕdojums tika iegȊts, izmantojot daģus nezinǕmus virsmas slǕǺa parametrus 
e

sk , 

f(Ůs), ɔs un vs. PastǕv iespǛja noteikt kolonnas un sorbenta virsmas slǕǺa parametrus attiecǭbǕ 

pret standartvielu, piemǛram, benzolu. ĠajǕ gadǭjumǕ izmanto 1.11. izteiksmi. 
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Izmantojot standartvielu, nav nepiecieġamǭbas noteikt ů, ɜs un 
e

sk  lielumus, kas stipri 

vienkǕrġo aprǛǵinu. TǕdǕ veidǕ 1.11. izteiksmi var vienkǕrġot un rezultǕtǕ iegȊt 1.12. 

izteiksmi. 
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DotajǕ izteiksmǛ O2e.s.jHGD un OHstseG
2...D  palielina ..seGD ietekmi uz molekulas x 

dipolu j, kǕ arǭ ..)( seGD  ietekmi uz standartvielǕm Ȋdenǭ. ǹemot vǛrǕ 1.13. izteiksmi, 
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ĠajǕ gadǭjumǕ æG ir izteikts kJϊmol
-1
, ɔ izteikts Nϊm-1 

un V cm
3ϊmol

-1
. ɔs un f(Ůs) 

lielumus ir viegli izteikt, izmantojot standartu un daģas referentǕs vielas. 

Izteiksmi 1.12. ir viegli vienkǕrġot lǭdz 1.14. izteiksmei, Ǻemot vǛrǕ, ka OHstseG
2...D  ir 

standartvielas x mijiedarbǭbas enerǥija ar Ȋdeni, Vst. ir dotǕs vielas parciǕlais mola tilpums 

Ȋdenǭ. ɔm un Ům ir virsmas spraigums un kustǭgǕs fǕzes dielektriskǕ caurlaidǭba. kx  un kst ir 

savienojuma x un standartvielas izmantoġanas koeficienti. Lǭdz ar to modelis ir balstǭts uz to, 

ka izmaiǺas kustǭgajǕ fǕzǛ un virsmas slǕnǭ veicina vielas virsmas spraiguma un dielektriskǕs 

caurlaidǭbas izmaiǺas. 
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a= 16,48(ɔm ï ɔs) un b= 0,8234Ĭʘ(Ům) ï ʘ(Ůs), un parametrs ʩ ietver sevǭ ʬ un pǕrǛjos 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus. No tǕ izriet, ka katru kolonnu kvantitatǭvi var 

raksturot ar trim (a, b un c) dotiem parametriem, kuri nosaka izdalǭġanos un selektivitǕti. 

Lai noteiktu hromatogrǕfiskǕs sistǛmas parametrus izvǛlǛtam kolonnas sorbentam un 

organiskǕ modificǛtaja koncentrǕcijai, ir nepiecieġams veikt references materiǕla sorbcijas 

noteikġanu daģǕdos apstǕkǸos. PrecǭzǕkai parametru noteikġanai vǛlams izmantot vielas ar pǛc 

iespǛjas tǕlǕkǕm ȹGc. un ȹGe.s. vǛrtǭbǕm un polaritǕtǛm. Palielinot salǭdzinǕmo vielu skaitu, 

samazinǕs noteikġanas kǸȊda a, b un c parametriem [7, 24-25, 71-74]. 

1.3. LineǕrǕ ġǵǭdinǕtǕja spǛka (linear solvent strength) modeǸa teorija 

PopulǕrǕkǕs ġǵǭduma sistǛmas, izmantojamǕs AEĠH ir binǕras, Ȋdensïorganiskais 

ġǵǭdums. Liels pǛtǭjumu skaits apliecina, ka darbǕ ar apgrieztǕs fǕzes AEĠH izmaiǺas binǕrajǕ 

ġǵǭdumu sistǛmǕ izraisa analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru izmaiǺas, kuras var aprakstǭt 

ar lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli [21, 75-81]. Modelǭ analizǛjamǕ savienojuma izdalǭġanas 

logaritma koeficients log k ir lineǕri saistǭts ar organiskǕ modificǛtǕja tilpuma daǸu binǕrajǕ 

sistǛmǕ. LineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli apraksta ar 1.15. vienǕdojumu. 

fSkk w-=loglog      (1.15.) 

VienǕdojumǕ izmantotais log kw lielums ir ekstrapolǛta log k vǛrtǭba, kad kustǭgǕs 

fǕzes sastǕvǕ ir 100% Ȋdens (ʬ =0). Lielums S ir konstantes lielums, raksturǭgs konkrǛtai 

hromatogrǕfijas sistǛmai un konkrǛtǕm analizǛjamǕm vielǕm. Lielums ʬ ir organiskǕ 

modificǛtǕja (B) tilpuma daǸa kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ (ʬ =B%/100).  

AnalizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru noteikġanai ir nepiecieġama sistǛmas 

kalibrǛġana, eksperimentǕlo rezultǕtu dati, kuri iegȊti divos praktiskos eksperimentos. 

Neskatoties uz to, izmantojot ġo modeli, var ievǛrojami samazinǕt jaunas metodes izstrǕdes 

laiku [75, 77, 82]. 

Veicot metodes izstrǕdi izokrǕtiskajǕ reģǭmǕ, modeli ir nepiecieġams kalibrǛt divǕs 

daģǕdǕs organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcijǕs. Pamatojoties uz 1.15. vienǕdojumu, lielums 

log kw tiek atvasinǕts, ekstrapolǛjot to no log k vǛrtǭbas attiecǭbas pret organiskǕ 

modificǛtǕja tilpuma daǸu. KalibrǛto lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli var izmantot 
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analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru noteikġanai, izmantojot gan ġo, gan citus organiskos 

modificǛtǕjus [76]. LabǕkai izdalǭġanas parametru prognozǛġanai lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka 

modeli ir nepiecieġams kalibrǛt ar katru organisko modificǛtǕju, kurġ tiek izmantots darbǕ 

[21,75,78, 82-85]. 

LielǕka interese hromatogrǕfijas jomǕ ir saistǭta ar analizǛjamo vielu prognozǛġanas un 

metodes izstrǕdes iespǛjǕm izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ. LineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis 

Ǹauj veikt prognozǛġanu lineǕrǕ izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ. ModeǸa kalibrǛġanu veic, 

izmantojot divus izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ eksperimentǕli iegȊtos datus. ĠajǕ gadǭjumǕ ir 

jǕǺem vǛrǕ organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcijas maiǺu laikǕ ʬb, kura lineǕri tiek 

paaugstinǕta analǭzes laikǕ. OrganiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcijas izmaiǺu var aprakstǭt ar 

1.16. vienǕdojumu. 

`0 tb fff += ,      (1.16.) 

kur ʬ0 ir organiskǕ modificǛtǕja daudzums kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ analǭzes sǕkumǕ, 

t

b

t
d

d

f

f
f=`  ir kustǭgǕs fǕzes sastǕva izmaiǺa laikǕ. LineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli lineǕra 

gradienta apstǕkǸos apraksta 1.17. vienǕdojums [75]. 

`)(log`log 0 tw SSkk fj --= ,     1.17. 

kur (logkw ï S ʬ0) ir atbilstoġs sǕkuma apstǕkǸiem log k0, un faktors Sʬ̀ atbilst 

b/t0. 

Pamatojoties uz eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem no diviem daģǕdiem izdalǭġanas 

gradienta reģǭmu laikiem, tG, var veikt cita izdalǭġanas gradienta reģǭma analizǛjamo vielu 

izdalǭġanas laika tR noteikġanu, kǕ arǭ log kw un S parametrus. Tas ir iespǛjams, pateicoties 

1.18. vienǕdojumam [75]. 

DR ttbk
b

t
t +++ö

÷

õ
æ
ç

å
= 00

0 )13,2log(      1.18.  

VienǕdojumǕ izmantotie lielumi ir t0 - tukġais laiks Ădead timeò, t.i., laiks, kǕdǕ no 

kolonnas izdalǕs kustǭgǕ fǕze vai vielas, kuras dotajos apstǕkǸos nesorbǛjas, k0 ir lieluma k 

izokrǕtiskǕ vǛrtǭba izdalǭġanas gradienta reģǭma sǕkumpunktǕ, tD ir izdalǭġanas gradienta laiks 

Ădelay timeò, t.i., laiks, kǕdǕ hromatogrǕfijas sistǛmǕ notiek pǕreja no izdalǭġanas izokrǕtiskǕ 

reģǭma uz izdalǭġanas gradienta reģǭmu, un b lielums ir gradienta slǭpuma parametrs, kuru var 

raksturot ar 1.19. vienǕdojumu [75,77].  
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Vm ir kolonnas tukġie tilpumi Ădead volumeò, t.i., tilpumi AEĠH iekǕrtǕ, kuri ietekmǛ 

vielu atdalǭġanu (injektora, kapilǕru un detektora ǵivetes tilpumi). ȹʬ ir kustǭgǕs fǕzes 

sastǕva maiǺa, tG ir izdalǭġanas gradienta laiks, F ir plȊsmas Ǖtrums un S ir koeficients, kas 

nosaka savstarpǛjo attiecǭbu starp log k un organiskǕ ġǵǭduma ʬ tilpuma daǸu [75, 77]. 

1.4. Paraugu izvǛle solvǕtu sorbcijas modeǸa prognozǛġanas efektivitǕtes 

izpǛtei 

ZinǕġanas par aminoskǕbju sastǕvu daģǕdos objektos ir pietiekami svarǭgas, lai 

uzsǕktu to pǛtǭġanu un identifikǕciju, novǛrtǛjot to ǭpaġǭbas un kvantitatǭvo saturu. 

AminoskǕbju sastǕva noteikġana ir svarǭga daudzǕs jomǕs, tǕ, piemǛram, peptǭdu sintǛzǛ, 

pǕrtikas produktu un dzǛrienu analǭzǛ, kǕ arǭ medicǭnǕ ï aminoskǕbju sastǕva noteikġanǕ 

bioloǥiskajos materiǕlos. 

AminoskǕbju noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajos materiǕlos ir svarǭga nozǭme metabolo 

slimǭbu diagnostikǕ. TǕ aminoskǕbju paaugstinǕtas vai pazeminǕtas koncentrǕcijas var norǕdǭt 

uz vairǕkǕm iedzimtǕm metabolǕm saslimġanǕm. Metabolisma procesa traucǛjumu rezultǕtǕ 

notiek aminoskǕbju un to atvasinǕjumu uzkrǕġanǕs organismǕ, kas izraisa toksisko vielu 

akumulǕciju. Ġǭ iemesla dǛǸ metabolǕs slimǭbas ir simptomǕtiskas agrǭnǕ vecumǕ un izpauģas 

kǕ psihomotorǕs un intelektuǕlǕs attǭstǭbas atpalicǭba. Var novǛrot arǭ neiroloǥiskǕs 

izpausmes, kas var novest pie straujas dzǭves kvalitǕtes samazinǕġanǕs, lǭdz pat agrǭnai nǕvei 

savlaicǭgi nediagnosticǛtiem pacientiem. Metabolo slimǭbu gadǭjumǕ attiecǭgo aminoskǕbju 

aizvietojoġǕ diǛta var uzlabot pacienta dzǭves kvalitǕti, samazinot vai pat novǛrġot slimǭbus 

izpausmes simptomus [86-88].  

Pietiekoġi daudz darba ir ieguldǭts aminoskǕbju enantiomǛru atdalǭġanai. PǛtǭjumu 

rezultǕtǕ ir zinǕms, ka lielǕkajai brǭvo aminoskǕbju daǸai ir zems UV molǕrǕs absorbcijas 

koeficients. MȊsdienǕs izmantotǕs aminoskǕbju analǭzes metodes pamatojas uz aminoskǕbǛs 

esoġo aminogrupu reakcijǕm, kuru rezultǕtǕ tiek iegȊti UV spektra redzamie vai 

fluorescǛjoġie atvasinǕjumi. PirmajǕ gadǭjumǕ ġos atvasinǕjumus var iegȊt pirms aminoskǕbju 

sadalǭġanas (pirmskolonnas derivatizǕcija), kad derivatizǕcijas procesu veic Ǖrpus 

hromatogrǕfijas sistǛmas. OtrajǕ gadǭjumǕ derivatizǕcijas procesu veic pǛc aminoskǕbju 

atdalǭġanas, tas ir, pirms ievadǭġanas detektorǕ (pǛckolonnas derivatizǕcija), kas notiek 
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hromatogrǕfijas sistǛmas ietvaros. AEĠH metodes aminoskǕbju noteikġanai ir ierobeģotas ar 

derivatizǕcijas reaǥenta un pirms vai pǛckolonnas derivatizǕcijas izvǛli. Lǭdz ġim 

visinteresantǕkie pǛtǭjumi AEĠH aminoskǕbju noteikġanas jomǕ tika veikti, pamatojoties uz 

daģǕdiem derivatizǕcijas reaǥentiem, to izvǛli un optimizǕciju [89,90]. 

FenilizotiocianǕts (FITC; phenylisothiocyanate), tǕpat zinǕms kǕ Edmana reaǥents, 

paġlaik ir visplaġǕk lietotais pirmskolonnas derivatizǕcijas reaǥents aminoskǕbju noteikġanai. 

AminoskǕbes tiek pǕrveidotas par feniltiokarbamila (FTC) atvasinǕjumiem (1.1. attǛls). 

ReakcijǕ piedalǕs gan pirmǛjǕs, gan sekundǕrǕs aminoskǕbes, veidojot FTC atvasinǕjumus, 

kurus var noteikt, izmantojot UV detektoru (240-255 nm) ar detektǛġanas robeģu 5 ï 500 

pmol [91-94].  

N C S + NH2 CHCOOH

R

NH C NH CHCOOH

RS

FITC aminoskǕbe FTC aminoskǕbe
 

1.1. att. FenilizotiocianǕta reakcija pirmǛjǕm aminoskǕbǛm. 

Visas aminoskǕbes veido mono-FTC atvasinǕjumus, izǺǛmumi ir lizǭns un cisteǭns, 

kuri veido bis-FTC formas. IegȊtie atvasinǕjumi ir pietiekoġi stabili, tomǛr nelielas izmaiǺas 

var izraisǭt nepietiekoġi laba pH kontrole, tas ir FTC atvasinǕjumu pǕrveidoġanǕs par FTH 

feniltiohidratǕcijas atvasinǕjumiem. FTC aminoskǕbju atvasinǕjumu iznǕkumu var negatǭvi 

ietekmǛt arǭ daģu divvǛrtǭgo katjonu vai metǕlu klǕtbȊtne. Veicot pǛtǭjumus, tika pierǕdǭts, ka 

amonija acetǕts, nǕtrija acetǕts un nǕtrija hlorǭds neatstǕj nekǕdu ietekmi uz FTC 

atvasinǕjumu noteikġanu [89, 91-99].  

Otrs plaġi izmantojams aminoskǕbju derivatizǕcijas reaǥents ir ninhidrǭns (ninhydrin). 

Tas Ǹauj noteikt gan pirmǛjǕs, gan otrǛjǕs aminoskǕbes. DotǕs reakcijas rezultǕtǕ aminoskǕbju 

atdalǭġanu un noteikġanu ir jǕveic pie diviem viǸǺa garumiem. PirmǛjo aminoskǕbju Ǖtra 

Ruhemana violetǕ (Ruhemann`s violet) kompleksa veidoġanǕs nedod iespǛju ġo metodi 

izmantot pǛckolonnu derivatizǕcijai. Izmantojot ninhidrǭna derivatizǕcijas metodi, var panǕkt 

100 pmol zemu jutǭbu, kas ir diezgan zema salǭdzinǕjumǕ ar citǕm derivatizǕcijas metodǛm, 

tomǛr nodroġina labu analǭģu atkǕrtojamǭbu un pareizǭbu [89,90,99-100].  

NǕkamǕ populǕrǕ aminoskǕbju derivatizǕcijas metode ir oïftaldialdehǭda (OFA; orto-

phthaldialdehyde) derivatizǕcija. TǕ tiek uzskatǭta par ninhidrǭna alternatǭvu pǛckolonnas 

derivatizǕcijas metodǛ, kuras jutǭba ir krietni augstǕka. Ne tik plaġi kǕ pǛckolonnas 

derivatizǕcijas reaǥents, OFA ir zinǕms arǭ kǕ pirmskolonnas derivatizǕcijas reaǥents. 
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Izmantojot OFA kǕ pirmskolonnas derivatizǕcijas reaǥentu, ir jǕnodroġina spǛcǭgo katjonu 

apmaiǺas hromatogrǕfijas metodes izmantoġanu. Galvenais OFA derivatizǕcijas reaǥenta 

trȊkums ir tǕ nespǛja reaǥǛt ar otrǛjǕm aminoskǕbǛm. Ġo problǛmu var atrisinǕt, izmantojot 

oksidǕciju ar hloramǭnuïT vai hipohlorǭtu. Neskatoties uz minǛtajiem trȊkumiem, ġǭ 

pirmskolonnas derivatizǕcijas metode ir diezgan bieģi izmantota aminoskǕbju noteikġanai, jo 

tǕ ir daudz jutǭgǕka un prasa daudz mazǕk laika nekǕ pǕrǛjǕs AEĠH metodes. Oï

ftaldialdehǭda derivatizǕcijas metode ir ieguvusi plaġu pielietojumu klǭniskajǕ sfǛrǕ [89,90, 

101]. 

AminoskǕbju derivatizǕcijai izmanto arǭ fluoreskamǭnu (fluorescamine). To var 

izmantot kǕ ninhidrǭna alternatǭvu pǛckolonnas derivatizǕcijǕ. Lǭdzǭgi kǕ OFA tas nereaǥǛ ar 

otrǛjiem kamǭniem. Neskatoties uz to, fluoreskamǭna derivatizǕciju vǛl joprojǕm izmanto 

peptǭdu un proteǭnu marǵǛġanai. KǕ risinǕjums fluoreskamǭna izmantoġanai reakcijǕ ar 

otrǛjiem amǭniem ir oksidǕcijas aǥentu izmantoġana, piemǛram, hloramǭns-T, hipohlorǭts vai 

Nïhlorosukcinamǭds. [89, 90]. 

MazǕk populǕrie aminoskǕbju derivatizǕcijas reaǥenti ir dansila hlorǭds (DNSïCl; 1ï

dimetilaminaftalenï5ïsulfonil chloride) un dabsila hlorǭds (DABSïCl; 

dimethylaminoazobenzenesulfonyl chloride). Dansila hlorǭds reaǥǛ gan ar pirmǛjiem, gan ar 

otrǛjiem amǭniem, veidojot fluorescǛjoġu atvasinǕjumu. DNSïCl derivatizǕcijas metodes 

galvenie trȊkumi ir blakusproduktu veidoġanǕs derivatizǕcijas reakcijas laikǕ, kǕ arǭ samǛrǕ 

garġ reakcijas laiks. Dabsila hlorǭds stǕjas reakcijǕ gan ar pirmǛjiem, gan ar otrǛjiem amǭniem, 

veidojot derivatizǕcijas produktus ar augstu absorbciju redzamǕ gaismǕ, kas ir ġǭs metodes 

lielǕkǕ priekġrocǭba [89,90, 102].  

9ïFluorenilmetil hlorformǕts (FMOC-Cl; 9ïfluorenylmethyl chloroformate), reaǥǛjot 

ar aminogrupǕm, veido stipri fluorescǛjoġu un stabilu atvasinǕjumu. MinǛtais reaǥents stǕjas 

reakcijǕ ar visǕm aminoskǕbǛm sǕrmainǕ pH vidǛ istabas temperatȊrǕ, veidojot stabilu 

aminoskǕbju atvasinǕjumu [89,90,103]. 

6ïAminokunolil-n-hidroksisukcinimidilkarbamǕts (AKK; 6-Aminoquinolyl-N-

hydroxysuccinimidyl carbamate) reakcijǕ ar aminoskǕbǛm veido stipri fluorescǛjoġu 

atvasinǕjumu. AKK derivatizǕcijas reaǥents stǕjas reakcijǕ gan ar pirmǛjǕm, gan ar otrǛjǕm 

aminoskǕbǛm, veidojot Ǹoti stabilu atvasinǕjumu, lǭdz 48 h. AKK izmanto pirmskolonnas 

derivatizǕcijas reakcijǕ. Ġo aminoskǕbju derivatizǕcijas reaǥentu izmanto gan AEĠH, gan 

ultra efektǭvajǕ ġǵidruma hromatogrǕfijǕ [89,90, 104-105]. 

AminoskǕbju derivatizǕcijai izmantojamo reaǥentu salǭdzinǕjumu var apskatǭt 1.1. 

tabulǕ.  
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1.1. tabula. 

AminoskǕbju noteikġanai izmantoto derivatizǕcijas reaǥentu salǭdzinǕjums 

SalǭdzinǕmie 

parametri  

Pirmskolonnas derivatizǕcija  PǛckolonnas derivatizǕcija 

OFA FITC  
DABS-

Cl 

FMOC-

Cl 
AKK  

 

Ninhidrǭns OFA 

OFA/ 

hloramǭns-

T 

Noteikġanas 

metode 
UV/F UV VIS UV/F F 

 
VIS F F 

DetektǛġanas 

robeģa, pmol 

1000(UV) 

< 1(F) 
5-50 2-10 <1 (F) - 

 
50-100 3-5 10-100 

OtrǛjo amǭnu 

noteikġana 
- + + + + 

 
+ - + 

OFA ï oïftaldialdehǭds; FITC ï fenilizotiocianǕts; DABSïCl ï dabsila hlorǭds; FMOC-Cl ï 9ïFluorenilmetil 

hlorformǕts; AKK ï 6ïAminokunolil-n-hidroksisukcinimidilkarbamǕts; UV ï ultravioletǕ gaisma; F ï 

fluorescǛjoġǕ gaisma; VIS ï redzamǕ gaisma. 

Pirmskolonnas vai pǛckolonnas derivatizǕcijas izvǛli aminoskǕbju noteikġanai nosaka 

vairǕki faktori: 1) nepiecieġamǕ detektǛġanas jutǭba, 2) pieejamais parauga daudzums, 3) 

parauga tips (peptǭdu/proteǭnu izmǛrs, nespecifisku aminoskǕbju klǕtbȊtne paraugǕ), 4) 

parauga matrica, 5) analǭzes Ǖtrums un atkǕrtojamǭba, 6) ekonomiski apsvǛrumi (instrumentu 

un reaǥentu izmaksas). Gan pǛckolonnas derivatizǕcijai, gan pirmskolonnas derivatizǕcijai ir 

gan savas priekġrocǭbas, gan arǭ trȊkumi. PǛckolonnas derivatizǕcijai nav jǕnodroġina 

atvasinǕjumu stabilitǕti, kǕ arǭ pilnǭgu reakcijas pabeigġanu. SistǛma ir automǕtiska un 

neprasa laika ieguldǭjumu paraugu sagatavoġanǕ, lǭdz ar to nav arǭ paraugu zudumu. LielǕkais 

trȊkums ġai metodei ir sareģǥǭtǕka hromatogrǕfijas sistǛma, kǕ arǭ kolonnas ǕtrǕka bojǕġanǕs 

derivatizǕcijas reaǥenta ietekmǛ, kas noved pie pakǕpeniskas detektǛġanas jutǭbas 

samazinǕġanǕs. Pirmskolonnas derivatizǕcijas prasǭba ir atvasinǕjuma stabilitǕte, turklǕt ir 

jǕnodroġina derivatizǕcijas reakcijas pilnǭga norise, lai nerastos zudumi paraugu 

sagatavoġanas laikǕ, toties hromatogrǕfijas sistǛma ir vienkǕrġǕka [89-91, 104-106]. 

1.5. Augstefektǭvas ġǵidrumu hromatogrǕfijas apstǕkǸu izvǛle 

AugstefektǭvǕs ġǵidrumu hromatogrǕfijas analǭģu apstǕkǸu izvǛle ir atkarǭga no 

analizǛjamo vielu raksturǭpaġǭbǕm. KopumǕ pastǕv trǭs galvenǕs ǵǭmisko savienojumu 

ǭpaġǭbas, kuras nosaka izmantojamo AEĠH veidu: 1) polaritǕte, 2) jonu lǕdiǺġ un 3) 
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molekulas izmǛrs. ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvo ġǵidrumu hromatogrǕfiju izmanto, lai 

atdalǭtu organiskos savienojumus ar daģǕdu polaritǕti. Molekulas struktȊru, aktivitǕti un 

fizikǕli ǵǭmiskǕs ǭpaġǭbas nosaka atomu un saiġu izvietojums molekulǕ. MolekulǕ esoġǕs 

funkcionǕlǕs grupas nosaka speciǕlǕs ǭpaġǭbas un iespǛjamǕs pǕrvǛrtǭbas, kuras var notikt ar 

molekulu. Ġǭs funkcionǕlǕs grupas arǭ nosaka, vai molekulai ir polǕras vai nepolǕras ǭpaġǭbas. 

Organisko savienojumu molekulas ir sadalǭtas vairǕkǕs klasǛs atkarǭbǕ no tajǕs esoġajǕm 

funkcionǕlajǕm grupǕm. Izmantojot organisko savienojumu atdalǭġanu, pamatojoties uz to 

polaritǕti, relatǭvo hromatogrǕfijas izdalǭġanas laiku daģǕdiem organiskajiem savienojumiem 

nosaka molekulǕ esoġo funkcionǕlo grupu daba un izvietojums. DaģǕdas molekulu klases un 

to hromatogrǕfijas izdalǭġanas spektrs pǛc molekulas polaritǕtes ir redzams 1.2. attǛlǕ.  

PolǕra 

Molekula

NepolǕra 

Molekula

SǕǸu 

molekulas
Spir ti Ester i

AromǕtiskie 

ogǸȊdeǺraģi
FluorǛtie 

ogǸȊdeǺraģi

SkǕbes Ketoni
HalogǛn

ogǸȊdeǺraģi

AlifǕtiskie 

ogǸȊdeǺraģi

 

1.2.att. HromatogrǕfijas izdalǭġanas spektrs pǛc analǭtu funkcionǕlajǕm grupǕm. 

ApgrieztǕs fǕzes AEĠH izmanto polǕro kustǭgo fǕzi un nepolǕro nekustǭgo fǕzi. 

AnalizǛjamie savienojumi, kuru polaritǕte ir tuva nekustǭgǕs fǕzes polaritǕtei, vairǕk 

piesaistǕs nekustǭgajai fǕzei un ir izdalǭti no kolonnas vǛlǕk, nekǕ analizǛjamie savienojumi, 

kuru polaritǕte ir tuvǕka kustǭgajai fǕzei. TǕdǕ veidǕ, pamatojoties uz analizǛjamo 

savienojumu polaritǕti un tieksmi piesaistǭties kustǭgajai vai nekustǭgajai fǕzei, var mainǭt 

analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas Ǖtrumu. HromatogrǕfijǕ izmantojamo kustǭgo un 

nekustǭgo fǕģu polaritǕtes spektrus var redzǛt 1.3. un 1.4. attǛlos. 

 

PolǕra 

Molekula

NepolǕra 

Molekula

ȉdens Metanols Acetonitr ils HeksǕnsTHF

1.3. att. KustǭgǕs fǕzes hromatogrǕfijas polaritǕtes spektrs. 
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AttǛlǕ ir skaidri redzams, ka Ȋdens pieder pie polǕriem organiskiem ġǵǭdinǕtǕjiem, 

savukǕrt, heksǕns ir vismazǕk polǕrs organiskais ġǵǭdinǕtǕjs. ȉdens piesaistǭs polǕras 

analizǛjamǕs vielas molekulas un virzǭs uz priekġu ǕtrǕk, nekǕ mazǕk polǕras analizǛjamǕs 

vielas molekulas. 

PolǕra 

Molekula

NepolǕra 

Molekula

SilikagǛls CN C4 C18(ODS)C8

1.4.att. NekustǭgǕs fǕzes hromatogrǕfijas polaritǕtes spektrs. 

Veicot augstefektǭvǕs ġǵidrumu hromatogrǕfijas apstǕkǸu izveidi, hromatogrǕfijas 

speciǕlistam ir jǕizvǛlas labǕku kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes kombinǕciju ar pretǛjǕm 

polaritǕtǛm [7, 8, 107-118]. 

1.5.1. KustǭgǕs fǕzes izvǛle 

ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕ ġǵidrumu hromatogrǕfijǕ kǕ kustǭgo fǕzi izmanto 

ġǵǭdinǕtǕjus, kuri ir individuǕli savienojumi vai arǭ to maisǭjumus. Kustǭgajai fǕzei ir izvirzǭtas 

noteiktas prasǭbas: 1) tǕ spǛj ġǵǭdinǕt daģǕdas vielas, veidojot ar tǕm viendabǭgas sistǛmas; 2) 

tai jǕpiemǭt labai ġǵǭdǭbas spǛjai, jǕbȊt ǵǭmiski inertai attiecǭbǕ pret ġǵǭdinǕmo vielu un 

aparatȊru; 3) kustǭgajai fǕzei ir jǕbȊt samǛrǕ droġai un lǛtai [107-109]. 

ĠǵǭdinǕtǕjus, ko izmanto kustǭgǕs fǕzes sagatavoġanai, var iedalǭt organiskajos un 

neorganiskajos. Tie atġǵiras pǛc polaritǕtes, kǕ arǭ pǛc to sastǕvǕ ietilpstoġo savienojumu 

savstarpǛjǕs mijiedarbǭbas. Neorganiskie ġǵǭdinǕtǕji ir izplatǭtǕki, tǕ viens no plaġǕk 

lietotajiem un universǕlǕkajiem ġǵǭdinǕtǕjiem ir Ȋdens. ȉdenim piemǭt Ǹoti stipras ȊdeǺraģa 

saites, lǭdz ar to tas nav lǭdzǭgs saviem analogiem. ȉdens molekulu mijiedarbǭbas dǛǸ tam ir 

visaugstǕkǕ virġanas temperatȊra. ȉdenǭ ġǵǭst sǕǸi, skǕbes un citi polǕri savienojumi. Pie 

neorganiskajiem ġǵǭdinǕtǕjiem pieder amonjaks, kǕ arǭ fosforu un sǛru saturoġie ġǵǭdinǕtǕji. 

Organiskajiem ġǵǭdinǕtǕjiem ir liela nozǭme mȊsdienu rȊpniecǭbǕ. Tos var iedalǭt 

daģǕdǕs grupǕs atkarǭbǕ no to raksturlielumiem: virġanas temperatȊras, iztvaicǛġanas Ǖtruma, 

polaritǕtes. 

Organiskos ġǵǭdinǕtǕjus plaġi lieto AEĠH, tos klasificǛ pǛc polaritǕtes indeksiem, 

viskozitǕtes un virġanas temperatȊras. ĠǵǭdinǕtǕju polaritǕtes indekss (P`) ir atkarǭgs no 

ġǵǭdinǕtǕja molekulu kvantu mehǕniskajǕm ǭpaġǭbǕm. JǕzina, vai ġǵǭdinǕtǕja molekulas veido 
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ȊdeǺraģa saites, kǕ notiek vielas molekulas mijiedarbǭba ar ġǵǭdinǕtǕja molekulǕm, vai vielas 

molekulǕ ir nedalǭti elektronu pǕri. 

PolǕrǕs vielas ġǵǭst polǕrajos ġǵǭdinǕtǕjos un otrǕdi ï nepolǕrajǕ ġǵǭdinǕtǕjǕ ġǵǭst 

nepolǕrǕs vielas. PolaritǕtes indeksi parǕda, cik ġǵǭdinǕtǕjs ir polǕrs attiecǭbǕ pret citu 

ġǵǭdinǕtǕju. KopumǕ polǕrie ġǵǭdinǕtǕji mǛdz bȊt elektronu donori, elektronu akceptori vai ar 

divǛjǕdǕm ǭpaġǭbǕm [109]. AEĠH plaġǕk izmantoto organisko ġǵǭdinǕtǕju polaritǕtes ǭpaġǭbas 

ir atspoguǸotas 1.2. tabulǕ. 

1.2. tabula. 

Metanola un acetonitrila polaritǕtes ǭpaġǭbu salǭdzinǕjums 

SalǭdzinǕmie raksturlielumi MeOH ACN 

P x̀e (protona-akceptora miiedarbǭba) 2,448 1,798 

P x̀m (dipola-dipola mijiedarbǭba) 1,581 2,436 

P x̀d (protona-donora mijiedarbǭba) 1,122 1,566 

P  ̀(polaritǕtes indekss) 5,1 5,8 

AEĠH ġǵǭdinǕtǕjiem jǕbȊt ar mazu viskozitǕti un mazgaistoġiem. Lietojot ġǵǭdinǕtǕjus 

ar lielu viskozitǕti, tiek pǕrslogota hromatogrǕfiskǕ sistǛma, izmantojot augstu spiedienu. Lai 

samazinǕtu spiedienu, jǕpaaugstina kolonnas temperatȊra. Lietojot gaistoġus ġǵǭdinǕtǕjus, 

pastǕv iespǛja sistǛmǕ veidoties burbuǸiem, jo sȊkǺa darbǭbas rezultǕtǕ ġǵǭdinǕtǕjs var 

iztvaikot, veidojot gǕzes burbuǸus. ĠǵǭdinǕtǕjiem jǕbȊt pietiekami tǭriem, lai hromatogrammǕ 

nebȊtu lieko joslu. Izmantojot UV detektorus, ġǵǭdinǕtǕjiem jǕbȊt minimǕlai absorbcijai 

izvǛlǛtajǕ viǸǺu garumu diapazonǕ [109, 111]. 

1.5.2. NekustǭgǕs fǕzes izvǛle 

ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕ ġǵidrumu hromatogrǕfijǕ analǭtiskiem nolȊkiem kǕ 

nekustǭgo fǕzi visbieģǕk izmanto kolonnas ar iekġǛjo diametru no 2 lǭdz 5 mm. Kolonnas 

parasti ir 5, 10, 15, 25 vai 30 cm garas. PlaġǕk lietotie sorbenta daǸiǺu diametri ir no 3 lǭdz 5 

Õm. Kolonnas pildǭjumam izvǛlas daģǕdas vielas atkarǭbǕ no lietoġanas nolȊka. VisplaġǕk 

izmanto silikagǛlu un tǕ modificǛtǕs formas, rezultǕtǕ iegȊstot silikagǛlu ar daģǕdǕm fizikǕli 

ǵǭmiskǕm ǭpaġǭbǕm. SilikagǛla sorbenta priekġrocǭba ir augsta stabilitǕte plaġǕ pH diapazonǕ. 

Viens no plaġǕk lietotiem sorbentiem apgrieztǕs fǕzes AEĠH ir silikagǛls ar 

pievienotǕm alkilǵǛdǛm, oktadecil (C18) un oktil (C8) grupǕm. TǕpat var izmantot silikagǛlu 

ar pievienotǕm butil- (C4), ciano (CN) un amino (NH2) grupǕm. Ġobrǭd liela daǸa komerciǕli 
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nopǛrkamo kolonnu ir ar aizsargǕtǕm Ăend-cappedò silanol (ïSiïOH) grupǕm. Kolonnu 

silanolgrupas aizsardzǭbas mehǕnisms ir attǛlots 1.5. attǛlǕ. Tas palǭdz pasargǕt nekustǭgo fǕzi 

no nevǛlamǕm blakus reakcijǕm ar analizǛjamo paraugu vai tǕ sastǕvdaǸǕm ar bǕziskajǕm 

ǭpaġǭbǕm, kǕ arǭ kontrolǛt mijiedarbǭbu starp nekustǭgo fǕzi, kustǭgo fǕzi un analizǛjamo 

paraugu, kas nodroġina labǕku selektivitǕti un analǭtu atdalǭġanu. 

a

 

1.5. att. NekustǭgǕs fǕzes silanol (ïSiïOH) grupas aizsardzǭbas Ăend-cappedò 

mehǕnisms [112]. 

JǕpiemin, ka veicot silanolgrupas aizsardzǭbu, tǕ nenotiek ar visǕm silanolgrupǕm. 

GadǭjumǕ, ja visas silanolgrupas bȊtu pilnǭbǕ aizsargǕtas, tas samazinǕtu kolonnas stabilitǕti. 

SkǕbǕs kustǭgǕs fǕzes apstǕkǸos (pH<2), pievienotǕs aizsardzǭbas procesǕ grupas sǕktu 

atdalǭties. Kolonnas stabilitǕti skǕbos apstǕkǸos palǭdz saglabǕt arǭ alkilgrupas garums. TǕ 

nekustǭgǕs fǕzes, saturoġas C8 un C18, ir stabilas apstǕkǸos, kuri var sagraut aizsargǕtas 

grupas. GadǭjumǕ, ja kolonna ir Ăend-cappingò, C8 un C18 grupas ir aizsargǕtas no hidrolǭzes. 

SavukǕrt, aizsargǕtǕs grupas samazina neaizsargǕto silanolgrupu reaǥǛtspǛju. TǕ rezultǕtǕ ġǭs 

nekustǭgǕs fǕzes atrada plaġu pielietojamǭbu bioǵǭmijas, farmakoloǥijas, bioloǥijas un 

medicǭnas jomǕs [113]. 

Veicot jaunas apgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕs ġǵidrumu hromatogrǕfijas metodes 

izstrǕdi, ir jǕizvǛlas kustǭgo un nekustǭgo fǕzi. IzvǛloties nekustǭgo fǕzi, ir jǕzina analizǛjamo 

vielu ǭpaġǭbas. Viens no galvenajiem kritǛrijiem ir vielas polaritǕte, jo tǕ nosaka analizǛjamǕs 

vielas ġǵǭdǭbu daģǕdos ġǵǭdinǕtǕjos. Otrs galvenais parametrs, ko jǕǺem verǕ, ir sorbenta spǛja 

mainǭt savas ǭpaġǭbas atkarǭbǕ no kustǭgǕs fǕzes sastǕva. VeiksmǭgǕkai nekustǭgǕs fǕzes 

izvǛlei hromatogrǕfijas speciǕlisti piedǕvǕ izmantot shǛmu, kas atspoguǸota 1.3. attǛlǕ [114]. 
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1.6. att. ApgrieztǕs fǕzes augstefektǭvǕs ġǵidrumu hromatogrǕfijas nekustǭgǕs fǕzes 

izvǛles shǛma [111]. 

MazpʦlǕrie ʦrganiskie savienojumi, tǕdi kǕ ʦgǸȊdeǺraģi, tʦ halʦgǛnatvasinǕjumi un 

skǕbekli saturʦġie savienojumi ar lieliem alifǕtiskiem radikǕǸiem, labǕk ġǵǭst heksǕnǕ. Vielas, 

kas pieder pie ġǭm grupǕm, netiek sadalǭtas uz silikagǛla, tǕm ir vajadzǭgas mazpʦlǕras 

kustǭgǕs fǕzes, jo silikagǛls ar ġǕdiem ġǵǭdinǕtǕjiem ilgi stabilizǛjas. TǕda tipa sorbǕtiem ir 

rekʦmendǛjama apgrieztǕs fǕzes hromatogrǕfija. KǕ kustǭgo fǕzi labǕk izmantot ġǵǭdumus, 

kuri satur no 0 lǭdz 30% acetʦnitrila vai metanʦla ġǵǭduma Ȋdenǭ. 

Organiskie savienʦjumi ar vidǛju pʦlaritǕti labi ġǵǭst esterʦs, spirtos un hlʦrʦformǕ. Ġʦ 

vielu sastǕvǕ ir funkciʦnǕlǕs grupas, kuras spǛj mijiedarbʦties ar silanʦla grupǕm silikagǛlǕ un 

ar pʦlǕrǕm funkciʦnǕlajǕm grupǕm ǵǭmiski mʦdificǛtǕ silikagǛlǕ. KustǭgǕ fǕze tǕda tipa 

sʦrbentiem ir rekʦmendǛjama ar 2 ï 50% pʦlǕro ʦrganiska ġǵǭdinǕtǕja maisǭjumu ar 

mazpʦlǕro ġǵǭdinǕtǕju. 

Daudzi pʦlǕrie ʦrganiskie ġǵǭdinǕtǕji ġǵǭst Ȋdenǭ, tǕpǛc tʦs izmanto apgrieztǕs fǕzes 

hrʦmatogrǕfijǕ. KustǭgǕ fǕze satur 0 ï 50% ʦrganiskǕ ġǵǭdinǕtǕja (metanʦls, acetʦnitrils) 

Ȋdenǭ. ApgrieztǕs fǕzes hrʦmatogrǕfijǕ vielas izdalǕs no kʦlʦnnas pʦlaritǕtes samazinǕġanǕs 

secǭbǕ. Ja sorbǕtus jʦnizǛ Ȋdens ġǵǭdumʦs, lai uzlabʦtu hromatogrammas smailes formu un 

parauga 

ġǵǭdǭba 

polǕrais organiskais 

ġǵǭdinǕtǕjs 

heksǕns 
Ȋdens 

nejonogǛns 

sorbǕts jonogǛns 

sorbǕts 

-CN silikagǛls -NH2 -C8 -fenil -C18 -NH2 
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rezultǕtu atkǕrtʦjamǭbu, tad kustǭgajai fǕzei pievienʦ sǕǸus, skǕbes un buferġǵǭdumus, lai 

uzturǛtu pH vǛrtǭbu [114-118]. 
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2. EKSPERIMENTǔLǔ DAǷA 

2.1. DarbǕ izmantotǕ aparatȊra un programmnodroġinǕjums 

Augsti efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfijas iekǕrta Waters 2695 (Waters, ASV) komplektǕ 

ar Waters 2487 UV detektoru, termostatu kolonnas temperatȊras kontrolei un automǕtisku 

paraugu ievadǭġanas iekǕrtu, kura nodroġinǕta ar temperatȊras regulǛġanas sistǛmu. DarbǕ 

izmantotie augsti efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfa (AEĠH) pamata darba reģǭmi ir apkopoti 

2.1. tabulǕ. 

2.1. tabula 

Augsti efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfa Waters 2695 darba reģǭms 

Raksturlielumi  Parametri 

Kolonnas termostata temperatȊra 46 ÜC 

Ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL 

KustǭgǕs fǕzes plȊsmas Ǖtrums 1 mLϊmin
-1

 

AutomǕtiskǕs paraugu ievadǭġanas iekǕrtas 

temperatȊra 

6 ÜC 

Detektora viǸǺa garums 254 nm 

Paraugu sagatavoġanas darba stacija PicoĿTag (Waters, ASV). Nodroġina paraugu 

koncentrǛġanu ï ģǕvǛġanu istabas temperatȊrǕ vakuumǕ. Darba reģǭms no 0 lǭdz 101 325 Pa. 

Analǭtiskie svari BOECO (BOECO, VǕcija), maksimǕlǕ vǛrtǭba 120g, dÑ0,1mg. 

pH metrs ï milivoltmetrs OAKTON (Oakton Instruments, Vernon Hills, IL ASV) pH 

diapazons no 1 lǭdz 14, iedaǸas vǛrtǭba 0,01 pH vienǭba. 

MikrocentrifȊga Sigma 1-14 (Sigma, VǕcija), 14800 max apgr.ϊmin-1. 

AutomǕtiskǕs mikropipetes FINNPIPETTE (Thermo Fisher Scientific, Inc., ASV), darba 

diapazoni no 20 lǭdz 100 ɛL, no 30 lǭdz 300 ɛL, no 100 lǭdz 1000 ɛL, no 1 mL lǭdz 5 mL. 

ȉdens destilǕcijas iekǕrta Direct-Q Ȋdens Millipore sistǛmas (Millipore, VǕcija), 18,2 

Mɋcm  

Visa darbǕ izmantotǕ aparatȊra bija verificǛta un kalibrǛta. 

Proteǭnu saistoġs filtrs. Amicon Ultra 0.5 (Millipore, VǕcija), ar nominǕlu molekulas masas 

ierobeģojumu 3000 gϊmol
-1
, tilpums 0,5 mL. 
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Proteǭnu saistoġs, hidrofǭls sǭkporu membrǕnfiltrs Millex -LH (Millipore, VǕcija), poru 

izmǛrs 0,45 Õm, filtra garums 4 mm, filtra tilpums 0,1 mL. 

ProgrammnodroġinǕjums Empower 2 (Waters, ASV) eksperimentu rezultǕtu apstrǕdei un 

analǭzei.  

ProgrammnodroġinǕjums ChromSword simulǕcijas datora programmnodroġinǕjums, versija 

4.8.3.2010 (ChromSword, VǕcija), izmantots analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas parametru 

prognozǛġanai, rezultǕtu analǭzei un apstrǕdei. 

ApgrieztǕs fǕzes augsti efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfijas kolonnas. SolvǕtu sorbcijas 

modeǸa prognozǛġanas iespǛju izpǛti polǕro savienojumu grupai veica ar daģǕdǕm apgrieztǕs 

fǕzes kolonnǕm. PǛtǭjumǕ izmantotǕs apgrieztǕs fǕzes AEĠH kolonnas ir apkopotas 2.2. 

tabulǕ. 
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2.2. tabula 

ApgrieztǕs fǕzes AEĠH kolonnas, izmantotas solvǕtu sorbcijas modeǸa izpǛtei 

Kolonna 
NekustǭgǕ 

fǕze 

IekġǛjais 

diametrs, 

mm 

Garums, 

mm 

DaǸiǺu 

izmǛrs, 

ɛm 

Poru 

diametrs, 

Ȕ 

RaģotǕjs 

Pico Tag 

C18 
Silica/C18 3,9 300 4 60 Waters, ASV 

SunFire 

C18 
Silica/C18 4,6 250 5 100 Waters, ASV 

Zorbax CN Silica/CN 4,6 250 5 60 

Agilent 

Technologies, 

ASV 

Zorbax SB-

C8 
Silica/C8 4,6 150 5 80 

Agilent 

Technologies, 

ASV 

Nucleosil 

100 C8 
Silica/C8 4,6 250 5 100 

MACHEREY-

NAGEL GmbH 

& Co, VǕcija 

Alltima C8 Silica/C8 4,6 250 5 100 GRACE, ASV 

YMC-Pack 

C4 
Silica/C4 4,6 150 5 300 YMC, ASV 

Mixed 

Mode RP-

C18/Cation 

Polymer/C18/

Cation 
4,6 250 5 100 GRACE, ASV 

Mixed 

Mode RP-

C8/Cation 

Polymer 

/C8/Cation 
4,6 250 5 100 GRACE, ASV 

Neskatoties uz to, ka pǛtǭjumǕ izmantotas kolonnas ar vienǕdǕm nekustǭgajǕm fǕzǛm, 

kolonnu fizikǕli ǵǭmiskǕs ǭpaġǭbas ir atġǵirǭgas. ApgrieztajǕ fǕzǛ izmantojamǕ kolonna 

SunFire C18 atġǵirǭbǕ no Pico Tag C18 kolonnas ïSiïOH (silanol) grupas ir aizsargǕtas Ăend-

cappedò no nevǛlamǕm blakus reakcijǕm ar analizǛjamo paraugu vai tǕ sastǕvdaǸǕm ar 

bǕziskajǕm ǭpaġǭbǕm. 



38 

 

Izmantojot kolonnas ar labi aizsargǕtǕm silanolgrupǕm, var kontrolǛt mijiedarbǭbu 

starp nekustǭgo fǕzi, kustǭgo fǕzi un analizǛjamo paraugu, kas nodroġina labǕku selektivitǕti 

un analǭtu atdalǭġanu [117, 118]. MȊsdienǕs raģotǕji arvien bieģǕk sǕk raģot kolonnas ar 

aizsargǕtǕm silanolgrupǕm.  

Veicot oktilgrupu saturoġu kolonnu salǭdzinǕjumu, tika izmantotas divas kolonnas ar 

neaizsargǕtu silanolgrupu Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100 C8 un viena kolonna ar aizsargǕtu 

silanolgrupu Alltima C8. Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100 C8 kolonnǕm ir daģǕds poru 

diametrs, kǕ arǭ oglekǸa pildǭjums Ăcarbon loadò. TǕ Zorbax SB-C8 kolonnai oglekǸa 

pildǭjums ir 5,5%, bet Nucleosil 100 C8 kolonnai oglekǸa pildǭjums ir 8,5%. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa izpǛtei izmantotas arǭ kolonnas, kuras plaġǕk pielieto 

normǕlajǕ fǕzǛ, tǕdas kǕ ciano- un butilsaturoġas grupas. 

2.2. DarbǕ izmantotie reaǥenti un materiǕli 

L-Ŭ-AminosviestskǕbe, Sigma Aldrich,, Lot 126H2622, CAS 1492-24-6; 

L-Ŭ-AminoadipǭnskǕbe, Sigma Aldrich, Lot 124H5801, CAS 1118-90-7; 

DL-Alanǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 104H0260, CAS 302-72-7; 

DL-Arginǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 30H0274, CAS 32042-43-6; 

DL-Asparagǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 84H0553, CAS 3130-87-8; 

DL-AsparagǭnskǕbe, 99%, Sigma Aldrich, Lot 100H0412, CAS 617-45-8; 

ɓ-AminoizosviestskǕbe, 98%, Sigma Aldrich, Lot S18926-034, CAS 62-57-7; 

DL-Citrulǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 38F1124, CAS 627-77-0; 

ɔ-AminosviestskǕbe, 99%, Sigma Aldrich, Lot 083K0020, CAS 56-12-2; 

L-Glutamǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 116H0038, CAS 56-85-9; 

DL-GlutamǭnskǕbe, 98%, Sigma Aldrich, Lot 52H0297, CAS 19285-83-7; 

Glicǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 84H0543, CAS 56-40-6; 

DL-Histidǭns, 99% Sigma Aldrich, Lot 82H0415, CAS 123333-71-1; 

DL-Izoleicǭns, 98%, Sigma Aldrich,Lot 73H02921, CAS 443-79-8; 

DL-Leicǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 94H2511, CAS 328-39-2; 

DL-Metionǭns,99%, Sigma Aldrich,, Lot 24H0465, CAS 820-10-0; 

DL-Ornitǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 82H0286, CAS 1069-31-4; 

DL-Fenilalanǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 93H0252, CAS 150-30-1; 

DL-Prolǭns, 99%, Sigma Aldrich, Lot 83H0019, CAS 609-36-9; 

DL-Serǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 102H0341, CAS 302-84-1; 
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Taurǭns, 99% Lot 55H0286, CAS 107-35-7; 

DL-Treonǭns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 104H0094, CAS 80-68-2; 

DL-TriptofǕns, 98%, Sigma Aldrich, Lot 21H0731, CAS 54-12-6; 

DL-Tirozǭns, 98% Sigma Aldrich, Lot 24H0862, CAS 556-03-6; 

DL-Valǭns, 98% Sigma Aldrich, Lot 24H3303, CAS 516-06-3; 

NǕtrija acetǕta trihidrǕts, analǭtiski tǭrs, Penta, CAS 6131-90-4; 

6M SǕlsskǕbe, fiksanǕls, Penta, CAS 7647-01-0; 

DL-Metionǭnsulfons, Sigma Aldrich, Lot 069H2506, CAS 820-10-0; 

EtiǵskǕbe, ledus, Penta, CAS 64-19-7; 

Trietilamǭns, Ó99,7%, Fluka, CAS 121-44-8; 

FenilizotiocianǕts, Ó 99%, GC tǭrǭbas pakǕpe, Sigma Aldrich, CAS 103-72-0; 

Acetonitrils, AEĠH tǭrǭbas pakǕpe, LabScan, CAS 75-05-8; 

Metanols, AEĠH tǭrǭbas pakǕpe, LabScan, CAS 67-56-1; 

Control Amino Acids, lyophilized human serum, MCA Laboratory. 

2.3. Darba ġǵǭdumu sagatavoġana 

2.3.1. AminoskǕbju maisǭjums 

KǕ pǛtǭjuma objekts ġajǕ darbǕ ir izmantots laboratorijǕ sagatavots aminoskǕbju 

maisǭjums, izġǵǭdinǕts 0,1 M HCl ġǵǭdumǕ. AminoskǕbju maisǭjums sastǕv no 25 komerciǕli 

pieejamajiem aminoskǕbju standartiem ar tǭrǭbas pakǕpi ne mazǕku kǕ 98%. DarbǕ 

izmantojamo aminoskǕbju saraksts un saǭsinǕjumi atbilstoġi IUPAC nomenklatȊrai ir 

atspoguǸoti 2.3. tabulǕ [119]. Aptuvena katras atseviġǵas aminoskǕbes koncentrǕcija ir 2 

ɛmolϊmL
-1
. Tas nodroġina pietiekamu FITC atvasinǕtu aminoskǕbju joslu augstumu, kuras ir 

noteiktas ar UV detektoru. PǛtǭjumǕ izmantojot vienǕdas koncentrǕcijas analǭtus, ir izslǛgts 

joslu pǕrklǕġanas tracǛjoġais faktors, kas varǛtu rasties izmantojot aminoskǕbju maisǭjumu ar 

daģǕdu analǭtu koncentrǕcijǕm. Sagatavotais aminoskǕbju maisǭjums ir izmantots visos darbǕ 

veiktajos eksperimentos. LabǕkai parauga stabilitǕtes saglabǕġanai tas tika sadalǭts mazǕkǕs 

daǸǕs un sasaldǛts (-18 õ -25ÜC). Katram eksperimentam izmantoja atkausǛtu aminoskǕbju 

maisǭjuma daǸu, kura netika sasaldǛta un izmantota atkǕrtoti. 
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2.3. tabula 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

1. 

Ŭ-AminosviestskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Aab 

O

OH

SCNH

NH

 

2. 

Ŭ-AminoadipǭnskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Aad 

OH

NH

S

CNH

O

O

OH

 

3. 
Alanǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Ala 

S

NH

CNH

OH

O

 

4. 

Arginǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Arg 
S

NH

C

NH
2

NH

O

OHNHNH

 

5. 

Asparagǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Asn 

NH

C S

O

O

NH
2

NH

OH
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2.3. tabula (turpinǕjums) 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

6. 

AsparagǭnskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Asp 

OH

O

O

OH

O

NH

CNH

 

7. 

ɓ-AminoizosviestskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

ɓAib 

S

NH

C

O

OHNH

 

8. 

Citrulǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Cit 
NH

SCNH

OH

O

 

9. 

ɔ-AminosviestskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

ɔAba 

S

NH

C O

OH

NH
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 2.3. tabula (turpinǕjums) 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

10. 

Glutamǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Gln 
S

NH

C

NH
2

NH

O

O

OH

 

11. 

GlutamǭnskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Glu 

O

OH

NH

SC

OH

NH

O

 

12. 
Glicǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Gly 

S

NH

C

O

NH

OH

 

13. 

Histidǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

His 
S

NH

C

O

NH

OH
N

NH
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2.3. tabula (turpinǕjums) 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

14. 

Izoleicǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Ile O NH

SNH

OH

C

 

15. 
Leicǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Leu 

C

O

S

NH

OH

NH

 

16. 

Metionǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Met 
C

S

S

NH

NH

OH

O

 

17. 
Ornitǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Orn 

S

NH

C

S

NH

C

NH

O

OHNH
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2.3. tabula (turpinǕjums) 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

18. 

Fenilalanǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Phe 
S

NH

C

O

OH

NH

 

19. 
Prolǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Pro 

CNH S O

OH

N

 

20. 
Serǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Ser 

O NH

SCNH

OH

OH

 

21. 
Taurǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Tau 

S

NH

CNH

SO
3
H

 

22. 

Treonǭna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Thr 

C S

NH

NH

OH

OH

O
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2.3. tabula (turpinǕjums) 

PǛtǭjumǕ izmantotǕs aminoskǕbes un to saǭsinǕjumi 

Nr.

p.k. 

AminoskǕbes 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

SaǭsinǕjumi 
FITC atvasinǕtu aminoskǕbju 

struktȊrformula 

23. 

TriptofǕna 

fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 

Trp 

OH

S

NH

C

O

NH

NH

 

24. 
Tirozǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Tyr S

NH

C

O

OH

OH

NH

 

25. 
Valǭna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjums 
Val 

C S

NH

NH

O

OH

 

2.3.2. Hidrolǭzes ġǵǭdums 

Hidrolǭzes ġǵǭdumu gatavo, sajaucot metanolu, 1M nǕtrija acetǕtu un TEA attiecǭbǕ 

2:1:1. Sagatavoto hidrolǭzes ġǵǭdumu var uzglabǕt ledusskapǭ (+2 õ +8 ÜC) ne ilgǕk par 

mǛnesi. 
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2.3.3. DerivatizǕcijas ġǵǭdums 

DerivatizǕcijas ġǵǭdumu gatavo, sajaucot metanolu, trietilamǭnu, Ȋdeni un 

fenilizotiocianǕta reaǥentus attiecǭbǕ 7:1:1:1. DerivatizǕcijas reaǥentu izmanto ne vǛlǕk kǕ 1 

stundas laikǕ no sagatavoġanas brǭģa. 

2.3.4. KustǭgǕs fǕzes AEĠH 

Katrs kustǭgǕs fǕzes maisǭjums sagatavots atseviġǵi. PirmǕ kustǭgǕ fǕze sagatavota 

sekojoġi: 19,0 g nǕtrija acetǕta trihidrǕtu izġǵǭdina 1 L MilliïQ Ȋdenǭ, pievieno 0,5 mL TEA, 

samaisa un titrǛ ar ledus etiǵskǕbi lǭdz pH 6,4. Ġǵǭdumu filtrǛ caur 0,45 ɛm filtru. 940 mL 

iegȊtam ġǵǭdumam pievieno 60 mL organisko modificǛtǕju (metanols vai acetonitrils). OtrǕ 

kustǭgǕ fǕze gatavota, sajaucot organisko modificǛtǕju (metanols vai acetonitrils) ar Ȋdeni 

attiecǭbǕ 3:2. Otro kustǭgo fǕzi degazǛ. Katrai eksperimentu sǛrijai sagatavo svaigu kustǭgo 

fǕzi. 

2.4. AminoskǕbju paraugu sagatavoġana 

PǛtǭjumǕ aminoskǕbju paraugu sagatavoġanai ir izvǛlǛta aminoskǕbju derivatizǕcija ar 

fenilizotiocianǕtu. Ġǭs paraugu sagatavoġanas metodes priekġrocǭba ir iespǛja strǕdǕt ar 

vienkǕrġǕku hromatogrǕfijas sistǛmu, jo izmanto pirmskolonnas derivatizǕciju, kǕ arǭ 

sagatavotais paraugs ir stabils 48 stundas, uzglabǕjot +5 ÜC õ +8 ÜC [94, 97-98].  

Shematisku paraugu sagatavoġanas procedȊru var redzǛt 2.1. attǛlǕ. MǛǥenǛ pievieno 

50 ɛL aminoskǕbju maisǭjumu (2.3.1.), tǕlǕk mǛǥeni ievieto reakcijas traukǕ, kuru savieno ar 

PicoTag darba staciju. Paraugus ģǕvǛ istabas temperatȊrǕ, lǭdz vakuums sasniedz 9 Pa. 

MǛǥenǛ pievieno 20 ɛL hidrolǭzes ġǵǭdumu (2.3.2) un atkǕrtoti ģǕvǛ PicoTag darba stacijǕ, 

lǭdz vakuums sasniedz 9 Pa. Paraugiem pievieno 20  ɛL svaigi sagatavotu derivatizǕcijas 

ġǵǭdumu (2.3.3.), paraugus samaisa un derivatizǛ 20 min noslǛgtǕ reakcijas traukǕ istabas 

temperatȊrǕ. Reakcijas trauku savieno ar darba staciju un paraugus ģǕvǛ lǭdz 9 Pa. 

DerivatizǛtus paraugus izġǵǭdina 100  ɛL pirmajǕ AEĠH buferġǵǭdumǕ (2.3.4.), centrifugǛ 

caur 0,45 ɛm membrǕnfiltru un ievieto automǕtiskajǕ paraugu ievadǭġanas iekǕrtǕ. Paraugu 

izdalǭġanos no hromatogrǕfijas sistǛmas detektǛ pie 254 nm. 
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Analǭts

BrǭvǕs aminoskǕbes

Hidrolǭze

DerivatizǕcija

ĢǕvǛġana

AEĠH analǭze

AminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumi

 

2.1. att. Shematiskais attǛlojums aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu 

sagatavoġanai. 

DarbǕ izmantojamǕs FITC atvasinǕtu aminoskǕbju struktȊrformulas un nosaukumu 

saǭsinǕjumi saskaǺǕ ar IUPAC nomenklatȊru ir redzami 2.3. tabulǕ. 
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3. REZULTǔTI UN TO IZVǚRTǚJUMS 

Promocijas darbǕ pǛtǭtas solvǕtu sorbcijas modeǸa vielu prognozǛġanas iespǛjas. KǕ 

pǛtǭjuma objekts izvǛlǛts 25 aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu maisǭjums. SolvǕtu 

sorbcijas modelis izpǛtǭts, izmantojot daģǕdas apgrieztǕs fǕzes augsti efektǭvǕs ġǵidruma 

hromatogrǕfijas nekustǭgǕs fǕzes un divus plaġǕk lietotus organiskos modificǛtǕjus ï metanolu 

un acetonitrilu. 

Vielu sorbcijas noteikġanai solvǕtu sorbcijas modelis balstǕs uz trim parametriem: 1) 

analizǛjamo vielu struktȊrformulǕm, kuras apraksta ar sorbǕta parciǕlo mola tilpumu V 

(cm
3ϊmol

-1
) un sorbǕta mijiedarbǭbas enerǥiju ar Ȋdeni ȹGw (kJϊmol

-1
), 2) kustǭgǕs fǕzes 

raksturlielumiem un 3) nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumiem. KustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes 

raksturlielumus apraksta ar a, b un c parametriem. VienkǕrġota matemǕtiskǕ sakarǭba, kura 

apraksta modeli, ir redzama 3.1. vienǕdojumǕ [24,25,74]. 

cGbVak w +D+= )()(ln 3
2

     (3.1.) 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa veiksmǭgai lietoġanai ir nepiecieġams zinǕt sorbǕta tilpuma 

parametrus un iedarbǭbas enerǥiju ar Ȋdeni. Ġo parametru noteikġanai ir nepiecieġams veikt 

kolonnas sorbcijas spǛjas kvantitatǭvu raksturoġanu. Kolonnas sorbcijas raksturoġanai izmanto 

a, b un c koeficientus, kurus nosaka apgrieztǕs fǕzes sorbents un izmantotǕ kustǭgǕ fǕze. 

Koeficientu a var definǛt kǕ sorbenta izmǛra selektivitǕti (molϊcm
-2
). Tas nosaka kolonnas 

spǛju noteiktos apstǕkǸos atdalǭt savienojumus ar vienǕdu polaritǕti, bet daģǕdiem virsmas 

laukumiem. Parametrs b nosaka kolonnas polaritǕtes selektivitǕti (molϊkJ
-1
), spǛju noteiktos 

apstǕkǸos atdalǭt vienǕda izmǛra sorbǕtus ar atġǵirǭgu polaritǕti. Parametrs c ir kolonnas 

konstante noteiktos apstǕkǸos, kuru nosaka fǕģu attiecǭba un virsmas slǕǺa vidǛjais mola 

tilpums [74].  

Pirms apgrieztǕs fǕzes AEĠH kolonnas izmantoja solvǕtu sorbcijas modeli 

prognozǛġanas pǛtǭjumiem, veica kolonnu kalibrǛġanu. HromatogrǕfijas kolonnas kalibrǛġanai 

izmantoti sekojoġi savienojumi: benzols, fenols, toluols, hlorbenzols, metilparabǛns, 4-

hidrosibenzaldehǭds. Kolonnas kalibrǛja, izmantojot abus darbǕ izmantojamos organiskos 

modificǛtǕjus (acetonitrils, metanols). Izmantojamo savienojumu hromatogramas uzǺemtas 

izdalǭġanas izokrǕtiskajǕ reģǭmǕ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 un 90 % organiskǕ modificǛtǕja 

koncentrǕcijǕ. Kolonnas temperatȊra 30ϲC, detektǛġanas viǸǺa garums 210 nm. KustǭgǕs fǕzes 

plȊsmas Ǖtrums 1 mLϊmin
-1
. 
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KalibrǛġanas procesǕ iegȊtie a, b un c parametri ievadǭti ChromSword simulǕcijas 

programmnodroġinǕjuma datu bǕzǛ. Noteiktie koeficienti metanolǕ un acetonitrilǕ atspoguǸoti 

3.1 tabulǕ. 

3.1. tabula. 

ApgrieztǕs fǕzes kolonnu raksturlielumi, iegȊti kolonnu kalibrǛġanas procesǕ. 

Sorbents 

Acetonitrils  Metanols 

a, 

molĀcm
-2
 

b, 

molĀkJ
-1
 

c 
a, 

molĀcm
-2
 

b, 

molĀkJ
-1
 

c 

Pico Tag C18 0,2447 0,04661 -2,11 0,319 0,04792 -3,16 

SunFire C18 0,1650 0,03115 -1,013 0,2487 0,03452 -2,054 

Zorbax CN 0,0408 0,00863 -0,316 0,0617 0,00814 -0,575 

Zorbax SB-C8 0,16 0,0285 -1,11 0,298 0,0324 -3,52 

Nucleosil 100 C8 0,17 0,030 -1,046 0,292 0,034 -2,3 

Alltima C8 0,157 0,0265 -1,3 0,265 0,031 -2,7 

YMC-Pack C4 0,198 0,0371 -2,10 0,285 0,04 -3,46 

Mixed Mode RP-C18/Cation 0,26 0,0449 -1,9 0,4 0,053 -4,01 

Mixed Mode RP-C8/Cation 0,1415 0,02482 -1,031 0,212 0,0315 -2,851 

3.1. tabulǕ atspoguǸotie dati norǕda uz lietoto kolonnu ǭpaġǭbu atġǵirǭbu. Var secinǕt, 

ka Mixed Mode RP-C18/Cation un Pico Tag C18 kolonnǕm ir labǕkas sorbenta izmǛra 

selektivitǕtes un polaritǕtes selektivitǕtes abǕs kustǭgajǕs fǕzǛs. IevǛrojami zemǕkas sorbenta 

izmǛra un polaritǕtes selektivitǕtes abǕs kustǭgajǕs fǕzǛs ir Zorbax CN kolonnai. Ġǭs kolonnas 

mazie sorbenta izmǛri un polaritǕtes selektivitǕtes rǕdǭtǕji var bȊt saistǭti ar kolonnas 

nepiemǛrotǭbu izmantoġanai apgrieztǕs fǕzes hromatogrǕfijǕ. Oktilgrupu saturoġǕm kolonnǕm, 

Zorbax SB-C8 un Alltima C8, sorbenta izmǛra selektivitǕte un polaritǕtes selektivitǕte 

acetonitrilǕ ir Ǹoti tuvas. SavukǕrt, metanolǕ sorbenta izmǛra selektivitǕte un polaritǕtes 

selektivitǕte ir tuva citǕm oktilgrupu saturoġǕm kolonnǕm, Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100 

C8. 

Dati par analizǛjamo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu aprǛǵinǕtiem 

parciǕliem mola tilpumiem un mijiedarbǭbas enerǥijǕm ar Ȋdeni, kas aprǛǵinǕti pǛc vielu 

struktȊrformulǕm ar ChromSword programmnodroġinǕjuma palǭdzǭbu ir apkopotia 3.2. tabulǕ. 
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3.2. tabula 

AnalizǛjamo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu parciǕlais mola tilpums un 

mijiedarbǭbas enerǥija ar Ȋdeni (aprǛǵini pǛc struktȊrformulas) 

Nr. p.k. AnalizǛjamǕs vielas V, (cm
3ϊmol

-1
) ȹGw, (kJϊmol

-1
). 

1. Aab 161,7 -153,6 

2. Aad 189,7 -222,3 

3. Ala 146,1 -150,7 

4. Arg 187,3 -255,6 

5. Asn 165,7 -223,3 

6. Asp 164,0 -241,9 

7. ɓAib 161,7 -153,6 

8. Cit 177,4 -156,4 

9. ɔAba 162,2 -153,6 

10. Gln 181,4 -226,1 

11. Glu 174,0 -219,5 

12. Gly 130,8 -147,9 

13. His 191,9 -196,4 

14. Ile 192,7 -159,2 

15. Leu 192,7 -159,2 

16. Met 184,6 -163,4 

17. Orn 256,8 -232,7 

18. Phe 209,8 -168,6 

19. Pro 166,6 -147,8 

20. Ser 146,5 -200,1 

21. Tau 163,5 -187,4 

22. Thr 161,8 -202,9 

23. Trp 231,9 -190,8 

24. Tyr 214,8 -199,4 

25. Val 177,0 -156,4 
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ApgrieztǕs fǕzes AEĠH metodes izstrǕde jebkuram vielu maisǭjumam ietver sevǭ divus 

etapus: 1) izdalǭġanas laika optimizǕcija, 2) analizǛjamo savienojumu atdalǭġanas optimizǕcija. 

Izdalǭġanas laika optimizǕciju var sǕkt kǕ nulles tuvinǕjuma metodi, izmantojot tikai 

analizǛjamo savienojumu, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes parametrus. TǕlǕk, izmantojot 

sǕkotnǛji iegȊtos izdalǭġanas laika rezultǕtus, var turpinǕt ar ñpirmo tuvinǕjumaò un ñotro 

tuvinǕjumaò metodǛm, kuras dod precǭzǕkus rezultǕtus, tǕdǕ veidǕ optimizǛjot analizǛjamo 

savienojumu atdalǭġanu. 

3.1. Sorbcijas parametru prognozǛġana, izmantojot Ănulles tuvinǕjumaò 

metodi 

SolvǕtu sorbcijas modelis ir piemǛrots analizǛjamo savienojumu sǕkotnǛjo apstǕkǸu 

prognozǛġanai, balstoties tikai uz vielas struktȊrformulu un kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes 

raksturlielumiem. ĂNulles tuvinǕjumaò metodei ir pusempǭriska pieeja, eksperimentǕli iegȊtie 

rezultǕti nav nepiecieġami. Lǭdz ar to ir sagaidǕma ievǛrojama prognozǛto rezultǕtu novirze 

no eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem. ĂNulles tuvinǕjumaò metodes mǛrǵis nav precǭzi 

prognozǛt analǭtu izdalǭġanas laiku. Izdalǭġanas izokrǕtiskǕs metodes gadǭjumǕ nulles 

tuvinǕjums Ǹauj prognozǛt organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕciju kustǭgajǕ fǕzǛ, kas, savukǕrt, 

Ǹauj iegȊt analǭzei pieǺemamus izdalǭġanas faktorus. HromatogrǕfijas speciǕlisti iesaka 

izmantot izdalǭġanas izokrǕtisko metodi, ja analizǛjamo savienojumu skaits ir zem 10 [14]. 

MȊsu gadǭjumǕ izdalǭġanas izokrǕtisko metodi izmantot nav ieteicams. Izdalǭġanas gradienta 

ñnulles tuvinǕjumaò metode Ǹauj aptuveni prognozǛt analizǛjamo vielu izdalǭġanas laiku, 

organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕciju un analǭzes kopǛjo laiku. Abos hromatogrǕfijas darba 

reģǭmos solvǕtu sorbcijas modelǭ izmantotais nulles tuvinǕjums palǭdz samazinǕt metodes 

optimizǕcijai nepiecieġamo organisko ġǵǭdinǕtǕju daudzumu, tǕdǕ veidǕ samazinot izmaksas, 

kǕ arǭ optimizǕcijai nepiecieġamo laiku.  

Izmantojot ġo tuvinǕjumu, veikta aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu 

izdalǭġanas parametru prognozǛġana visǕm nekustǭgajǕm fǕzǛm. DarbǕ noteikti naturǕlie 

logaritmi no sorbcijas faktora (ln k) katram savienojumam. Sorbcijas faktors aprǛǵinǕts 

ekstrapolǕcijas veidǕ no analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas faktora, pamatojoties uz 

izmantotǕs nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumiem un organiskǕ modificǛtǕja sastǕvu kustǭgǕ fǕzǛ, 

no 10% v/v organiskǕ modificǛtǕja satura lǭdz 90% v/v organiskǕ modificǛtǕja saturam. KǕ 

aprǛǵinu piemǛrs ir izmantots nemainǭgs 50% v/v organiskǕ modificǛtǕja saturs. IegȊtie dati 
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atspoguǸoti 3.3. tabulǕ, kur 50% v/v acetonitrils kǕ organiskais modificǛtǕjs, un 3.4. tabulǕ, 

kur 50% v/v kǕ organiskais modificǛtǕjs - metanols.  

3.3. tabula 

NaturǕlǕ logaritma sorbcijas faktora (ln k) vǛrtǭbas, organiskais modificǛtǕjs -

acetonitrils (ACN/H2O 50% v/v) 
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1. Aab -3,71 -2,07 -0,75 -1,77 -1,65 -1,68 -3,27 -2,71 -3,45 

2. Aad -6,83 -4,35 -1,45 -3,65 -3,59 -3,39 -5,74 -5,64 -5,85 

3. Ala -3,83 -2,18 -0,77 -1,87 -1,76 -1,78 -3,37 -2,87 -3,57 

4. Arg -5,50 -3,37 -1,15 -2,84 -2,75 -2,64 -4,68 -4,36 -4,81 

5. Asn -5,32 -3,26 -1,11 -2,76 -2,67 -2,59 -4,55 -4,25 -4,71 

6. Asp -6,44 -4,09 -1,36 -3,44 -3,39 -3,23 -5,44 -5,34 -5,59 

7. ɓAib -4,35 -2,54 -0,89 -2,17 -2,06 -2,04 -3,78 -3,33 -3,95 

8. Cit -5,31 -3,24 -1,11 -2,73 -2,65 -2,55 -4,54 -4,21 -4,68 

9. ɔAba -4,56 -2,70 -0,94 -2,30 -2,20 -2,16 -3,95 -3,53 -4,12 

10. Gln -5,81 -3,61 -1,22 -3,03 -2,96 -2,83 -4,93 -4,68 -5,06 

11. Glu -6,61 -4,21 -1,40 -3,53 -3,48 -3,30 -5,57 -5,47 -5,70 

12. Gly -3,78 -2,16 -0,76 -1,86 -1,75 -1,79 -3,34 -2,88 -3,57 

13. His -5,91 -3,67 -1,24 -3,08 -3,00 -2,86 -5,01 -4,74 -5,12 

14. Ile -2,82 -1,38 -0,56 -1,19 -1,03 -1,10 -2,55 -1,76 -2,69 

15. Leu -2,72 -1,30 -0,54 -1,13 -0,97 -1,05 -2,47 -1,67 -2,61 

16. Met -3,34 -1,77 -0,67 -1,52 -1,38 -1,42 -2,97 -2,29 -3,12 

17. Orn -3,01 -1,46 -0,61 -1,23 -1,06 -1,08 -2,67 -1,77 -2,73 

18. Phe -2,55 -1,16 -0,50 -1,01 -0,84 -0,92 -2,33 -1,46 -2,45 

19. Pro -4,37 -2,55 -0,90 -2,17 -2,06 -2,04 -3,79 -3,33 -3,96 

20. Ser -4,51 -2,68 -0,93 -2,29 -2,19 -2,17 -3,92 -3,53 -4,11 

21. Tau -4,68 -2,79 -0,97 -2,37 -2,27 -2,23 -4,04 -3,64 -4,21 

22. Thr -4,47 -2,63 -0,92 -2,24 -2,14 -2,11 -3,87 -3,44 -4,04 

23. Trp -2,74 -1,28 -0,55 -1,10 -0,92 -0,98 -2,47 -1,58 -2,56 

24. Tyr -4,73 -2,78 -0,99 -2,34 -2,22 -2,15 -4,06 -3,55 -4,16 

25. Val -3,37 -1,80 -0,68 -1,55 -1,41 -1,45 -2,99 -2,33 -3,15 
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3.4. tabula 

NaturǕlǕ logaritma sorbcijas faktora (ln k) vǛrtǭbas, organiskais modificǛtǕjs - metanols 

(MeOH/H 2O 50% v/v) 
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1. Aab -2,50 -1,03 -0,21 -0,84 -0,79 -0,80 -1,74 -2,12 -2,14 

2. Aad -5,57 -3,25 -0,76 -2,58 -2,72 -2,58 -3,78 -5,23 -4,33 

3. Ala -2,81 -1,31 -0,29 -1,17 -1,10 -1,08 -2,02 -2,50 -2,43 

4. Arg -4,16 -2,20 -0,49 -1,69 -1,77 -1,71 -2,79 -3,76 -3,28 

5. Asn -4,20 -2,29 -0,53 -1,90 -1,93 -1,85 -2,92 -3,89 -3,40 

6. Asp -5,42 -3,21 -0,77 -2,71 -2,77 -2,62 -3,79 -5,18 -4,32 

7. ɓAib -3,19 -1,55 -0,34 -1,28 -1,26 -1,24 -2,22 -2,84 -2,66 

8. Cit -4,06 -2,16 -0,49 -1,71 -1,76 -1,70 -2,77 -3,70 -3,25 

9. ɔAba -3,42 -1,72 -0,39 -1,43 -1,42 -1,38 -2,38 -3,08 -2,83 

10. Gln -4,55 -2,52 -0,58 -2,00 -2,07 -1,99 -3,10 -4,20 -3,60 

11. Glu -5,49 -3,24 -0,76 -2,67 -2,76 -2,61 -3,79 -5,21 -4,34 

12. Gly -2,93 -1,44 -0,34 -1,39 -1,28 -1,24 -2,18 -2,69 -2,59 

13. His -4,55 -2,49 -0,56 -1,91 -2,01 -1,93 -3,05 -4,16 -3,56 

14. Ile -1,22 0,01 0,08 0,25 0,28 0,16 -0,70 -0,65 -1,06 

15. Leu -1,12 0,09 0,10 0,32 0,35 0,23 -0,62 -0,54 -0,98 

16. Met -1,87 -0,49 -0,06 -0,24 -0,22 -0,28 -1,19 -1,36 -1,57 

17. Orn -0,80 0,49 0,24 1,02 0,92 0,73 -0,14 0,01 -0,51 

18. Phe -0,76 0,40 0,19 0,69 0,69 0,54 -0,30 -0,11 -0,65 

19. Pro -3,16 -1,51 -0,33 -1,22 -1,21 -1,19 -2,18 -2,79 -2,61 

20. Ser -3,54 -1,85 -0,43 -1,64 -1,60 -1,54 -2,54 -3,27 -2,98 

21. Tau -3,53 -1,80 -0,41 -1,49 -1,48 -1,44 -2,45 -3,19 -2,90 

22. Thr -3,32 -1,65 -0,37 -1,37 -1,35 -1,32 -2,31 -2,98 -2,75 

23. Trp -0,75 0,47 0,22 0,86 0,82 0,65 -0,20 -0,02 -0,56 

24. Tyr -3,06 -1,31 -0,24 -0,76 -0,86 -0,88 -1,90 -2,51 -2,36 

25. Val -1,97 -0,59 -0,09 -0,37 -0,33 -0,39 -1,29 -1,50 -1,68 

ApgrieztǕs fǕzes AEĠH analizǛjamo savienojumu sorbcijas parametru atkarǭba no 

organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcijas nav lineǕra, to apraksta ar otrǕs pakǕpes 

kvadrǕtiskajiem vienǕdojumiem. KǕ jau minǛts iepriekġ, izmantotais ChromSword 

programmnodroġinǕjums Ǹauj prognozǛt analǭtu izdalǭġanas parametrus, veidojot izġǵirġanas 

karti ar organiskǕ modificǛtǕja satura maiǺu no 10% v/v lǭdz 90% v/v. Izġǵirġanas kartes 



54 

 

piemǛrs ar YMC-Pack C4 kolonnu, organiskais modificǛtǕjs ï acetonitrils, ir attǛlots 3.1. 

attǛlǕ.  

 OrganiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija kustǭgajǕ fǕzǛ, %

ln
 k

10 20 30 40 50 60 70 80

3.7

-7.2

-6

-4

-2

0 

2 

Gly

Tyr

Pro, Tau

Glu

PheTrp
Asn, 

Aab ɓAib, Thr, 

Ser, Ala

Met

Arg, Val, 

Cit, His

Gln, 

Asp

Ile, Leu

Orn

Aad

ɔAba

3.1. att. PǛtǕmo savienojumu (1-25 skat. 3.3 tab.) izġǵirġanas karte YMC-Pack C4 

hromatogrǕfijas kolonnai, lietojot acetonitrilu kǕ organisko modificǛtǕju. 

Izġǵirġanas karte palǭdz noskaidrot optimǕlus analizǛjamo savienojumu atdalǭġanas 

apstǕkǸus, parǕdot izdalǭġanas faktora atkarǭbu no organiskǕ modificǛtǕja satura kustǭgajǕ fǕzǛ 

katram maisǭjumǕ esoġajam analǭtam. YMC-Pack C4 kolonnas piemǛrǕ var redzǛt, ka 

analizǛjamǕs vielas Phe (fenilalanǭna fenilizotiocianǕts) izġǵirġana ir zema, ja organiskǕ 

modificǛtǕja saturs kustǭgajǕ fǕzǛ ir no 10 lǭdz 20%. Palielinoties organiskǕ modificǛtǕja 

saturam, analizǛjamǕ savienojuma izġǵirġana kǸȊst labǕka. AnalizǛjamo savienojumu 

izdalǭġanas parametru prognozǛġanai un datorsimulǕcijas uzsǕkġanai solvǕtu sorbcijas modelis 

balstǕs uz iegȊtajiem izġǵirġanas kartes vienǕdojumiem. Izġǵirġanas kartes citǕm darbǕ 

izmantojamǕm nekustǭgajǕm fǕzǛm ir apskatǕmas 1. pielikumǕ. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa analizǛjamo vielu prognozǛġana tiek veikta, izmantojot 

izdalǭġanas faktoru atkarǭbu no organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcijas. Zinot visus 

nepiecieġamos parametrus, var veikt analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas laika 

datorsimulǕciju. 

SǕkotnǛjo apstǕkǸu prognozǛġanai izvǛlǛti trǭs lineǕrie gradienta reģǭmi 30 min, 45 min 

un 60 min no 0 lǭdz 100 % ACN un MeOH kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ. Darba shǛma ir parǕdǭta 

3.2. attǛlǕ. 
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PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu struktȊrformula, kustǭgǕs un nekustǭgǕs 

fǕzes fizikǕli ǵǭmiskie raksturlielumi

30 min lineǕrais 

gradients

45 min lineǕrais 

gradients

60 min lineǕrais 

gradients
 

3.2.att. Darba shǛma sorbcijas parametru prognozǛġanai, izmantojot analǭtu ǵǭmiskǕs 

struktȊrformulas un kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus.  

PrognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtie dati salǭdzinǕti ar eksperimentǕli iegȊtajiem datiem. 

IegȊtie rezultǕti Pico Tag C18 nekustǭgajai fǕzei atspoguǸoti 3.3. attǛlǕ, kur a) organiskais 

modificǛtǕjs - acetonitrils un b) organiskais modificǛtǕjs - metanols. IegȊtie dati norǕda, ka 

lielǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir ilgǕkam 

gradientam (60 min). Abu organisko modificǛtǕju gadǭjumǕ lielǕka atġǵirǭba starp 

prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir Cit (citrulǭna fenilizotiocianǕtam). 

Acetonitrila gadǭjumǕ izdalǭġanas laika atġǵirǭba ir 10,77 minȊtes un metanola gadǭjumǕ tǕ ir 

17,11 minȊtes.  
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a) ACN

b) MeOH

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

10

12

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e
u

M
e

t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e
r

T
a
u

T
h
r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,

 m
in

Analǭts

30 min 0-100 %B

45 min 0-100 %B

60 min 0-100 %B

 

-6

-2

2

6

10

14

18

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e
u

M
e

t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e
r

T
a
u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,
 m

in

Analǭts

 30 min 0-100 %

 45 min 0-100 %

 60 min 0-100 %

 

3.3. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Pico Tag C18 snekustǭgajai fǕzei, kur a) 

kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

PrognozǛġanas rezultǕtu un eksperimentǕli iegȊto datu salǭdzinǕjums lineǕrajiem 

gradienta reģǭmiem atspoguǸoti 3.4. attǛlǕ SunFire C18 nekustǭgajai fǕzei, 3.5. attǛlǕ Zorbax 

CN nekustǭgajai fǕzei, 3.6. attǛlǕ Zorbax SB-C8 nekustǭgajai fǕzei, 3.7. attǛlǕ Nucleosil 100 

C8 nekustǭgajai fǕzei, 3.8. attǛlǕ Alltima C8 nekustǭgajai fǕzei, 3.9. attǛlǕ YMC-Pack C4 

nekustǭgajai fǕzei, 3.10. attǛlǕ Mixed Mode RP-C18/Cation nekustǭgajai fǕzei un 3.11. attǛlǕ 

Mixed Mode RP-C8/Cation nekustǭgajai fǕzei, kur a) organiskais modificǛtǕjs - acetonitrils un 
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b) organiskais modificǛtǕjs - metanols. PrognozǛġana veikta, balstoties uz analizǛjamo vielu 

struktȊrformulu un kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumiem. 
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3.4. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem SunFire C18 nekustǭgajai fǕzei, kur a) 

kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ metanols. 

SunFire C18 nekustǭgajai fǕzei (3.4. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka lielǕka atġǵirǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem (14,9 min) ir 30 min 

lineǕrajam gradientam, kur metanols kǕ organiskais modificǛtǕjs. Abu organisko modificǛtǕju 



58 

 

gadǭjumǕ mazǕkas atġǵirǭbas starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 

45 min lineǕrǕ gradienta reģǭmǕ. 
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3.5. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Zorbax CN nekustǭgajai fǕzei, kur a) 

kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

Zorbax CN nekustǭgajai fǕzei (3.5. attǛls) atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir daudz mazǕka salǭdzinǕjumǕ ar octadecil- grupu 

saturoġajǕm kolonnǕm. 30 min lineǕrajam gradientam, kur acetonitrils kǕ organiskais 

modificǛtǕjs, tǕ ir 2,06 minȊtes un 60 min lineǕrajam gradientam, kur metanols kǕ organiskais 
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modificǛtǕjs tǕ ir 2,87 minȊtes. KorelǕcija starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem un gradienta ilgumu starp izmantotajiem organiskajiem modificǛtǕjiem nav 

novǛrojama. 

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e
u

M
e

t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e

r

T
a
u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,
 m

in

Analǭts

 30 min 0-100 %

 45 min 0-100 %

 60 min 0-100 %

-14

-12

-10

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

10

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e
u

M
e

t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e

r

T
a
u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,

 m
in

Analǭts

30 min 0-100 %B

45 min 0-100 %B

60 min 0-100 %B

a) ACN

b) MeOH

 

3.6. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Zorbax SB-C8 nekustǭgajai fǕzei, kur a) 

kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

Zorbax SB-C8 nekustǭgajai fǕzei (3.6. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka lielǕka atġǵirǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir ilgǕkajam gradientam (60 

min). OrganiskǕ modificǛtǕjǕ acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 11,77 minȊtes, bet organiskǕ 
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modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ 7,75 minȊtes. MazǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 45 min gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja 

acetonitrila gadǭjumǕ  tǕ ir 1,46 minȊtes un metanola gadǭjumǕ 1,09 minȊtes.  
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3.7. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Nucleosil 100 C8 nekustǭgajai fǕzei, kur 

a) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

Nucleosil 100 C8 nekustǭgajai fǕzei (3.7. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka lielǕka atġǵirǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 30 min lineǕrajam 

gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 2,31 minȊtes, organiskǕ 
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modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 2,71 minȊtes. MazǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 60 min gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja 

acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 1,00 minȊtes, organiskǕ modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 0,78 

minȊtes.  
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3.8. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Alltima C8 nekustǭgajai fǕzei, kur a) kustǭgǕs fǕzes 

sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

Alltima 100 C8 nekustǭgajai fǕzei (3.8. attǛls) lielǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem 30 min lineǕrajam gradientam, organiskǕ modificǛtǕja 
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acetonitrila gadǭjumǕ ir 2,48 minȊtes. OrganiskǕ modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ 60 min 

lineǕrajam gradientam tǕ ir 11,21 minȊtes.  

-6

-4

-2

0

2

4

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e
u

M
e

t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e

r

T
a
u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,
 m

in

Analǭts

30 min 0-100 %B

45 min 0-100 %B

60 min 0-100 %B

-4

-2

0

2

4

6

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e

u

M
e
t

O
rn

P
h

e

P
ro

S
e
r

T
a

u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,
 m

in

Analǭts

30 min 0-100 %B

45 min 0-100 %B

60 min 0-100 %B

a) ACN

b) MeOH

 

3.9. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem YMC-Pack C4 nekustǭgajai fǕzei, kur a) 

kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

YMC-Pack C4 nekustǭgajai fǕzei (3.9. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka lielǕka atġǵirǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 60 min lineǕrajam 

gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 5,22 minȊtes, organiskǕ 

modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 5,08 minȊtes. MazǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un 
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eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 45 min gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja 

acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 3,46 minȊtes un organiskǕ modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 

2,24 minȊtes.  
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3.10. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Mixed Mode RP-C18/Cation nekustǭgajai 

fǕzei, kur a) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 

Mixed Mode RP-C18/Cation nekustǭgajai fǕzei (3.10. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka 

lielǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 60 min 

lineǕrajam gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 2,98 minȊtes, 
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organiskǕ modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 11,29 minȊtes. MazǕka atġǵirǭba starp 

prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, izmantojot organisko modificǛtǕju 

acetonitrilu, 30 min gradientam ir 1,0 minȊtes. Izmantojot organisko modificǛtǕju metanolu, 

45 min gradientam tǕ ir 1,75 minȊtes.  
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3.11. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem Mixed Mode RP-C8/Cation nekustǭgajai 

fǕzei, kur a) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - acetonitrils un b) kustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ - metanols. 
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Mixed Mode RP-C8/Cation nekustǭgajai fǕzei (3.11. attǛls) iegȊtie dati norǕda, ka 

lielǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, izmantojot 

organisko modificǛtǕju acetonitrilu, 60 min lineǕrajam gradientam ir 12,31 minȊtes. 

Izmantojot organisko modificǛtǕju metanolu, 30 min lineǕrajam gradientam tǕ ir 11,11 

minȊtes. MazǕka atġǵirǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ir 

45 min lineǕrajam gradientam. OrganiskǕ modificǛtǕja acetonitrila gadǭjumǕ tǕ ir 1,87 

minȊtes. OrganiskǕ modificǛtǕja metanola gadǭjumǕ tǕ ir 2,54 minȊtes.  

AnalizǛjot prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtos datus, var apgalvot, ka korelǕcija starp 

analizǛjamo vielu izdalǭġanas laikiem un prognozǛġanai izmantotǕ lineǕrǕ gradienta laiku nav 

novǛrojama. Eksperimenta rezultǕtǕ iegȊtie dati apliecina, ka prognozǛto un eksperimentǕli 

iegȊto rezultǕtu starpǭba lielǕka par 5 minȊtǛm ir 2% aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumiem, izmantojot acetonitrilu un 26% analǭtiem, izmantojot metanolu 30 min 

lineǕrajam gradientam. 45 min lineǕrajam gradientam prognozǛto un eksperimentǕli iegȊto 

rezultǕtu starpǭba lielǕka par 5 minutǛm 1,5% analǭtiem, izmantojot organisko modificǛtǕju 

acetonitrilu, un 4%, izmantojot organisko modificǛtǕju metanolu. LineǕrajam gradientam ar 

kopǛjo laiku 60 min rezultǕtu starpǭba lielǕka par 5 minȊtǛm ir 13% analǭtiem, kǕ organisko 

modificǛtǕju izmantojot acetonitrilu un 26%, izmantojot metanolu. MazǕka atġǵirǭba starp 

prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas laikiem ir Zorbax CN un Nucleosil 

100 C8 kolonnǕm - mazǕk par 3 minȊtǛm, organiskais modificǛtǕjs gan acetonitrils, gan 

metanols, neskatoties uz to ka Zorbax CN kolonnai ir zemǕkas sorbenta izmǛra un palaritǕtes 

selektivitǕtes rǕdǭtǕji (skat. 3.1.tabula).  

ĂNulles tuvinǕjumaò metodi nevar uzskatǭt par pietiekami precǭzu analizǛjamo vielu 

izdalǭġanas laika prognozǛġanas metodi, toties var uzskatǭt, ka to var pieǺemt par labu metodi 

sǕkotnǛjo parametru prognozǛġanai. TǕ Ǹauj noteikt aptuvenu analǭzes laiku un analǭzei 

nepiecieġamo organiskǕ modificǛtǕja daudzumu. 

3.2. Sorbcijas parametru prognozǛġana, izmantojot ĂpirmǕ tuvinǕjumaò 

metodi 

ĂPirmǕ tuvinǕjumaò metode ietver sevǭ analizǛjamo vielu prognozǛġanu, pamatojoties 

uz vielu ǵǭmisko struktȊrformulu, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskajǕm ǭpaġǭbǕm 

un viena eksperimenta iegȊtajiem izdalǭġanas laika rezultǕtiem. Ġǭ tuvinǕjuma mǛrǵis ir iegȊt 

precǭzǕkus izdalǭġanas laikus. Izmantojot ĂpirmǕ tuvinǕjumǕòmetodes iegȊtos rezultǕtus, var 

turpinǕt veikt izdalǭġanas laika optimizǕciju vai arǭ pǕriet pie analizǛjamo savienojumu 
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atdalǭġanas optimizǕcijas atkarǭbǕ no iegȊtajiem datiem. Zinot viena eksperimenta izdalǭġanas 

laikus, operǛjot ar vielu struktȊru un nekustǭgǕs fǕzes raksturǭpaġǭbǕm (3.1. vienǕdojums), ir 

iespǛja koriǥǛt sǕkotnǛjǕs sorbǕta mijiedarbǭbas enerǥijas (ȹGw) un sorbǕta parciǕlǕ mola 

tilpuma V vǛrtǭbas. IzmainǭtǕs vǛrtǭbas tiek izmantotas tǕlǕkai prognozǛġanai un optimizǕcijai 

izmantojot matemǕtisko iterǕciju.  

Darba shǛma sorbcijas parametru prognozǛġanai, izmantojot analǭtu ǵǭmiskǕs 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus un viena eksperimenta iegȊtos 

rezultǕtus, ir parǕdǭta 3.12. attǛlǕ. 

PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu struktȊrformula, kustǭgǕs un nekustǭgǕs 

fǕzes fizikǕli ǵǭmiskie raksturlielumi

30 min lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

45 min lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

60 min lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

30 min 

lineǕrais 

gradients

45 min 

lineǕrais 

gradients

60 min 

lineǕrais 

gradients

45 min 

lineǕrais 

gradients

30 min 

lineǕrais 

gradients

60 min 

lineǕrais 

gradients

+++

3.12.att. Darba shǛma sorbcijas parametru prognozǛġanai, izmantojot analǭtu ǵǭmiskǕs 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus un viena eksperimenta 

iegȊtos rezultǕtus. 

Izmantojot ĂpirmǕ tuvinǕjumaò metodi, veikta aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumu izdalǭġanas laika prognozǛġana 30 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 

30,0 min 100% B). PrognozǛġanai izmantotas aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu 

(2.2. tabula) struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas (3.1. 

tabula) un 60 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) eksperimentǕli 

iegȊtie rezultǕti. PrognozǛġana veikta ǭsǕkajiem gradienta reģǭmiem, kas dod iespǛju saǭsinǕt 

analǭzes laiku. PrognozǛġanas rezultǕti salǭdzinǕti ar eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, 

iegȊtie dati ir atspoguǸoti 3.13. attǛlǕ, izmantojot acetonitrilu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju un 

3.14. attǛlǕ, izmantojot metanolu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju. 
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PicoTag C18 SunFire C18 Zorbax CN

Zorbax SB-C8 Nucleosil 100 C8 Alltima C8

YMC-Pack C4 Mixed Mode RP-C18/Cation Mixed Mode RP-C8/Cation  

3.13. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% 

B). 
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PicoTag C18 SunFire C18 Zorbax CN
Zorbax SB-C8 Nucleosil 100 C8 Alltima C8
YMC-Pack C4 Mixed Mode RP-C18/Cation Mixed Mode RP-C8/Cation  

3.14. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% 

B). 
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Izmantojot acetonitrilu, prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtie dati ir tuvǕki eksperimentǕli 

iegȊtajiem datiem, nekǕ izmantojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. Abu organisko 

modificǛtǕju gadǭjumǕ lielǕka rezultǕtu atġǵirǭba novǛrojama Mixed Mode RP-C8/Cation 

kolonnai. LielǕka starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem 

novǛrojama Ile, Leu, Met, Orn un Phe savienojumiem ar relatǭvi vidǛju polaritǕti. Starpǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem nepǕrsniedz 2 minȊtes. 

Lǭdzǭgi veikta aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu izdalǭġanas laika 

prognozǛġana 45 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B). 

PrognozǛġanai izmantotas aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu (2.2. tabula) 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas (3.1. tabula) un 60 

min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) eksperimentǕli iegȊtie rezultǕti. 

PrognozǛġanas rezultǕti salǭdzinǕti ar eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem un iegȊtie dati ir 

atspoguǸoti 3.15. attǛlǕ, izmantojot acetonitrilu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju un 3.16. attǛlǕ, 

izmantojot metanolu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju. 
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3.15. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% 

B). 
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3.16. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% 

B). 

Izmantojot organisko modificǛtǕju acetonitrilu, Nucleosil 100 C8 kolonnai starpǭba 

starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem ievǛrojami lielǕka nekǕ citǕm 

nekustǭgajǕm fǕzǛm, lǭdz 7,87 minȊtǛm (Orn). PǕrǛjǕm nekustǭgajǕm fǕzǛm starpǭba starp 

prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem nepǕrsniedz 2 minȊtes. Izmantojot 

organisko modificǛtǕju metanolu, starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem nepǕrsniedz 2 minȊtes. 

Starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem pǕrǛjiem 

gradientiem ir apskatǕma 2. pielikumǕ. PrognozǛġanai izmantotas aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski 

fizikǕlǕs ǭpaġǭbas un viena lineǕrǕ gradienta eksperimentǕli iegȊtie rezultǕti. Eksperimenta 

rezultǕtǕ iegȊtie dati apliecina, ka sliktǕki dati starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli 

iegȊtajiem rezultǕtiem ir Nucleosil 100 C8 kolonnai, organiskais modificǛtǕjs - acetonitrils. 

PǕrǛjǕm kolonnǕm eksperimentǕli iegȊto un prognozǛto rezultǕtu starpǭba korelǛ sava starpǕ. 

PrognozǛġana ǭsǕkajam gradientam, balstoties uz ilgǕkǕ gradienta datiem, ir tuvǕka 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem. Veicot prognozǛġanu 30 min lineǕrajam gradientam (0,0 

min 0% B, 30,0 min 100% B), pamatojoties uz 45 min lineǕrǕ gradienta (0,0 min 0% B, 45,0 
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min 100% B) eksperimentǕli iegȊtajiem datiem, lielǕkǕ starpǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem ir 4,89 minȊtes (Met), izmantojot acetonitrilu un 1,86 

minȊtes (Phe), izmantojot metanolu. SavukǕrt, veicot prognozǛġanu ilgǕkajam gradientam, 

balstoties uz ǭsǕkǕ gradienta iegȊtajiem datiem, starpǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem ir lielǕka.  

PrognozǛjot analizǛjamo vielu izdalǭġanas laikus 45 min lineǕrajam gradientam (0,0 

min 0% B, 45,0 min 100% B), pamatojoties uz 30 min lineǕrǕ gradienta (0,0 min 0% B, 30,0 

min 100% B) eksperimentǕli iegȊtajiem datiem, lielǕka starpǭba starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem ir 7,40 minȊtes (Trp), izmantojot acetonitrilu un 4,75 

minȊtes (Phe), izmantojot metanolu.  

PrognozǛjot 60 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), 

pamatojoties uz 30 min lineǕrǕ gradienta (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B) eksperimentǕli 

iegȊtajiem datiem, lielǕka starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

ir 9,74 minȊtes (Trp), izmantojot acetonitrilu un 6,47 minȊtes (Ile), izmantojot metanolu. 

Veicot prognozǛġanu 60 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% 

B), pamatojoties uz 45 min lineǕrǕ gradienta (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem, lielǕka starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli 

iegȊtajiem datiem ir 5,37 minȊtes (Val), izmantojot acetonitrilu un 2,32 minȊtes (Phe), 

izmantojot metanolu. 

IegȊtie rezultǕti apliecina, ka, izmantojot abus organiskos modificǛtǕjus, solvǕtu 

sorbcijas modelis ir piemǛrots analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas laika prognozǛġanai.  

AnalizǛjamo savienojumu izdalǭġanas secǭba atbilst prognozǛtajiem rezultǕtiem. 

IegȊtie korelǕcijas koeficienti, veicot prognozǛġanu gan 30 min, gan 45 min lineǕrajam 

gradientam, balstoties uz 60 min lineǕrǕ gradienta eksperimentǕli iegȊtajiem datiem, abiem 

organiskajiem modificǛtǕjiem ir atspoguǸoti 3.17. attǛlǕ Pico Tag C18 kolonnai, 3.18. attǛlǕ 

SunFire C18 kolonnai, 3.19. attǛlǕ Zorbax CN kolonnai, 3.20. attǛlǕ Zorbax SB-C8 kolonnai, 

3.21. attǛlǕ Nucleosil 100 C8 kolonnai, 3.22. attǛlǕ Alltima C8 kolonnai, 3.23. attǛlǕ YMC-

Pack C4 kolonnai, 3.24. attǛlǕ Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnai un 3.25. attǛlǕ Mixed 

Mode RP-C18/Cation kolonnai. 
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3.17. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Pico Tag C18 kolonnai 

a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, prognozǛġanai 

izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu struktȊrformulas, 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.18. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija SunFire C18 kolonnai a) 

30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, prognozǛġanai 

izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu struktȊrformulas, 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.19. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Zorbax CN kolonnai a) 

30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, prognozǛġanai 

izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu struktȊrformulas, 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.20. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Zorbax SB-C8 kolonnai 

a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, prognozǛġanai 

izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu struktȊrformulas, 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlas ǭpaġǭbas. 
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a) b)
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3.21. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Nucleosil 100 C8 

kolonnai a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, 

prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.22. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Alltima C8 kolonnai a) 

30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, prognozǛġanai 

izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu struktȊrformulas, 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.23. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija YMC-Pack C4 

kolonnai a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, 

prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.24. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Mixed Mode RP-

C18/Cation kolonnai a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam 

gradientam, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), 

analǭtu struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 
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3.25. att. PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija Mixed Mode RP-

C8/Cation kolonnai a) 30 min lineǕrajam gradientam un b) 45 min lineǕrajam gradientam, 

prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analǭtu 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes ǵǭmiski fizikǕlǕs ǭpaġǭbas. 

AnalizǛjot iegȊtos datus, var redzǛt, ka izdalǭġanas laiks, izmantojot acetonitrilu kǕ 

organisko modificǛtǕju, ir ǭsǕks, nekǕ izmantojot metanolu. Ġǭ tendence ir novǛrojama visǕm 

kolonnǕm, izǺemot YMC-Pack C4 kolonnu, kur 45 min lineǕrajam gradientam izdalǭġanas 

laiki abiem modificǛtǕjiem ir Ǹoti lǭdzǭgi. 30 min lineǕrajam gradientam, izmantojot organisko 

modificǛtǕju acetonitrilu, izdalǭġanas laiks ir nedaudz ǭsǕks nekǕ izdalǭġanas laiks, izmantojot 

metanolu.  

Labi novǛroto tendenci, ka korelǕcija starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli 

iegȊtajiem datiem 30 min lineǕrajam gradientam ir sliktǕka nekǕ 45 min lineǕrajam 

gradientam, var izskaidrot ar to, ka prognozǛġanai izmantots 60 min lineǕrais gradients, kas ir 

tuvǕks 45 min gradientam. 

KorelǕcijas koeficienti starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, 

veicot analizǛjamo vielu izdalǭġanas laika prognozǛġanu 30 un 45 min lineǕrajam gradientam, 

balstoties uz 60 min lineǕro gradientu, nav mazǕki par 0,98 Zorbax SB-C8, Alltima C8, Mixed 

Mode RP-C18/Cation un Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnǕm, izmantojot gan acetonitrilu, 

gan metanolu ka organisko modificǛtǕju. Nucleosil 100 C8 kolonnai korelǕcijas koeficients 

0,98 ir acetonitrila gadǭjumǕ.  

Eksperimenta rezultǕtǕ iegȊtos korelǕcijas koeficientus visiem prognozǛġanǕ 

izmantojamajiem lineǕrajiem gradientiem var apskatǭt 3. pielikumǕ. Var novǛrot tendenci, ka 

mazǕki korelǕcijas koeficienti ir AEĠH kolonnǕm ar oktilgrupǕm snekustǭgajǕ fǕzǛ un 

nekustǭgajǕm fǕzǛm ar polimǛra bǕzi. KorelǕcija starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli 

iegȊtajiem rezultǕtiem, veicot prognozǛġanu ǭsǕkam gradienta reģǭmam, balstoties uz ilgǕka 
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gradienta iegȊtajiem datiem, ir veiksmǭgǕka, nekǕ, ja prognozǛġana veikta ilgǕkam 

gradientam, balstoties uz ǭsǕka gradienta datiem.  

AnalizǛjot iegȊtos rezultǕtus, var uzskatǭt, ka prognozǛġana, izmantojot analizǛjamo 

vielu ǵǭmisko struktȊrformulu, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli-ǵǭmiskǕs ǭpaġǭbas un 

viena eksperimenta iegȊtos izdalǭġanas laika rezultǕtus, ir veiksmǭga. Izmantojot iegȊtos 

datus, tika turpinǕta izdalǭġanas laika optimizǕcija ar ñotrǕ tuvinǕjumaò metodi. 

3.3. Sorbcijas parametru prognozǛġana, izmantojot ĂotrǕ tuvinǕjumaò 

metodi 

ĂOtrǕ tuvinǕjumaò metodes pieejai sorbcijas parametru optimizǕcijai nepiecieġams: 

analizǛjamo vielu struktȊrformulas, abu fǕģu raksturlielumi un divu eksperimentǕli iegȊto 

rezultǕtu dati. Ġis tuvinǕjums Ǹauj iegȊt daudz precǭzǕkus datus, ar kuru palǭdzǭbu var sǕkt 

analizǛjamo vielu atdalǭġanas optimizǕciju. 

Izdalǭġanas laika prognozǛġana veikta, izmantojot iepriekġ iegȊtos izdalǭġanas datus 60 

min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) un 30 min lineǕrajam 

gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), kǕ arǭ analǭtu ǵǭmiskǕs struktȊrformulas un 

kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus. PrognozǛġana veikta 45 min lineǕrajam 

gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B). Darba shǛma sorbcijas parametru 

prognozǛġanai ir atspoguǸota 3.26. attǛlǕ.  

PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu struktȊrformula, kustǭgǕs un nekustǭgǕs 

fǕzes fizikǕli ǵǭmiskie raksturlielumi

30 min lineǕrǕ gradienta un 60 min lineǕrǕ gradienta 

eksperimentǕli rezultǕti

45 min lineǕrais 

gradients

+

 

3.26.att. Darba shǛma sorbcijas parametru prognozǛġanai, izmantojot analǭtu ǵǭmiskǕs 

struktȊrformulas, kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumus un divus eksperimentǕli 

iegȊtos rezultǕtus. 



77 

 

PrognozǛġanas rezultǕti salǭdzinǕti ar eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, iegȊtie 

dati ir atspoguǸoti 3.27. attǛlǕ, izmantojot acetonitrilu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju un 3.28. attǛlǕ, 

izmantojot metanolu kǕ organisko ġǵǭdinǕtǕju. 
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3.27. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot 30 min un 60 min lineǕros gradientus. 
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3.28. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot 30 min un 60 min lineǕros gradientus. 

No iegȊtajiem datiem (3.27. un 3.28. att.) redzams, ka kǸȊda starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem nepǕrsniedz 0,6 minȊtes (ACN) un 0,8 minȊtes 

(MeOH). KorelǕcija nav zemǕka par 0,9922 (Mixed Mode RP-C18/Cation kolonna, 

organiskais modificǛtǕjs - ACN). IegȊtie korelǕcijas koeficienti ir atspoguǸoti 3.5. tabulǕ. 
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3.5. tabula 

KorelǕcijas koeficienti starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli noteiktajiem 

rezultǕtiem, prognozǛġanu veicot, pamatojoties uz divu eksperimentu datu rezultǕtiem, 

analǭtu struktȊrformulǕm un kustǭgǕs un nekustǭgǕs fǕzes raksturlielumiem.  

Sorbents 
KorelǕcijas koeficients (R

2
) 

ACN MeOH 

Pico Tag C18 0,99990 0,99999 

SunFire C18 0,9992 0,99999 

Zorbax CN 0,9991 0,9996 

Zorbax SB-C8 0,996 0,9999 

Nucleosil 100 C8 0,994 0,9986 

Alltima C8 0,997 0,998 

YMC-Pack C4 0,9992 0,997 

Mixed Mode RP-C18/Cation 0,992 0,9997 

Mixed Mode RP-C8/Cation 0,994 0,9991 

SolvǕtu sorbcijas modelis ir piemǛrots izdalǭġanas laika prognozǛġanai. Viens piemǛrs 

- prognozǛtǕs un eksperimentǕli iegȊtǕs hromatogrammas 45 min lineǕrajam gradientam (0,0 

min 0% B, 45,0 min 100% B), YMC-Pack C4 kolonnai, organiskais modificǛtǕjs ï metanols, 

ir atspoguǸots 3.29. attǛlǕ. AnalizǛjamo savienojumu prognozǛtǕ izdalǭġanas secǭba, 

izdalǭġanas laiki un izġǵirġana ir tuvas eksperimentǕli iegȊtajiem datiem.  
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3.29. att. EksperimentǕli iegȊtǕs un prognozǛtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums 45 min 

lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), YMC-Pack C4 kolonnai, 

organiskais modificǛtǕjs ï metanols. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie 

reaǥenta piemaisǭjumi. 

Eksperimentu rezultǕtǕ iegȊtie dati Ǹauj secinǕt, ka solvǕtu sorbcijas modeǸa ĂotrǕ 

tuvinǕjumaò metodes pieeja ir efektǭva analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas laika 

optimizǕcijai. TurpmǕkos pǛtǭjumos iegȊtos datus var izmantot analizǛjamo savienojumu 

atdalǭġanas optimizǕcijai. 



81 

 

3.4. SolvǕtu sorbcijas modeǸa un lineǕrǕ ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeǸa 

sorbcijas parametru salǭdzinǕġana. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa prognozǛtie rezultǕti salǭdzinǕti ar komerciǕli plaġi 

izmantoto lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli. TǕ princips ir balstǭts uz divu vai vairǕku 

eksperimentu izdalǭġanas laikiem ar nosacǭjumu, ka eksperimentǕli iegȊtie rezultǕti ir 

veiksmǭgi. DetalizǛti lineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis aprakstǭts 1.3. promocijas darba 

nodaǸǕ un ir balstǭts uz 1.15. matemǕtisko vienǕdojumu. PrognozǛġanas rezultǕti iegȊti ar 

lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka un solvǕtu sorbcijas modeǸiem, kǕ arǭ eksperimentǕlajiem 

rezultǕtiem. Visi iegȊtie dati salǭdzinǕti savǕ starpǕ. Darba shǛma sorbcijas parametru 

prognozǛġanai ir atspoguǸota 3.30. attǛlǕ. 

PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu struktȊrformula, kustǭgǕs un 

nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskie raksturlielumi
30 min lineǕrǕ 

gradienta un 60 

min lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

+

SolvǕtu sorbcijas modelis
LineǕrǕ ġǵǭdinǕtǕja 

spǛka modelis 

45 min lineǕrais gradients

 60 min 

lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

30 min lineǕrǕ 

gradienta un 60 min 

lineǕrǕ gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

+

 

3.30.att. Darba shǛma sorbcijas parametru prognozǛġanai, izmantojot lineǕro ġǵǭdinǕtǕja 

spǛka modeli un solvǕtu sorbcijas modeli. 

PrognozǛġana veikta 45 min lineǕrajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% 

B). IegȊto rezultǕtu piemǛri vienai YMC-Pack C4 kolonnai ir atspoguǸoti tabulǕs 3.6. - ar 

acetonitrilu un 3.7. - ar metanolu. Visu pǛtǭjumǕ izmantoto sorbentu vidǛjo novirģu absolȊto 

vǛrtǭbu salǭdzinǕjums starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem datiem ir atspoguǸots 

3.31. attǛlǕ (ACN organiskais modificǛtǕjs) un 3.32. attǛlǕ (MeOH organiskais modificǛtǕjs). 

Apkopojot rezultǕtus, visiem mǛrǭjumiem ʘprǛǵinǕts droġǭbas intervǕls, kʘs veidots, ievǛrojot 

iegȊto rezultǕtu (novirģu) vidǛjo ʘritmǛtisko lielumu. Droġǭbʘs intervǕlu aprǛǵinʘ pǛc (3.2.) 

formulas: 
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n

Snt
t

np ³
°

,
      (3.2.) 

kur: 

t ï iegȊtais rezultǕts, min; 

 n ï mǛrǭjumu skaits; 

 tp,n ï Stjudenta koeficients (p=0,95, n=5); 

 Sn ï standartnovirze; 

Veicot eksperimentǕli iegȊto un ar daģǕdǕm pieejǕm prognozǛto rezultǕtu 

salǭdzinǕjumu, var secinǕt, ka iegȊtie rezultǕti, izmantojot lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli, ir 

labǕki. RezultǕtu (novirģu) vidǛjais aritmǛtiskais lielums norǕda, ka precǭzǕka prognozǛġanʘ ir 

veikta, pamatojoties uz diviem eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, (skat. 3.6. un 3.7. 

tabulas). Labi prognozǛġanas rezultǕti ir iegȊti, veicot prognozǛġanu, pamatojoties uz 

analizǛjamo vielu struktȊrformulǕm un diviem eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem. Ġie 

rezultǕti ir Ǹoti lǭdzǭgi, veicot prognozǛġanu, pamatojoties uz analizǛjamo vielu 

struktȊrformulǕm un tikai vienu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu. KǕ bija sagaidǕms 

prognozǛġana, pamatojoties tikai uz analizǛjamo vielu struktȊrformulǕm, nav tik optimǕli. 

PrognozǛtǕ vielu izdalǭġanas secǭba daǸǛji neatbilst eksperimentǕli iegȊtajai vielu izdalǭġanas 

secǭbai, toties ġis prognozǛġanas veids ir Ǹoti lietderǭgs visu analizǛjamo vielu kopǛjǕ 

izdalǭġanas laika prognozǛġanai. 
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3.6. tabula 

EksperimentǕli iegȊto un prognozǛto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 45 min lineǕrajam 

gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot 

acetonitrilu  

Nr.p.k  Analǭts 

YMC -Pack C4 

t 

eksp., 

min 

t
a
 

prognoz., 

min 

ȹt
a
, 

min 

t
b
 

prognoz.., 

min 

ȹt
b
, 

min 

t
c
 

prognoz., 

min 

ȹt
c
, 

min 

t
d
 

prognoz., 

min 

ȹt
d
, 

min 

1. Aab 5,03 5,02 -0,01 5,48 0,45 4,83 -0,20 5,62 0,59 

2. Aad 2,55 2,55 0,00 2,55 0,00 2,55 0,00 2,95 0,40 

3. Ala 2,92 2,91 -0,01 2,94 0,02 2,90 -0,02 3,35 0,43 

4. Arg 3,74 3,75 0,01 3,96 0,22 3,65 -0,09 4,08 0,34 

5. Asn 2,92 2,91 -0,01 2,95 0,03 2,90 -0,02 3,30 0,38 

6. Asp 2,37 2,37 0,00 2,36 -0,01 2,37 0,00 2,85 0,49 

7. ɓAib 3,74 3,75 0,01 3,93 0,19 3,67 -0,07 4,15 0,41 

8. Cit 3,52 3,53 0,01 3,67 0,15 3,46 -0,06 3,86 0,34 

9. ɔAba 2,92 2,91 -0,01 2,94 0,02 2,90 -0,02 3,30 0,38 

10. Gln 2,92 2,92 0,00 2,95 0,03 2,90 -0,02 3,26 0,34 

11. Glu 2,43 2,43 0,00 2,43 0,00 2,43 0,00 2,89 0,46 

12. Gly 3,05 3,05 0,00 3,08 0,03 3,03 -0,02 3,52 0,47 

13. His 3,74 3,75 0,01 3,96 0,22 3,65 -0,09 4,07 0,33 

14. Ile 10,09 10,11 0,02 10,51 0,42 9,51 -0,58 11,23 1,14 

15. Leu 9,86 9,88 0,02 10,24 0,38 9,30 -0,56 10,96 1,10 

16. Met 7,08 7,09 0,01 7,59 0,51 6,67 -0,41 7,96 0,88 

17. Orn 11,83 11,87 0,04 12,27 0,44 11,12 -0,71 13,01 1,18 

18. Phe 12,06 12,00 -0,06 12,57 0,51 11,23 -0,83 13,33 1,27 

19. Pro 3,52 3,53 0,01 3,66 0,14 3,47 -0,05 3,89 0,37 

20. Ser 3,05 3,05 0,00 3,09 0,04 3,03 -0,02 3,48 0,43 

21. Tau 3,35 3,36 0,01 3,45 0,10 3,31 -0,04 3,72 0,37 

22. Thr 3,94 3,94 0,00 4,17 0,23 3,85 -0,09 4,37 0,43 

23. Trp 11,83 11,87 0,04 12,19 0,36 11,17 -0,66 12,99 1,16 

24. Tyr 6,30 6,30 0,00 6,51 0,21 5,91 -0,39 7,01 0,71 

25. Val 3,52 3,53 0,01 3,67 0,15 3,46 -0,06 3,86 0,34 

VidǛja novirze   0,01  0,20  0,20  0,59 
 

a
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz divu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu datiem (30 un 60 min lineǕrais 

gradients), lineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis 
b
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz struktȊrformulu un divu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu datiem (30 un 

60 min lineǕrais gradients), solvǕtu sorbcijas modeǸa ñotrǕ tuvinǕjumaò metode 
c
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz struktȊrformulu un vienu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu ( 60 min 

lineǕrais gradients), solvǕtu sorbcijas modeǸa ñpirmǕ tuvinǕjumaò metode 
d
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz analizǛjamǕs vielas struktȊru, solvǕtu sorbcijas modeǸa ñnulles 

tuvinǕjumaò metode 
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3.7. tabula 

EksperimentǕli iegȊto un prognozǛto izdalǭġanas laiku salǭdzinǕjums 45 min lineǕrajam 

gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot 

metanolu 

Nr.p.k  Analǭts 

YMC -Pack C4 

t 

eksp., 

min 

t
a
 

prognoz., 

min 

ȹt
a
, 

min 

t
b
 

prognoz., 

min 

ȹt
b
, 

min 

t
c
 

prognoz., 

min 

ȹt
c
, 

min 

t
d
 

prognoz., 

min 

ȹt
d
, 

min 

1. Aab 6,71 6,71 0,00 6,28 -0,43 6,28 -0,43 5,45 -1,26 

2. Aad 2,83 2,83 0,00 2,82 -0,01 2,82 -0,01 2,46 -0,37 

3. Ala 3,33 4,14 0,81 3,83 0,50 3,30 -0,03 3,47 0,14 

4. Arg 4,62 4,62 0,00 4,43 -0,19 4,42 -0,20 3,70 -0,92 

5. Asn 3,18 3,19 0,01 3,15 -0,03 3,15 -0,03 2,73 -0,45 

6. Asp 2,48 2,47 -0,01 2,48 0,00 2,48 0,00 2,27 -0,21 

7. ɓAib 4,62 4,62 0,00 4,45 -0,17 4,45 -0,17 3,79 -0,83 

8. Cit 4,26 4,25 -0,01 4,10 -0,16 4,10 -0,16 3,45 -0,81 

9. ɔAba 3,33 4,02 0,69 3,71 0,38 3,29 -0,04 3,33 0,00 

10. Gln 3,18 3,19 0,01 3,15 -0,03 3,15 -0,03 2,69 -0,49 

11. Glu 2,57 2,57 0,00 2,57 0,00 2,57 0,00 2,31 -0,26 

12. Gly 3,67 3,34 -0,33 3,30 -0,37 3,60 -0,07 2,93 -0,74 

13. His 4,62 4,62 0,00 4,42 -0,20 4,42 -0,20 3,69 -0,93 

14. Ile 12,60 12,61 0,01 11,84 -0,76 11,52 -1,08 10,54 -2,06 

15. Leu 12,60 12,61 0,01 11,82 -0,78 11,36 -1,24 10,54 -2,06 

16. Met 10,50 10,51 0,01 9,99 -0,51 9,64 -0,86 8,68 -1,82 

17. Orn 12,60 12,61 0,01 11,82 -0,78 11,52 -1,08 10,36 -2,24 

18. Phe 12,60 12,61 0,01 11,86 -0,74 11,47 -1,13 10,48 -2,12 

19. Pro 4,15 4,14 0,00 4,02 -0,13 4,01 -0,14 3,41 -0,73 

20. Ser 4,03 3,34 -0,69 3,67 -0,36 3,91 -0,12 2,88 -1,15 

21. Tau 4,15 3,68 -0,46 3,59 -0,56 4,03 -0,11 3,07 -1,08 

22. Thr 5,02 5,02 0,00 4,80 -0,22 4,80 -0,22 4,09 -0,93 

23. Trp 12,60 12,61 0,01 11,83 -0,77 11,41 -1,19 10,42 -2,18 

24. Tyr 8,76 8,76 0,00 8,54 -0,22 8,06 -0,70 7,10 -1,66 

25. Val 4,26 4,25 -0,01 4,10 -0,16 4,10 -0,16 3,45 -0,81 

VidǛja novirze   0,12  0,34  0,38  1,05 
 

a
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz divu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu datiem (30 un 60 min lineǕrais 

gradients), lineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis 
b
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz struktȊrformulu un divu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu datiem (30 un 

60 min lineǕrais gradients), solvǕtu sorbcijas modeǸa ñotrǕ tuvinǕjumaò metode 
c
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz struktȊrformulu un vienu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu ( 60 min 

lineǕrais gradients), solvǕtu sorbcijas modeǸa ñpirmǕ tuvinǕjumaò metode 
d
 PrognozǛġana veikta, pamatojoties uz analizǛjamǕs vielas struktȊru, solvǕtu sorbcijas modeǸa ñnulles 

tuvinǕjumaò metode 
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Salǭdzinot iegȊtos rezultǕtus, izmantojot acetonitrilu un metanolu kǕ organiskos 

modificǛtǕjus, var redzǛt, ka rezultǕtu vidǛjǕs aritmǛtiskǕs vǛrtǭbas ir mazǕkas, izmantojot 

acetonitrilu, kas ir atspoguǸots 3.31. un 3.32. attǛlos. Pamatojoties uz apgrieztǕs fǕzes AEĠH 

izmantojamo organisko vielu klasifikǕciju, metanolam un acetonitrilam ir lǭdzǭgs izdalǭġanas 

stiprums [110]. SaskaǺǕ ar literatȊras datiem, polaritǕtes vǛrtǭbas ir PôMeOH=5,1 un PôACN=5,8, 

dielektriskǕs konstantes vǛrtǭbas ir ŮMeOH=32,7 un ŮACN=37,5. Neskatoties uz to, ka metanols 

un acetonitrils pieder pie daģǕdǕm selektivitǕtes grupǕm, to parciǕlǕs polaritǕtes vǛrtǭbas, 

iegȊtas, reizinot to ar protonu akceptoru enerǥiju, ir PôxeMeOH=2,448 un PôxeACN=1,798), 

parciǕlǕs polaritǕtes vǛrtǭbas, iegȊtas, reizinot to ar protonu donoru enerǥiju, ir 

PôxdMeOH=1,122 un PôxdACN=1,566 un parciǕlǕs polaritǕtes vǛrtǭbas, iegȊtas, reizinot to ar 

dipola-dipola mijiedarbǭbas enerǥiju, ir PôxmMeOH=1,581 and PôxmACN=2,436 [117-118, 120-

121]. ǹemot vǛrǕ ġos datus, var apgalvot, ka iedarbǭba ar metanolu ir izskaidrojama ar 

protonu akceptoru mijiedarbǭbu, savukǕrt, acetonitrilam atbilst dipola-dipola mijiedarbǭba. 

Neskatoties uz daģǕdiem organisko modificǛtǕju iedarbǭbas veidiem uz analizǛjamajiem 

savienojumiem, prognozǛġanas rezultǕti ir apmierinoġi abos gadǭjumos. 
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a) PicoTag C18

c) Zorbax CN

g) YMC-Pack C4

h) Mixed Mode RP-C18/Cation

j ) Mixed Mode RP-C8/Cation

b) SunFire C18

d) Zorbax SB-C8

f) Alltima C8

e) Nucleosil 100 C8 a LineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis, 

prognozǛġana veikta, pamatojoties uz diviem  

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem (30 un 60 min)

b SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñotrǕ tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu + diviem 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem (30 un 60 min)

c SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñpirmǕ tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu + vienu 

eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu ( 60 min)

d SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñnulles tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu
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3.31. att. PrognozǛto vǛrtǭbu vidǛjo novirģu salǭdzinǕjums daģǕdǕm prognozǛġanas 

metodǛm, organiskais modificǛtǕjs - acetonitril s.
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a) PicoTag C18

c) Zorbax CN

g) YMC-Pack C4

h) Mixed Mode RP-C18/Cation

j ) Mixed Mode RP-C8/Cation

b) SunFire C18

d) Zorbax SB-C8

f) Alltima C8

e) Nucleosil 100 C8 a LineǕrais ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelis, 

prognozǛġana veikta, pamatojoties uz diviem  

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem (30 un 60 min)

b SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñotrǕ tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu + diviem 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem (30 un 60 min)

c SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñpirmǕ tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu + vienu 

eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu ( 60 min)

d SolvǕtu sorbcijas modeǸa ñnulles tuvinǕjumaò 

metode, prognozǛġana veikta, pamatojoties uz 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu
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3.32. att. PrognozǛto vǛrtǭbu vidǛjo novirģu salǭdzinǕjums daģǕdǕm prognozǛġanas 

metodǛm, organiskais modificǛtǕjs - metanols. 
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Neskatoties uz acǭmredzami labǕkiem rezultǕtiem, prognozǛġanai izmantojot lineǕro 

ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli, nedrǭkst aizmirst, ka optimizǕcijas veikġanai modelim ir 

nepiecieġami divu eksperimentu rezultǕti ar nosacǭjumu, ka iegȊtajiem rezultǕtiem ir jǕbȊt ar 

labu analizǛjamo vielu joslu izġǵirġanu. MȊsu gadǭjumǕ prognozǛġana veikta, izmantojot 

divus lineǕros gradientus, kur pirmǕ gradienta laiks (30 min) bija mazǕks nekǕ prognozǛtais 

gradienta laiks (45 min) un otrǕ gradienta laiks bija lielǕks (60 min), kas ir Ǹoti labvǛlǭgi 

apstǕkǸi lineǕrajam ġǵǭdinǕtǕja spǛka modelim. AEĠH kolonnai Zorbax SB-C8 prognozǛġanas 

rezultǕti, izmantojot lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli, ir sliktǕki, nekǕ rezultǕti, kuri iegȊti ar 

solvǕtu sorbcijas modeli un vienu vai divu eksperimentǕlo rezultǕtu datiem gan ar acetonitrilu, 

gan ar metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 

KorelǕcija starp prognozǛtajiem un eksperimentǕlajiem rezultǕtiem ir apskatǕma 3.8. 

tabulǕ. 

3.8. tabula 

PrognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu korelǕcija 45 min lineǕrajam gradientam 

(0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B). PrognozǛġana balstǕs uz a)
 
divu eksperimentǕlo 

rezultǕtu datiem, b) struktȊrformulu un divu eksperimentǕlo datu rezultǕtiem, c) 

struktȊrformulu un vienu eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu, d) analizǛjamǕs vielas 

struktȊrformulu 

Sorbents 

KorelǕcijas koeficients (R
2
) 

ACN MeOH 

a b c d a b c d 

Pico Tag 

C18 
0,99998 0,9998 0,99998 0,64 0,99998 0,99998 0,9997 0,7 

SunFire 

C18 
0,97 0,9992 0,9991 0,96 0,98 0,9998 0,9997 0,99998 

Zorbax CN 0,99998 0,9991 0,99998 0,9992 0,99998 0,9996 0,99998 0,9995 

Zorbax SB-

C8 
0,91 0,996 0,9998 0,91 0,95 0,99998 0,9992 0,89 

Nucleosil 

100 C8 
0,99998 0,994 0,99998 0,65 0,99998 0,9986 0,9993 0,4 

Alltima C8 0,99998 0,997 0,9992 0,74 0,99998 0,9998 0,9995 0,8 

YMC-Pack 

C4 
0,99998 0,9992 0,99998 0,99998 0,994 0,997 0,99998 0,994 

Mixed 

Mode RP-
C18/Cation 

0,9997 0,992 0,9990 0,62 0,99998 0,9997 0,9996 0,998 

Mixed 

Mode RP-

C8/Cation 

0,9997 0,994 0,9992 0,998 0,999989 0,9991 0,998 0,9989 
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SolvǕtu sorbcijas modeǸa iegȊtie rezultǕti, veicot prognozǛġanu, izmantojot 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un viena vai divu eksperimentu datus, ir salǭdzinǕmi ar 

plaġi zinǕtniskajǕ literatȊrǕ aprakstǭtu lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli. PrognozǛġana, kas 

balstǭta tikai uz analizǛjamo vielu ǵǭmisko struktȊrformulu, nav tik precǭza, toties iegȊtos 

rezultǕtus var izmantot aptuvenai analǭzes laika un nepiecieġamǕ organiskǕ modificǛtǕja 

daudzuma aprǛǵinǕġanai. 

3.5. AminoskǕbju fenilizotiocianǕtu maisǭjuma atdalǭġanas optimizǕcija 

segmentǛtǕ gradienta apstǕkǸos. 

SegmentǛtǕ gradienta darba reģǭmǕ organiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija mainǕs 

nevienmǛrǭgi, kas Ǹauj panǕkt visu savienojumu atdalǭġanu. TǕ tiek plaġi pielietota AEĠH, jo 

dod iespǛju samazinǕt vielu izdalǭġanas laikus un uzlabot analǭtu izġǵirġanu. SegmentǛtǕ 

gradienta metode dod iespǛju sadalǭt vielas ar plaġu polaritǕtes diapazonu un izdalǭġanas 

ǭpaġǭbǕm vienǕ hromatogrammǕ. TǕ ir lielǕka metodes priekġrocǭba salǭdzinǕjumǕ ar 

izdalǭġanas izokrǕtiskǕs un lineǕrǕ gradienta metodǛm. 

Labi zinǕms fakts, ka segmentǛtǕ gradienta izstrǕde un optimizǕcija ir laikietilpǭgs un 

darbietilpǭgs process, kas prasa lielu eksperimentu skaitu. Toties tǕ ir nozǭmǭga 

hromatogrǕfijas speciǕlistiem, kuru uzdevums ir sadalǭt visas maisǭjumǕ esoġǕs vielas 

iespǛjami mazǕkǕ laika periodǕ. SolvǕtu sorbcijas modelis dod iespǛju veikt segmentǛtǕ 

gradienta izstrǕdi un optimizǕciju, kas var bȊtiski samazinǕt metodes izstrǕdes laiku un lǭdz ar 

to arǭ izmaksas. 

Izmantojot solvǕtu sorbcijas modeli, veiktas divas segmentǛtǕ gradienta izstrǕdes un 

optimizǕcijas pieejas, kuras ir salǭdzinǕtas savǕ starpǕ. DarbǕ izmantotǕ shǛma ir redzama 

3.33. attǛlǕ. 



90 

 

PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu struktȊrformula, kustǭgǕs un 

nekustǭgǕs fǕzes fizikǕli ǵǭmiskie raksturlielumi

+

SegmentǛtais gradients

45 min lineǕrǕ 

gradienta 

eksperimentǕli 

rezultǕti

+

45 min lineǕrǕ 

gradienta 

teorǛtiski 

(prognozǛti) 

rezultǕti

 

3.33.att. Darba shǛma segmentǛtǕ gradienta izstrǕdei aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu 

maisǭjuma atdalǭġanai. 

PirmajǕ gadǭjumǕ segmentǛtǕ gradienta izstrǕdei izmantoto analizǛjamo vielu struktȊra 

un analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametri, kuri iegȊti prognozǛġanas ceǸǕ 45 min (0,0 min 

0% B, 45,0 min 100% B) lineǕrajam gradientam ar Ănulles tuvinǕjumaò metodi, kas ir 

aprakstǭta darba 3.1. nodaǸǕ. Ġǭ pieeja dod iespǛju veikt segmentǛtǕ gradienta izstrǕdi, 

neveicot nevienu eksperimentu ï teorǛtiski iegȊts. OtrajǕ gadǭjumǕ segmentǛtǕ gradienta 

izstrǕdei izmantojǕm analizǛjamo vielu struktȊru un eksperimentǕli iegȊtos analizǛjamo vielu 

izdalǭġanas parametrus 45 min (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) lineǕrajam gradientam ï 

praktiski iegȊts. KǕ viens no piemǛriem 3.34. attǛlǕ ir atspoguǸots segmentǛtais gradients, 

iegȊts Pico Tag C18 kolonnai. TeorǛtiski iegȊts ir gradients, kurġ iegȊts no teorǛtiskajiem 

datiem, neveicot nevienu praktisko eksperimentu un praktiski iegȊts ir gradients, kurġ iegȊts, 

pamatojoties uz praktiskajiem datiem. 
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3.34. att. SegmentǛtie gradienti, iegȊti Pico Tag C18 kolonnai optimizǕcijas procesǕ 

abiem organiskajiem modificǛtǕjiem. 

Salǭdzinot segmentǛtos gradientus, iegȊtus teorǛtiskǕ un praktiskǕ ceǸǕ, to formu un 

ilgumu, var apgalvot ka Pico Tag C18 nekustǭgajai fǕzei gradienti ir lǭdzǭgi. To kopǛjais vielu 

izdalǭġanas laiks (gradienta ilgums) ir vienǕds, gradientu slǭpums un formas arǭ ir tuvas. 

OptimizǕcijas rezultǕtǕ iegȊtie segmentǛtie gradienti katrai kolonnai atseviġǵi ar abiem 

organiskajiem modificǛtǕjiem ir atspoguǸoti 4. pielikumǕ. BȊtiski gradienta kopǛjais ilgums 

starp teorǛtiski iegȊto un praktiski iegȊto atġǵiras SunFire C18, YMC-Pack C4 un Mixed 

Mode RP-C8/Cation kolonnǕm, izmantojot acetonitrilu, kur praktiski iegȊtǕ gradienta ilgums 

ir gandrǭz divas reizes mazǕks nekǕ teorǛtiski iegȊtǕ gradienta ilgums. Zorbax SB-C8 
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kolonnai, izmantojot metanolu, praktiski iegȊtais gradients arǭ ir gandrǭz divreiz ǭsǕks. Var 

secinǕt, ka teorǛtiski iegȊto segmentǛto gradientu laiki, iegȊti, balstoties uz analizǛjamo vielu 

struktȊrǕm un analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametriem, iegȊtiem prognozǛġanas ceǸǕ 45 

min (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), kopumǕ ir ilgǕki par gradientu laikiem, iegȊtiem, 

balstoties uz eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu vǛrtǭbǕm. 

Veicot segmentǛtǕ gradienta optimizǕciju, iegȊti aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumu simulǛti izdalǭġanas laiki. Ġie rezultǕti salǭdzinǕti ar eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem, izmantojot dotos segmentǛtos gradientus. Izdalǭġanas laika vǛrtǭbu starpǭbas starp 

prognozǛtajiem izdalǭġanas parametriem, izmantojot solvǕtu sorbcijas modeli un 

eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas parametriem gan teorǛtiski iegȊtajam gradientam, gan 

praktiski iegȊtajam gradientam, ir atspoguǸotas 3.35. attǛlǕ Pico Tag C18 nekustǭgajai fǕzei. 
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3.35. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba teorǛtiskajiem (ȹt1) un praktiski  iegȊtajiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtajam gradientam Pico Tag C18 nekustǭgajai fǕzei. 

IegȊtǕ izdalǭġanas laika starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

datiem diviem daģǕdiem segmentǛtǕ gradienta reģǭmiem Pico Tag C18 kolonnai liecina, ka 

izdalǭġanas laiki ir tuvi. Starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem nepǕrsniedz 2,01 minȊtes, izmantojot acetonitrilu un 1,88 minȊtes, izmantojot 

metanolu. Starpǭba starp rezultǕtiem, iegȊtiem, izmantojot teorǛtiski iegȊto gradienta reģǭmu 

un praktiski iegȊto gradienta reģǭmu, ir 1,10 minȊtes (Pro), izmantojot acetonitrilu un 3,02 

minȊtes (Tyr), izmantojot metanolu. LielǕka starpǭba starp rezultǕtiem, iegȊtiem, izmantojot 
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teorǛtiski iegȊto gradienta reģǭmu un praktiski iegȊto gradienta reģǭmu, ir 7,84 minȊtes (Orn) 

YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot acetonitrilu. ĠǕdu rezultǕtu atġǵirǭbu var izskaidrot ar 

praktiskǕ un teorǛtiskǕ gradienta laikiem, kuru ilgums atġǵiras divas reizes. Izmantojot 

metanolu, tǕ ir 17,57 minȊtes (Cit) Nucleosil 100 C8 kolonnai. MazǕka starpǭba starp 

rezultǕtiem, iegȊtiem, izmantojot teorǛtiski iegȊto gradienta reģǭmu un praktiski iegȊto 

gradienta reģǭmu, ir Zorbax CN kolonnai. Izmantojot acetonitrilu, tǕ ir 0,46 minȊtes (His) un, 

izmantojot metanolu, tǕ ir 0,66 minȊtes (Trp). 

AnalizǛjot iegȊtos rezultǕtus, var apgalvot, ka precǭzǕka analizǛjamo vielu izdalǭġanas 

parametru noteikġana ir iespǛjama, veicot segmentǛtǕ gradienta optimizǕciju, pamatojoties uz 

analizǛjamo vielu struktȊrformulu un eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas parametru datiem. 

Ġǭ sakarǭba ir acǭmredzama abiem organiskajiem modificǛtǕjiem. TomǛr nevar noliegt, ka 

iegȊtie izdalǭġanas parametri, izmantojot segmentǛto gradientu, optimizǛtu tikai pǛc 

struktȊrformulas un prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtajiem analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas 

parametriem, respektǭvi neveicot nevienu eksperimentu, ir salǭdzinǕmi ar iegȊtajiem 

rezultǕtiem, izmantojot eksperimentǕlos datus. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa segmentǛtǕ gradienta optimizǕcijas un analizǛjamo vielu 

izdalǭġanas parametru prognozǛġanas iespǛjas var raksturot ar korelǕcijas koeficientiem starp 

prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem. AprǛǵinǕtie korelǕcijas koeficienti 

ir atspoguǸoti 3.9. tabulǕ.  

KorelǕcijas pǕrbaudei izmantoti eksperimentǕli iegȊtie dati un dati, kuri iegȊti 

prognozǛġanas rezultǕtǕ: 1) prognozǛġanai izmantojot analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un 

prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtos izdalǭġanas parametrus 45 min lineǕrajam gradientam; 2) 

prognozǛġanai izmantojot analizǛjamǕs vielas struktȊrformulas un eksperimentǕli iegȊtos 

izdalǭġanas parametrus 45 min lineǕrajam gradientam. KorelǕcijas koeficienti ir apskatǕmi 

3.9. tabulǕ. 
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3.9. tabula. 

KorelǕcijas koeficienti starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli noteiktajiem rezultǕtiem 

segmentǛtajam gradientiem 

Sorbents 

1
KorelǕcijas koeficients (R

2
) 

2
KorelǕcijas koeficients (R

2
) 

ACN MeOH ACN MeOH 

Pico Tag C18 0,990 0,998 0,990 0,991 

SunFire C18 0,97 0,997 0,995 0,998 

Zorbax CN 0,998 0,9993 0,996 0,994 

Zorbax SB-C8 0,95 0,997 0,995 0,998 

Nucleosil 100 C8 0,995 0,87 0,9990 0,9987 

Alltima C8 0,997 0,997 0,992 0,997 

YMC-Pack C4 0,95 0,93 0,996 0,9990 

Mixed Mode RP-

C18/Cation 0,95 0,993 0,988 0,993 

Mixed Mode RP-C8/Cation 0,9989 0,997 0,997 0,9997 
 

1
 AprǛǵinǕts korelǕcijas koeficients prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, 

 prognozǛġanai izmantojot analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtos  

izdalǭġanas parametrus 45 min lineǕrajam gradientam 
2
 AprǛǵinǕts korelǕcijas koeficients prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem,  

prognozǛġanai izmantojot analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un eksperimentǕli iegȊtos izdalǭġanas  

parametrus 45 min lineǕrajam gradientam 

SolvǕtu sorbcijas modelis ir piemǛrots segmentǛtǕ gradienta optimizǕcijai, labǕki 

rezultǕti un analizǛjamo vielu izġǵirġana ir sagaidǕma, veicot optimizǕciju, pamatojoties uz 

vielu struktȊru un eksperimentǕliem datiem. AnalizǛjot iegȊtos rezultǕtus, mǛs konstatǛjǕm, 

ka labǕka analizǛjamo vielu izġǵirġana ir sasniegta ar Pico Tag C18 kolonnu un acetonitrilu kǕ 

organisko modificǛtǕju. Ġǭ kolonna satur oktadecil grupu nekustǭgrajǕ fǕzǛ, kas ir piemǛrota 

apgrieztǕs fǕzes hromatogrǕfijai, kǕ arǭ salǭdzinǕjumǕ ar citǕm kolonnǕm tai ir augstǕka 

polaritǕtes seliktivitǕte un augsta sorbenta izmǛra selektivitǕte. 

PrognozǛtǕs un eksperimentǕli iegȊtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums Pico Tag C18 

kolonnai, strǕdǕjot ar teorǛtiski iegȊto segmentǛto gradientu, ir atspoguǸots 3.36. attǛlǕ. 

SegmentǛtǕ gradienta optimizǕcijai izmantotas analizǛjamo vielu struktȊrformulas un 

prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtie izdalǭġanas parametri 45 min lineǕrajam gradientam. 
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3.36. att. EksperimentǕli iegȊtǕs un prognozǛtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums, 

strǕdǕjot ar optimizǛtu segmentǛto gradientu, pamatojoties uz analizǛjamo vielu 

struktȊrformulu un prognozǛġanas rezultǕtǕ iegȊtajiem izdalǭġanas parametriem 45 min 

lineǕrajam gradientam, Pico Tag C18 kolonnai, organiskais modificǛtǕjs ï acetonitrils. 

R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie reaǥenta piemaisǭjumi. 

3.37. attǛlǕ ir atspoguǸotas prognozǛtǕs un eksperimentǕli iegȊtǕs hromatogrammas 

salǭdzinǕjums Pico Tag C18 kolonnai, izmantojot praktiski iegȊto segmentǛto gradientu. 

SegmentǛtǕ gradienta optimizǕcijai izmantotas analizǛjamo vielu struktȊrformulas un 

eksperimentǕli iegȊtie izdalǭġanas parametri 45 min lineǕrajam gradientam. 
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3.37. att. EksperimentǕli iegȊtǕs un prognozǛtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums, 

strǕdǕjot ar optimizǛtu segmentǛto gradientu, pamatojoties uz analizǛjamo vielu 

struktȊrformulu un eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas parametriem 45 min 

lineǕrajam gradientam, Pico Tag C18 kolonnai, organiskais modificǛtǕjs ï acetonitrils. 

R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie reaǥenta piemaisǭjumi. 
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Eksperimenta rezultǕtǕ ir panǕkta laba analizǛjamo savienojumu izġǵirġana samǛrǕ ǭsǕ 

hromatogrammas izdalǭġanas laikǕ, izmantojot gan teorǛtiski, gan praktiski iegȊtos datus. No 

tǕ var secinǕt, ka solvǕtu sorbcijas modelis ir piemǛrots segmentǛtǕ gradienta optimizǕcijai. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa praktiskǕ lietderǭba ir izpǛtǭta, veicot metodes izstrǕdi un 

labǕku apstǕkǸu optimizǕciju aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka 

bioloǥiskajos materiǕlos. 

3.6. SolvǕtu sorbcijas modeǸa praktiska pielietoġana metodes izstrǕdǛ 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka asins 

serumǕ. 

ZinǕġanas par aminoskǕbju sastǕvu cilvǛka bioloǥiskajǕ materiǕlǕ ir svarǭgas metabolo 

patoloǥiju diagnostikǕ. Zinot aminoskǕbju koncentrǕcijas, var noteikt vairǕkas metabolas 

patoloǥijas, kuru savlaicǭga ǕrstǛġana var ievǛrojami uzlabot pacientu dzǭves kvalitǕti. Vesela 

cilvǛka aminoskǕbju kvantitatǭvs un kvalitatǭvs sastǕvs bioloǥiskajos materiǕlos ir zinǕms, 

lǭdz ar to aminoskǕbju metodes izstrǕdei un optimizǕcijai var izmantot solvǕtu sorbcijas 

modeli [122-125]. SalǭdzinǕjumǕ ar citiem bioloǥiskajiem materiǕliem (asins plazma un urǭns) 

cilvǛka asins serums ir paraugs ar vieglǕku matricu. Asins seruma parauga Ǻemġanas stobrs 

nesatur nekǕdas piedevas. SavukǕrt, urǭns ir paraugs ar vissareģǥǭtǕko matricu, jo ar urǭnu no 

organisma tiek izvadǭtas nevajadzǭgǕs un kaitǭgǕs vielas. Lǭdz ar to darbǕ kǕ analizǛjamais 

paraugs ir izmantots references materiǕls (liofilizǛts cilvǛka asins serums), kuru var 

pielǭdzinǕt sertificǛtam references materiǕlam ar zinǕmu aminoskǕbju sastǕvu. IzmantotajǕ 

references materiǕlǕ aminoskǕbju koncentrǕcijas un sastǕvs ir atbilstoġs vesela cilvǛka normas 

vǛrtǭbǕm vecuma grupǕ pǛc 18 gadiem. References materiǕlǕ esoġo aminoskǕbju sastǕvs ir 

attǛlots 3.10. tabulǕ. 
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3.10. tabula 

IzmantotǕ asins seruma references materiǕla sastǕvs un molǕrǕ koncentrǕcija (C) ar 

absolȊtu nenoteiktǭbas vǛrtǭbu 

Nr.p.k.  AminoskǕbes SaǭsinǕjumi C, ɛmolϊL -1
 

1. Ŭ-AminosviestskǕbe Aab 33,4Ñ0,6 

2. Alanǭns Ala 371Ñ4 

3. Arginǭns Arg 316Ñ4 

4. Asparagǭns Asn 116Ñ3 

5. AsparagǭnskǕbe Asp 47,9Ñ1,1 

6. Citrulǭns Cit 120Ñ2 

7. Cistationǭns Hcy(Ala) 32,9Ñ1,1 

8. Cistǭns Cys 41,4Ñ0,6 

9. Glutamǭns Gln 785Ñ10 

10. GlutamǭnskǕbe Glu 93,5Ñ1,5 

11. Glicǭns Gly 511Ñ6 

12. Histidǭns His 154Ñ2 

13. Hidroksiprolǭns Hyp 60,6Ñ1,4 

14. Izoleicǭns Ile 255Ñ3 

15. Leicǭns Leu 396Ñ5 

16. Lizǭns Lys 171Ñ2 

17. Metionǭns Met 273Ñ3 

18. Ornitǭns Orn 327Ñ4 

19. Fenilalanǭns Phe 350Ñ4 

20. Prolǭns Pro 243Ñ3 

21. Sarkozǭns Sarkoz 79,2Ñ1,8 

22. Serǭns Ser 150Ñ2 

23. Taurǭns Tau 140Ñ2 

24. Treonǭns Thr 160Ñ1 

25. TriptofǕns Trp 35,6Ñ1,4 

26. Tirozǭns Tyr 82,6Ñ0,4 

27. Valǭns Val 386Ñ3 
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AtġǵirǭbǕ no laboratorijǕ sagatavota aminoskǕbju maisǭjuma, kuru izmantoja solvǕtu 

sorbcijas modeǸa pǛtǭjumam, references materiǕls nesatur Ŭ-aminoadipǭnskǕbi, ɓ-

aminoizosviestskǕbi un ɔ-aminosviestskǕbi. Papildus iepriekġ analizǛtajǕm aminoskǕbǛm 

references materiǕls satur cistationǭnu, cisteǭnu, hidroksiprolǭnu, lizǭnu un sarkozǭnu. Lai 

varǛtu veikt ne tikai kvalitatǭvo, bet arǭ kvantitatǭvo aminoskǕbju noteikġanu, paraugiem tika 

pievienots iekġǛjais standarts (IS). Metionǭnsulfons izvǛlǛts kǕ iekġǛjais standarts, jo tas nav 

raksturǭgs cilvǛka bioloǥiskajam materiǕlam. Ġo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu 

struktȊrformulas ir apskatǕmas 3.38. attǛlǕ. Paraugu sagatavoġanai references materiǕla 

(liofilizǛts cilvǛka asins serums) paraugam pievienoja iekġǛjo standartu ar tilpuma attiecǭbu 

1:1. IekġǛjais standarts sagatavots tieġi tǕpat kǕ visi pǕrǛjie darbǕ izmantotie aminoskǕbju 

ġǵǭdumi (2.3.1.). Pirms references materiǕla paraugu izmantoja derivatizǕcijas reakcijai, tas 

tika centrifugǛts caur proteǭnu saistoġo filtr u, lielmolekulǕro savienojumu >3000 gϊmol
-1
 

atdalǭġanai. 
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3.38. att. AnalizǛjamo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu struktȊrformulas: (1) 

cistationǭns; (2) cisteǭns; (3) hidroksiprolǭns; (4) lizǭns; (5) sarkozǭns (6) metionǭnsulfons. 
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Veicot solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕtes izpǛti augsti polǕru savienojumu 

izdalǭġanas parametru prognozǛġanai, ir konstatǛts, ka labǕki rezultǕti ir sasniedzami ar 

apgrieztajai fǕzei piemǛrotǕku oktadecil (C18) nekustǭgo fǕzi ar lielǕkiem sorbenta izmǛra 

selektivitǕtes un polaritǕtes selektivitǕtes rǕdǭtǕjiem. AminoskǕbju fenilizotiocianǕtu 

atvasinǕjumu praktiskai metodes izstrǕdei un optimizǕcijai ir izvǛlǛta Pico Tag C18 kolonna 

(3,9x300mm, 4,0ɛm), jo tai ir labǕki sorbenta izmǛra selektivitǕtes un polaritǕtes 

selektivitǕtes parametri (3.1. tabula). KustǭgǕs fǕzes sastǕvǕ organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils. DarbǕ izmantotǕ shǛma solvǕtu sorbcijas modeǸa praktiskai pielietoġanai metodes 

izstrǕdei aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka asins serumǕ ir 

redzama 3.39. attǛlǕ. 

PrognozǛġanai 

izmantojamie parametr i

PrognozǛġanas rezultǕts

AnalizǛjamo vielu 

struktȊrformula, nekustǭgǕs 

fǕzes (PicoTag C18) un 

kustǭgǕs fǕzes (ACN) fizikǕli 

ǵǭmiskie raksturlielumi

SegmentǛts gradients 

(teorǛtiski iegȊtie izdalǭġanas 

laiki) 

OptimizǛts segmentǛts 

gradients

+

AnalizǛjamo vielu 

struktȊrformula, nekustǭgǕs 

fǕzes (PicoTag C18) un 

kustǭgǕs fǕzes (ACN) fizikǕli 

ǵǭmiskie raksturlielumi

1. Eksperimenta rezultǕtǕ 

iegȊtais segmentǛts gradients 

(teorǛtiski iegȊtie izdalǭġanas 

laiki) 

1. Eksperiments 2. Eksperiments

 

3.39.att. Darba shǛma solvǕtu sorbcijas modeǸa praktiskas pielietoġanas metodes izstrǕdei 

un optimizǕcijai aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka asins 

serumǕ. 

Izmantojot analizǛjamo vielu struktȊrformulas, veikta Ănulles tuvinǕjumaò metodes 

prognozǛġana. PrognozǛġanas rezultǕtǕ ir iegȊts segmentǛtais gradients, kurġ nodroġina labǕku 

analizǛjamo vielu izġǵirġanu. PrognozǛġanas procesǕ iegȊtais segmentǛtais gradients ir 

redzams 3.40. attǛlǕ. 
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8 37,0 32
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10 41,0 80

11 45,0 80

Nr.p.k. t, min   W, %   

 
3.40. att. SegmentǛtais gradients, iegȊts prognozǛġanas ceǸǕ, balstoties uz analizǛjamo 

vielu struktȊrformulǕm. 

SolvǕtu sorbcijas modeǸa izpǛtei veikts eksperiments, izmantojot teorǛtiski iegȊto 

segmentǛto gradientu (3.40 att.). TeorǛtiski iegȊtǕ analizǛjamo vielu hromatogramma ir 

salǭdzinǕta ar praktiski iegȊto hromatogrammu, izmantojot piedǕvǕto segmentǛto gradientu. 

Hromatogrammu salǭdzinǕjumu var apskatǭt 3.41. attǛlǕ. 
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3.41. att. EksperimentǕli iegȊtǕs un prognozǛtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums. 

SegmentǛtais gradients izveidots, balstoties uz analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu. R1 

un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie reaǥenta piemaisǭjumi. 

KǕ var redzǛt, analizǛjamo vielu izdalǭġanas secǭba hromatogrammǕ, iegȊta 

prognozǛġanas ceǸǕ, pilnǭgi atbilst analizǛjamo vielu izdalǭġanas secǭbai, iegȊtai 

eksperimentǕlos apstǕkǸos. Starpǭba starp prognozǛtajiem izdalǭġanas laikiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas laikiem nepǕrsniedz 2,5 minȊtes (Aab), kas sastǕda 

5,6%. Diviem aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumiem starpǭba starp prognozǛtajiem 

izdalǭġanas laikiem un eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas laikiem ir 2,2 minȊtes (4,9%), 

trim aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumiem tǕ ir 2,1 minȊtes (4,7%). Starpǭba starp 
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prognozǛtajiem izdalǭġanas laikiem un eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas laikiem no 1,0 

lǭdz 2,0 minȊtǛm ir 4 aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumiem. PǕrǛjiem 18 analǭtiem 

tǕ ir mazǕka par 1,0 minȊti. Izdalǭġanas laika starpǭbu, iegȊtu starp prognozǛtajiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem rezultǕtiem, var redzǛt 3.11. tabulǕ. 

3.11. tabula 

AnalizǛjamo vielu izdalǭġanas laika salǭdzinǕjums prognozǛtajiem un eksperimentǕli 

iegȊtajiem rezultǕtiem 

Nr.p.k  Analǭts t prognoz., min t eksp., min ȹt., min 

1. Asp 3,17 3,17 0,0 

2. Glu 3,63 3,62 0,0 

3. Hyp 6,62 6,55 0,1 

4. Ser 8,34 8,24 0,1 

5. Asn 8,84 8,70 0,1 

6. Gly 9,31 9,19 0,1 

7. Gln 9,86 10,02 -0,2 

8. Sar 10,98 11,42 -0,4 

9. Tau 11,75 12,45 -0,7 

10. His 12,60 13,37 -0,8 

11. Cit 13,53 14,05 -0,5 

12. Thr 14,46 15,20 -0,7 

13. Ala 15,30 15,85 -0,5 

14. Arg 16,60 17,22 -0,6 

15. IS 18,50 18,31 0,2 

16. Pro 19,68 19,85 -0,2 

17. Aab 27,21 29,69 -2,5 

18. Tyr 30,48 31,75 -1,3 

19. Val 32,08 33,00 -0,9 

20. Met 32,96 34,13 -1,2 

21. Cys 34,71 33,75 1,0 

22. Hcy(Ala) 36,25 37,91 -1,7 

23. Ile 37,97 40,19 -2,2 

24. Leu 38,59 40,74 -2,2 

25. Phe 41,00 43,06 -2,1 

26. Trp 41,62 43,69 -2,1 

27. Orn 41,82 43,89 -2,1 

28. Lys 43,61 45,20 -1,6 

Var novǛrot tendenci, ka starpǭba starp prognozǛtajiem izdalǭġanas laikiem un 

eksperimentǕli iegȊtajiem izdalǭġanas laikiem palielinǕs lǭdz ar pieaugoġo analǭtu skaitu un 

attiecǭgi hromatogrammas ilgumu. PǛc literatȊras datiem maksimǕlais komponentu skaits, 
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izmantojams solvǕtu sorbcijas modeǸa darbǭbas aprakstǭġanai, bija 10 komponentu sistǛma [5]. 

Lǭdz ar to var pieǺemt, ka viens no solvǕtu sorbcijas modeǸa darbǭbas ierobeģojumiem ir 

komponentu skaits. TomǛr ġǭ apgalvojuma pǕrbaudei ir jǕveic atseviġǵs pǛtǭjums, izmantojot 

gan citus savienojumus, gan arǭ citus hromatogrǕfijas apstǕkǸus. 

Izmantojot segmentǛto gradientu, modulǛtu, pamatojoties tikai uz analizǛjamo vielu 

struktȊrformulǕm, analizǛjamo vielu joslu izġǵirġana ir apmierinoġa. KopǛjais 28 analizǛjamo 

vielu izdalǭġanas laiks ir 45,2 minȊtes. IegȊtos datus var izmantot aminoskǕbju spektra 

noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajǕ materiǕlǕ. SavukǕrt veicot segmentǛtǕ gradienta optimizǕciju, 

var mǛǥinǕt samazinǕt analizǛjamo vielu izdalǭġanas laiku, ar nosacǭjumu, ka joslu izġǵirġana 

nesamazinǕsies.  

SegmentǛtǕ gradienta optimizǕcijai izmantota solvǕtu sorbcijas modeǸa ĂpirmǕ 

tuvinǕjumaò metode. OptimizǕcijai izmantotas analizǛjamo vielu struktȊrformulas un Ănulles 

tuvinǕjumaò metodes pǕrbaudei izmantoti eksperimentǕli iegȊtie analizǛjamo vielu 

izdalǭġanas laiki. OptimizǕciju var veikt arǭ izmantojot matemǕtisko iterǕciju, kur 

prognozǛġanai izmanto ñnulles tuvinǕjumaò metodes rezultǕtǕ iegȊtos datus. ĂPirmǕ 

tuvinǕjumaò metodes rezultǕtǕ iegȊto segmentǛto gradientu var redzǛt 3.42. attǛlǕ. 
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3.42. att. SegmentǛtais gradients, iegȊts ĂpirmǕ tuvinǕjumaò metodes rezultǕtǕ. 
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KǕ var redzǛt ĂpirmǕ tuvinǕjumaò metodes prognozǛġanas rezultǕtǕ, iegȊtais 

segmentǛtais gradients ir vienkǕrġǕks par segmentǛto gradientu, iegȊtu Ănulles tuvinǕjumaò 

metodes rezultǕtǕ. Izmantojot jauniegȊto segmentǛto gradientu (3.42. att.), ir veikts 

eksperiments. PrognozǛġanas un eksperimentǕli iegȊto hromatogrammu salǭdzinǕjums ir 

redzams 3.43. attǛlǕ. 
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3.43. att. EksperimentǕli iegȊtǕs un prognozǛtǕs hromatogrammas salǭdzinǕjums. 

SegmentǛtais gradients izveidots, balstoties uz analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un 

viena eksperimentǕli iegȊtǕ izdalǭġanas laika datiem. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas 

rezultǕtǕ liekie reaǥenta piemaisǭjumi. 
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IegȊtie rezultǕti apliecina, ka aminoskǕbju izdalǭġanas secǭba atbilst prognozǛtajai 

aminoskǕbju izdalǭġanas secǭbai. Gradienta optimizǕcijas rezultǕtǕ kopǛjais eksperimentǕli 

iegȊtais aminoskǕbju izdalǭġanas laiks samazinǕjǕs par 10 minȊtǛm, kas sastǕda 21%, 

saglabǕjot darbam atbilstoġu joslu izġǵirġanu. AnalizǛjamo vielu joslu izġǵirġana ir 

atspoguǸota 3.12. tabulǕ. 

3.12. tabula 

AnalizǛjamo aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu joslu izġǵirġana bioloǥiskajǕ 

materiǕlǕ, iegȊta optimizǛtam gradientam 

Nr.p.k Analǭts R (joslu izġǵirġana) 

1. Asp  

2. Glu 1,3 

3. Hyp 6,5 

4. Ser 3,5 

5. Asn 1,3 

6. Gly 1,0 

7. Gln 2,0 

8. Sar 1,5 

9. Tau 2,3 

10. His 1,8 

11. Cit 1,4 

12. Thr 1,5 

13. Ala 1,1 

14. Arg 1,6 

15. IS 2,0 

16. Pro 3,0 

17. Aab 9,0 

18. Tyr 3,2 

19. Val 1,6 

20. Met 1,6 

21. Cys 3,2 

22. Hcy(Ala) 2,6 

23. Ile 1,6 

24. Leu 1,5 

25. Phe 2,0 

26. Trp 1,0 

27. Orn 1,3 

28. Lys 1,4 
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Joslu izġǵirġana (R) zemǕka par 1 nav novǛrojama nevienam aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumam. Joslu izġǵirġana 1 ir novǛrojama starp asparagǭna (Asn) un 

glicǭna (Gly) fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem, kǕ arǭ fenilalanǭna (Phe) un triptofǕna (Trp) 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem. AugstefektǭvǕs ġǵidruma hromatogrǕfijas metodei 

ieteicamǕ joslu izġǵirġana ir lielǕka vai vienǕda ar 1,5 [7, 8]. Veicot daudzkomponentu 

maisǭjuma atdalǭġanu, joslu izġǵirġanas parametri samazinǕs, turklǕt jǕatceras, ka, palielienot 

joslu izġǵirġanu, analǭzes laiks tiek pagarinǕts. ĠǕdu joslu izġǵirġanu (R=1) var uzskatǭt par 

pietiekoġu daudzkomponentu maisǭjuma kvantitatǭvai analǭzei. 

Izdalǭġanas laika starpǭbu starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

izdalǭġanas laikiem var apskatǭt 3.44. attǛlǕ. 

 

-1,0

-0,6

-0,2

0,2

0,6

1,0

1,4

A
s
p

G
lu

H
y
p

S
e
r

A
s
n

G
ly

G
ln

S
a
r

T
a
u

H
is

C
it

T
h

r

A
la

A
rg IS

P
ro

A
a

b

T
y
r

V
a

l

M
e

t

C
y
s

H
c
y
(A

la
)

Il
e

L
e
u

P
h

e

T
rp

O
rn

L
y
s

ȹ
t,
 m

in

 

3.44. att. Izdalǭġanas laika starpǭba starp prognozǛtajiem un eksperimentǕli iegȊtajiem 

rezultǕtiem, izmantojot segmentǛto gradientu, iegȊtu pǛc ĂpirmǕ tuvinǕjumaò metodes. 

Izdalǭġanas laika starpǭba nepǕrsniedz 1,38 minȊtes (Lys), turklǕt eksperimentǕli 

iegȊtais analizǛjamo vielu izdalǭġanas laiks ir mazǕks, nekǕ prognozǛtais izdalǭġanas laiks. 

Veicot prognozǛġanu, tiek pieǺemts, ka analizǛjamo vielu koncentrǕcijas ir vienǕdas. 

FaktiskajǕ analizǛjamajǕ paraugǕ (cilvǛka asins seruma references materiǕls) aminoskǕbju 

koncentrǕcijas ir daģǕdas. Tas varǛtu izskaidrot prognozǛto un eksperimentǕli iegȊto rezultǕtu 

izdalǭġanas laika starpǭbu.  

KǕ var secinǕt no iegȊtajiem rezultǕtiem, segmentǛtais gradients, iegȊts tikai no 

analizǛjamo vielu struktȊrformulas, Ǹauj panǕkt visu analizǛjamo vielu atdalǭġanu. Izmantojot 

segmentǛto gradientu, kas pamatojas uz analizǛjamo vielu struktȊrformulǕm un viena 
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eksperimenta datiem, ir panǕkta kopǛjǕ analǭzes laika samazinǕġanǕs, saglabǕjot visu 

analizǛjamo vielu atdalǭġanu.  

Veicot kvantitatǭvo cilvǛka bioloǥiskǕ materiǕla analǭzi, ir jǕǺem vǛrǕ, ka vairǕku 

metabolo patoloǥiju gadǭjumǕ mainǕs ne tikai bioloǥiskǕ materiǕla kvantitatǭvais, bet arǭ 

kvalitatǭvais sastǕvs. TǕ ArgininosukcinskǕbes acidȊrijas (OMIM nr. 207900) gadǭjumǕ 

organismǕ netiek izstrǕdǕta argininosukcinliǕze, kura, savukǕrt, urea cikla metabolajǕ ceǸǕ 

nepǕrveido argininosukcinskǕbi (IUPAC: N-[{[(4S)-4-amino-4-

carboxybutyl]amino}(imino)methyl]-L-aspartic acid) par arginǭnu. TǕ rezultǕtǕ organismǕ 

uzkrǕjas argininosukcinskǕbe, kurai veselǕ cilvǛka organismǕ nav jǕbȊt, kǕ arǭ ievǛrojami 

palielinǕs citrulǭna koncentrǕcija [127-128]. MȊsu gadǭjumǕ ir svarǭgi saprast, vai izstrǕdǕtais 

un optimizǛtais segmentǛtais gradients aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu 

noteikġanai ir efektǭvs reǕlǕ darbǕ ne tikai veselu cilvǛku bioloǥiskǕ materiǕla analǭzei, bet arǭ 

aminoskǕbju acidȊriju un/vai acidǛmiju selektǭvam skrǭningam. No praktiskǕ viedokǸa ir 

svarǭgi pǕrbaudǭt, vai, izmantojot doto metodi, ir iespǛjams noteikt arǭ citus aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumus, kuri nav raksturǭgi vesela cilvǛka aminoskǕbju spektram.  

Izmantojot izstrǕdǕto metodi un optimizǛto segmentǛto gradientu (3.42. att.), veiktas 

vairǕkas cilvǛka bioloǥisko materiǕlu analǭzes ar zinǕmǕm aminoskǕbju patoloǥijǕm. Par 

analizǛjamiem paraugiem ir izmantoti laboratorijǕ pieejamie references materiǕli (asins 

plazma un urǭns) no Eiropas pǛtniecǭbas shǛmas par iedzimto vielmaiǺas traucǛjumu skrǭninga 

novǛrtǛġanu un uzlaboġanu, diagnosticǛġanu un ǕrstǛġanu (European Research Network for 

evaluation and improvement of screening, Diagnosis and treatment of Inherited disorders of 

Metabolism ERNDIM QUALITATIVE SCHEMES) [126]. 

IegȊtǕ aminoskǕbju hromatogramma pacientam (vecums 24 gadi) ar 

ArgininosukcinskǕbes acidȊriju ir redzama 3.45. attǛlǕ.  
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3.45. att. EksperimentǕli iegȊtǕ hromatogramma pacientam ar diagnosticǛtu 

ArgininosukcinskǕbes acidȊriju. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie 

reaǥenta piemaisǭjumi 

ArgininosukcinskǕbes acidȊrijas diagnostika balstǕs uz sekojoġǕm laboratorijas 

atradnǛm: paugstinǕtas amonija, citrulǭna un argininosukcinskǕbes koncentrǕcijas asins 

plazmǕ. TǕlǕkai diagnozes apstiprinǕġanai veic gǛna analǭzi [128,129]. KǕ var redzǛt 3.45. 

attǛlǕ, izmantojot izveidoto segmentǛto gradientu (3.42. att), var labi atdalǭt 

argininosukcinskǕbi, kura nav raksturǭga vesela cilvǛka aminoskǕbju spektram, kǕ arǭ 

saglabǕjas pietiekoġi laba joslu izġǵirġana citrulǭnam, neskatoties uz ievǛrojami paaugstinǕtu 

koncentrǕciju (virs 3 reizǛm no normas augstǕkǕs robeģas). 

NǕkamǕ cilvǛka bioloǥiskajam materiǕlam neraksturǭga aminoskǕbe ir saharopǭns 

(IUPAC: 2-[(5-Amino-5-carboxypentyl)amino]pentanedioic acid). Saharopǭns veidojas 

bifunkcionǕlǕ enzǭma alfa-aminoadipinsemialdehǭda sintetǕzes darbǭbas traucǛjuma dǛǸ. TǕ 

rezultǕtǕ organismǕ uzkrǕjas saharopǭns un lizǭns [128, 129]. AminoskǕbju spektru pacientam 

(vecums 22 gadi), kuram ir diagnosticǛta SaharopinȊrija (OMIM nr. 268700), var redzǛt 3.46. 

attǛlǕ. 
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3.46. att. EksperimentǕli iegȊtǕ hromatogramma pacientam ar diagnosticǛtu 

SaharopinȊriju. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie reaǥenta 

piemaisǭjumi 

KǕ var redzǛt no iegȊtǕs hromatogrammas, saharopǭna joslu izġǵirġana ir laba. Lizǭns, 

kura koncentrǕcija pǕrsniedz normas augstǕko vǛrtǭbu vairǕk nekǕ 7 reizes, arǭ ir pietiekami 

atdalǭts no ornitǭna, neskatoties uz joslas platumu. 

VǛl viena metabolǕ patoloǥija, kura atstǕj iespaidu uz aminoskǕbju spektru, ir KǸavu 

lapas sǭrupa slimǭba (OMIM nr. 248600). Pacienta hromatogramma, kuram ir konstatǛta 

KǸavu lapas sǭrupa slimǭba, ir redzama 3.47. attǛlǕ.  
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3.47. att. EksperimentǕli iegȊtǕ hromatogramma pacientam ar diagnosticǛtu KǸavu lapu 

sǭrupa slimǭbu. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie reaǥenta piemaisǭjumi 

KǕ var redzǛt no iegȊtǕs hromatogrammas, visu aminoskǕbju smaiǸu intensitǕtes ir 

lielǕkas nekǕ iepriekġ apskatǭtajos gadǭjumos. Tas ir izskaidrojams ar pacienta vecumu (2 

gadi). Atbilstoġi vecuma grupai, bǛrniem visu aminoskǕbju koncentrǕcijas ir augstǕkas nekǕ 

pieauguġa cilvǛka aminoskǕbju koncentrǕcijas. Neskatoties uz to, visas analizǛjamǕs vielas ir 

atdalǭtas. KǸavu lapas sǭrupa slimǭbas gadǭjumǕ cilvǛka asins plazmǕ var redzǛt zaroto ǵǛģu 
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aminoskǕbju (valǭns, leicǭns un izoleicǭns) paaugstinǕtas koncentrǕcijas. DiagnosticǛjoġǕ 

aminoskǕbe, kura nav vesela cilvǛka bioloǥiskajǕ materiǕlǕ, ir aloizoleicǭns (IUPAC: (2S,3R)-

2-Amino-3-methylpentanoic acid). KǕ var redzǛt 3.47. attǛlǕ, aloizoleicǭns (31,75 min) izdalǕs 

starp izoleicǭnu (31,24 min) un leicǭnu (32,07). ĠajǕ gadǭjumǕ var redzǛt, ka joslu atdalǭġana 

nav augsta, tomǛr to var uzskatǭt par pietiekoġu KǸavu lapas sǭrupa slimǭbas selektǭvajam 

skrǭningam, Ǻemot vǛrǕ, ka visu ġo aminoskǕbju koncentrǕcijas ir ievǛrojami paaugstinǕtas. 

Nepiecieġamǭbas gadǭjumǕ, ja aminoskǕbju koncentrǕcijas ir pǕrǕk augstas, kvantitatǭvai 

noteikġanai un/vai labǕkai joslu atdalǭġanai veic parauga atġǵaidǭġanu. ĠajǕ gadǭjumǕ paraugs 

tika atġǵaidǭts 10 reizes, lai varǛtu aprǛǵinǕt zaroto ǵǛģu aminoskǕbju kvantitatǭvo sastǕvu. 

Veiktie eksperimenti pierǕda, ka izstrǕdǕtǕ aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu 

atvasinǕjumu noteikġanas metode ir aktuǕla ne tikai darbǕ ar asins serumu, kurġ tika izmantots 

iepriekġǛjos eksperimentos metodes izstrǕdei un optimizǕcijai, bet arǭ veicot analǭzi, strǕdǕjot 

ar asins plazmu, kura atġǵirǭbǕ no seruma satur fibrinogǛnus (recǛġanas aǥentus). VǛl viens no 

plaġǕk analizǛjamajiem cilvǛka bioloǥiskajiem materiǕliem ir urǭns. KǕ jau iepriekġ minǛts, 

tas ir paraugs ar sareģǥǭtǕku matricu. Praktiski ir svarǭgi saprast, vai izstrǕdǕtǕ metode ir 

efektǭva arǭ aminoskǕbju spektra analǭzei urǭna paraugǕ, kas ir ar stipri atġǵirǭgu matricu 

salǭdzinǕjumǕ ar asins plazmas/seruma matricu. Par analizǛjamo paraugu ir izmantots 

laboratorijǕ pieejams references materiǕls (urǭns) no Eiropas pǛtniecǭbas shǛmas par iedzimto 

vielmaiǺas traucǛjumu skrǭninga novǛrtǛġanu un uzlaboġanu, diagnosticǛġanu un ǕrstǛġanu 

(European Research Network for evaluation and improvement of screening, Diagnosis and 

treatment of Inherited disorders of Metabolism ERNDIM QUALITATIVE SCHEMES) [126]. 

Izmantotais materiǕls ir urǭns ar uzstǕdǭto diagnozi IzobaldriǕnskǕbes acidȊrija (OMIM nr. 

243500). Pacienta vecums 6 gadi. Ġǭ iedzimtǕ slimǭba ir saistǭta ar izmaiǺǕm organisko skǕbju 

metabolismǕ, neatstǕjot bȊtiskas izmaiǺas uz aminoskǕbju spektru. ĠajǕ gadǭjumǕ ir svarǭgi 

redzǛt, vai izstrǕdǕtǕ metode ir izmantojama urǭna analǭzes veikġanai. IegȊtais aminoskǕbju 

spektrs urǭna paraugam ir redzams 3.48. attǛlǕ. 
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3.48. att. EksperimentǕli iegȊtǕ hromatogramma pacientam ar diagnosticǛtu 

IzobaldriǕnskǕbes acidȊrijas slimǭbu. R1 un R2 derivatizǕcijas reakcijas rezultǕtǕ liekie 

reaǥenta piemaisǭjumi 

IzobaldriǕnskǕbes acidȊrijas gadǭjumǕ pacientu ǕrstǛġanai izmato karnitǭna un glicǭna 

terapiju, kǕ arǭ zemu proteǭnu diǛtu ar leicǭna izslǛgġanu no uztura. Terapijas ietekmi uz 

aminoskǕbju spektru var redzǛt iegȊtajǕ aminoskǕbju hromatogrammǕ. TajǕ ir konstatǛta 

paaugstinǕta glicǭna koncentrǕcija, kǕ arǭ vairǕki neidentificǛti metabolǭti, kuri, iespǛjams, ir 

medikamentozas izcelsmes. Urǭna paraugam atġǵirǭbǕ no asins plazmas un seruma ir daudz 

sareģǥǭtǕka matrica, kura arǭ atstǕj negatǭvu iespaidu uz urǭna hromatogrammu. PrecǭzǕkai 

aminoskǕbju kvantitatǭvai noteikġanai bȊtu ieteicams veikt urǭna attǭrǭġanu, izmantojot 

cietfǕzes ekstrakciju. Toties veicot aminoskǕbju spektra skrǭninga analǭzes metabolo 

patoloǥiju noteikġanai, nav tik bȊtiski noteikt precǭzas aminoskǕbju koncentrǕcijas. 

AminoskǕbju acidȊrijas/acidǛmijas gadǭjumǕ trȊkstoġa enzǭma dǛǸ notiek kǕdas noteiktas 

aminoskǕbes vai aminoskǕbju grupas uzkrǕġanǕs organismǕ, kas izraisa tǕs ievǛrojami 

paaugstinǕtu koncentrǕciju bioloǥiskajos materiǕlos.  

Apkopojot iegȊtos datus, var apgalvot, ka izstrǕdǕtǕ un optimizǛtǕ aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanas metode cilvǛka asins serumǕ ir lietderǭga daģǕdu 

metabolo patoloǥiju selektǭvajam skrǭningam. To var izmantot gan kvantitatǭvajai, gan 

kvalitatǭvajai aminoskǕbju spektra noteikġanai. 
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3.7. Metodes validǕcija aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu 

noteikġanai cilvǛka asins serumǕ. 

AnalǭtiskǕs metodes validǕcijas mǛrǵis ir pierǕdǭt, ka izstrǕdǕtǕ metode atbilst visǕm 

uzstǕdǭtajǕm prasǭbǕm un ir piemǛrota izvirzǭtajam uzdevumam. AnalǭtiskǕs metodes 

validǕcija dod iespǛju acǭmredzami dokumentǕli pierǕdǭt, ka ġǭ metode nodroġina augstu 

precizitǕtes lǭmeni, ka tǕ ir atkǕrtojama un to var izmantot ne tikai citi analǭtiǵi, bet arǭ citas 

laboratorijas. Galvenie parametri, kuri nodroġina analǭtiskǕs metodes ticamus rezultǕtus, ir 

pareizi izveidota un robusta metode, pareizi apstrǕdǕti un dokumentǛti dati, laboratorijǕ 

izmantoti sertificǛti references materiǕli, kalibrǛti laboratorijas instrumenti, kvalificǛts un 

pieredzǛjis laboratorijas personǕls, kǕ arǭ dalǭba daģǕdǕs starplaboratoriju prasmes pǕrbaudǛs. 

Ġo parametru izpilde dod iespǛju veikt metodes validǕciju [130,131]. 

Veiksmǭgai metodes izstrǕdei un ǭstenoġanai ir nepiecieġams izstrǕdǕt plǕnu un skaidri 

saprast validǕcijai nepiecieġamos parametrus. Galvenie dotǕs metodes validǕcijas parametri ir: 

specifiskums (selektivitǕte, matricas efekts), linearitǕte, precizitǕte, atgȊstamǭba, pareizǭba, 

detektǛġanas robeģa, kvantitatǭvǕ noteikġanas robeģa, mǛrǭjumu nenoteiktǭba, kǕ arǭ robustums 

[130-132]. 

3.7.1. Specifiskums (selektivitǕte, matricas efekts).  

Specifiskums raksturo metodes selektivitǕti, respektǭvi, cik lielǕ mǛrǕ ir iespǛja 

neapġaubǕmi novǛrtǛt kǕdas vielas esamǭbu paraugǕ citu komponentu klǕtbȊtnǛ. Lai varǛtu 

novǛrtǛt, vai metode ir specifiska jeb pietiekami selektǭva, ir jǕpǕrbauda sekojoġus sistǛmas 

komponentus: 

- ġǵǭdinǕġanas vide (tukġais paraugs); 

- standartparaugs; 

- analizǛjamais paraugs. 

AminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanas metode asins serumǕ ir 

specifiska attiecǭbǕ pret nosakǕmajiem komponentiem. Metodes specifiskumu nodroġina 

paraugu sagatavoġanas metode ï fenilizotiocianǕta derivatizǕcija. 5., 6. un 7. pielikumǕ var 

redzǛt tukġǕ parauga, standartġǵǭduma un analizǛjamǕ bioloǥiskǕ parauga (sertificǛts 

references materiǕls) hromatogrammas. PrecǭzǕkai kvantitatǭvu rezultǕtu noteikġanai visiem 

paraugiem ir pievienots iekġǛjais standarts. 3.13. tabulǕ ir apkopoti standartġǵǭduma (0,2 

ɛmolϊL-1
), analizǛjamǕ bioloǥiskǕ parauga (sertificǛts references materiǕls) un analizǛjamǕ 
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bioloǥiskǕ parauga ar pievienotǕm aminoskǕbju standartpiedevǕm (0,1 ɛmolϊL-1
) izdalǭġanas 

laiki.  

3.13.tabula 

Standartġǵǭduma, analizǛjamǕ parauga un analizǛjamǕ parauga ar standartpiedevu 

izdalǭġanas laiki 

Nr.

p.k. 
Analǭts 

Standartġǵǭdums 

t, min 

AnalizǛjamais paraugs 

t, min 

AnalizǛjamais paraugs 

ar standartpiedevu 

t, min 

1. Asp 3,47 3,45 3,45 

2. Glu 3,92 3,90 3,97 

3. Hyp 6,60 6,68 6,62 

4. Ser 8,05 8,11 8,26 

5. Asn 8,51 8,52 8,51 

6. Gly 9,43 9,22 9,12 

7. Gln 10,25 9,99 9,90 

8. Sar 10,80 10,68 10,68 

9. Tau 11,73 11,62 11,54 

10. His 12,58 12,47 12,43 

11. Cit 13,21 13,16 13,07 

12. Thr 14,18 14,09 13,86 

13. Ala 14,84 14,74 14,55 

14. Arg 15,68 15,78 15,43 

15. IS 17,05 17,08 17,05 

16. Pro 18,51 18,55 18,75 

17. Aab 23,09 23,08 23,19 

18. Tyr 24,96 24,84 24,88 

19. Val 26,32 26,12 25,85 

20. Met 27,70 27,20 27,05 

21. Cys 28,99 28,96 28,97 

22. Hcy(Ala) 30,80 30,40 30,41 

23. Ile 31,97 31,66 31,67 

24. Leu 32,53 32,32 32,05 

25. Phe 33,58 33,81 33,82 

26. Trp 33,96 34,01 34,01 

27. Orn 34,35 34,34 34,35 

28. Lys 35,17 35,18 35,18 
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IegȊtie rezultǕti apliecina, ka standartġǵǭduma un analizǛjamǕ bioloǥiskǕ materiǕla 

izdalǭġanas laiki ir salǭdzinǕmi, kas liecina par to, ka smaiǸu identitǕte hromatogrammǕ ir 

atbilstoġa. TǕ kǕ analizǛjamais paraugs ir bioloǥiskais materiǕls ar sareģǥǭtu matricu 

hromatogrammǕ, parǕdǕs smailes, kuras neatbilst standartġǵǭduma parauga hromatogrammai. 

Lǭdz ar to kontrolei tika sagatavots asins seruma paraugs (sertificǛts references materiǕls) ar 

standartġǵǭduma standartpiedevu, kas Ǹauj noteikt, vai visas smailes ir pietiekoġi labi atdalǭtas 

un atbilstoġas. Tas arǭ papildus apstiprinǕtu iegȊtos rezultǕtus. 8. pielikumǕ var redzǛt asins 

seruma parauga un parauga ar pievienotu standartpiedevu hromotogrammu pǕrklǕjumu. KǕ 

redzams, smailes sakrǭt un kǸȊda starp analizǛjamǕ parauga izdalǭġanas laiku un analizǛjamǕ 

parauga ar standartpiedevu izdalǭġanas laiku nepǕrsniedz 2,3% (Arg), kas apliecina smaiǸu 

identitǕti, analizǛjot sareģǥǭtus bioloǥiskos materiǕlus. 

3.7.2. LinearitǕte 

LinearitǕte ir tieġi proporcionǕla sakarǭba starp analǭta signǕlu un analizǛjamǕs vielas 

koncentrǕciju paraugǕ noteiktǕ intervǕlǕ. LinearitǕtes atkarǭbu izsaka (3.3) vienǕdojums: 

y = ax + b       (3.3.) 

a ï taisnes virziena koeficients; 

b ï brǭvais loceklis. 

LinearitǕtes novǛrtǛġanai izmanto arǭ korelǕcijas koeficientu, kuram nav jǕbȊt 

mazǕkam par 0,990 (R
2
). LinearitǕtes pǕrbaudei ir vairǕki iemesli, piemǛram, vielu sliktǕ 

ġǵǭdǭba, slikta detektoru jutǭba zemǕ koncentrǕcijǕ vai arǭ augstǕ koncentrǕcijǕ. LinearitǕtes 

pǕrbaudei tika sagatavoti seġi standartġǵǭdumi ar daģǕdǕm aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumu koncentrǕcijǕm, sǕkot ar koncentrǕciju detektǛġanas robeģas intervǕlǕ 

0,002 mmolϊL-1
 lǭdz koncentrǕcijai, patoloǥiskai cilvǛka asins serumam 1 mmolϊL-1

. KǕ vienu 

no piemǛriem 3.49. attǛlǕ var redzǛt asparagǭnskǕbes kalibrǕcijas taisni. 
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3.49. att. AsparagǭnskǕbes kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 

Visu aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu kvantitatǭvai noteikġanai izmantots 

lineǕrais kalibrǕcijas grafiks caur nulles punktu. Visiem analǭzes rezultǕtǕ noteiktajiem 

analǭtiem korelǕcijas koeficients atbilst uzstǕdǭtajǕm prasǭbǕm, kas ir lielǕks par 0,990. Visu 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu kalibrǕcijas grafikus var redzǛt 9. pielikumǕ. 

3.7.3. PrecizitǕte 

PrecizitǕte Ǹauj novǛrtǛt sagaidǕmo rezultǕtu izkliedi starp vairǕkiem paraugiem 

analǭģu sǛrijǕ. PrecizitǕtes noteikġanu var sadalǭt divǕs daǸǕs - aparatȊras precizitǕte un 

metodes precizitǕte.  

AparatȊras precizitǕtes noteikġanai veic vairǕkus paralǛlus standartġǵǭduma 

mǛrǭjumus. AprǛǵinot rezultǕtu vidǛjos lielumus un standartnovirzi, nosaka aparatȊras 

precizitǕti. NovǛrtǛjot aparatȊras precizitǕti, kǸȊda nedrǭkst bȊt lielǕka par 1,0 %.  

HromatogrǕfa pǕrbaudei izmantoti standartġǵǭduma paraugi ar trim daģǕdǕm molǕrǕm 

koncentrǕcijǕm. Pirmo izmantoja standartġǵǭdumu ar molǕro koncentrǕciju tuvu detektǛġanas 

robeģai - 0,002 mmolϊL-1
, otru ar vidǛjo koncentrǕciju - 0,100 mmolϊL-1

 un treġǕ izmantotǕ 

parauga koncentrǕcija ir patoloǥiska bioloǥiskajam materiǕlam - 1 mmolϊL-1
. Katras 

koncentrǕcijas standartġǵǭdumam veiktas desmit paralǛlǕs injekcijas (n=10). KǕ vienu no 

piemǛriem - asparagǭnskǕbes standartġǵǭduma smaiǸu laukumus - var redzǛt 3.14. tabulǕ. 
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3.14. tabula 

AparatȊras precizitǕtes pǕrbaude, izmantojot daģǕdas koncentrǕcijas standartġǵǭdumus 

(asparagǭnskǕbe) 

Nr.p.k.  

Smailes laukums, relatǭvas vǛrtǭbas 

0,002 mmolϊL -1
 0,100 mmolϊL -1

 1,000 mmolϊL -1
 

1. 1058 53047 51985 

2. 1029 53242 52005 

3. 994 52857 52485 

4. 1047 53894 51786 

5. 1008 52984 51427 

6. 1068 53227 51687 

7. 1032 53409 52088 

8. 1057 53024 51851 

9. 1021 53878 51628 

10. 995 53505 52867 

VidǛjais 1031 53307 51981 

Sn 27 363 425 

Sn,r, % 2,6 0,7 0,8 

IegȊtie rezultǕti apliecina, ka doto aparatȊru var uzskatǭt par precǭzu. Standartnovirze 

pie vidǛjas un augstas koncentrǕcijas nepǕrsniedz 1,0%, toties strǕdǕjot zemǕs koncentrǕcijǕs, 

aparatȊras precizitǕte samazinǕs, kas liecina par to, ka dotǕ koncentrǕcija atrodas detektǛġanas 

robeģas intervǕlǕ un to var tikai konstatǛt, nevis noteikt kvantitatǭvi. Lǭdzǭga tendence ir 

novǛrojama arǭ pǕrǛjiem analǭzes rezultǕtǕ noteiktajiem aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumiem.  

Metodes precizitǕtes noteikġanai veic vairǕkas neatkarǭgas paraugu paralǛlǕs analǭzes, 

sǕkot no paraugu sagatavoġanas procesa lǭdz rezultǕtu iegȊġanai. AprǛǵina rezultǕtu vidǛjos 

lielumus, standartnovirzi, tǕdǕ veidǕ nosakot metodes precizitǕti un atkǕrtojamǭbu. Lai varǛtu 

apgalvot, ka metode ir precǭza un sagatavoġanas process ir atkǕrtojams, kǸȊda nedrǭkst 

pǕrsniegt 10%. 

Metodes precizitǕtes noteikġanai tika veiktas 10 neatkarǭgas bioloǥiskǕ materiǕla 

(sertificǛts references materiǕls) paraugu analǭzes, sǕkot no paraugu sagatavoġanas lǭdz 

rezultǕtu iegȊġanai.  

Paraugu dublikǕti ir nepiecieġami nenoteiktǭbas noteikġanai. 10. pielikumǕ var redzǛt 

visus bioloǥiskajǕ materiǕlǕ (sertificǛts references materiǕls) noteiktos aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumus un iegȊtos analǭzes rezultǕtus, kǕ arǭ vidǛjo rezultǕtu no 
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diviem paralǛliem mǛrǭjumiem. 3.15. tabulǕ ir parǕdǭti analǭzes rezultǕti bioloǥiskajǕ 

materiǕlǕ: noteikto aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu vidǛjǕs koncentrǕcijas un 

aprǛǵinǕtǕ standartnovirze. 

3.15. tabula 

Metodes precizitǕtes rezultǕti bioloǥiskajǕ materiǕlǕ 

Nr.p.k.  Analǭts C vid., ɛmolϊL -1
 Sn Sn, r . % 

1. Asp 47,4 1,8 4 

2. Glu 92,6 2,1 2,3 

3. Hyp 61,2 1,9 3 

4. Ser 151 2,0 1,3 

5. Asn 115 2,4 2,1 

6. Gly 516 8 1,6 

7. Gln 787 6 0,8 

8. Sarkoz 80,3 1,8 2,2 

9. Tau 142 1,7 1,2 

10. His 154 3 2,0 

11. Cit 122 3 2,1 

12. Thr 161 3 1,6 

13. Ala 372 4 1,0 

14. Arg 317 3 0,9 

15. Pro 243 3 1,2 

16. Aab 32,5 1,3 4 

17. Tyr 83,1 1,1 1,4 

18. Val 388 5 1,2 

19. Met 274 3 1,1 

20. Cys 40,0 1,0 2,4 

21. Hcy(Ala) 31,9 1,1 3 

22. Ile 254 3 1,1 

23. Leu 393 4 1,1 

24. Phe 353 5 1,3 

25. Trp 34,1 3 7 

26. Orn 325 4 1,3 

27. Lys 170 3 2 
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IegȊtie dati apliecina, ka visu neatkarǭgi sagatavoto bioloǥiskǕ materiǕla paraugu 

iegȊtǕs vǛrtǭbas ir lǭdzǭgas, ko apliecina aprǛǵinu rezultǕtǕ iegȊtǕs standartnovirzes. Dati Ǹauj 

apgalvot, ka metode ir precǭza un sagatavoġanas process ir atkǕrtojams, jo kǸȊda nevienam no 

analǭtiem nepǕrsniedz 10%. IegȊtie dati ir salǭdzinǕmi ar izmantotajǕ references materiǕlǕ 

esoġajǕm aminoskǕbju koncentrǕcijǕm, kuras ir atspoguǸotas 3.10. tabulǕ. 

3.7.4. AtgȊstamǭba 

AtgȊstamǭba ir analǭzes rezultǕtu atbilstǭba reǕlam analǭta saturam paraugǕ visǕ darba 

koncentrǕciju diapazonǕ. Metodes atgȊstamǭbu aprǛǵina, salǭdzinot paraugǕ pievienotus un 

atgȊtus analizǛjamǕs vielas daudzumus. Parasti atgȊstamǭbas aprǛǵinam pagatavo trǭs 

koncentrǕciju mǕkslǭgos maisǭjumus ar zinǕmǕm pievienoto analǭtu koncentrǕcijǕm. No 

iegȊtajiem lielumiem aprǛǵina vidǛjo atgȊstamǭbu pǛc 3.4. izteiksmes. 

%100. Ö=
patiesais

atrastais

vid
A

A
A         (3.4.) 

 Aatrastais ï analǭzes rezultǕtǕ iegȊtais daudzums; 

 Apatiesaisï analǭta patiesais daudzums. 

Veicot metodes atgȊstamǭbas pǕrbaudi bioloǥiskajam materiǕlam, tika pievienotas 

standartpiedevas ar zinǕmǕm koncentrǕcijǕm. Lai iegȊtie rezultǕti bȊtu ticami, izvǛlǛtas 

standartpiedevas ar trǭs daģǕdǕm koncentrǕcijǕm, kuras atradǕs visǕ lineǕrajǕ diapazonǕ. 

IzvǛlǛtǕs standartpiedevas koncentrǕcijas ir 5 ɛmolϊL-1
, 50 ɛmolϊL-1

 un 500 ɛmolϊL-1
. 

AtgȊstamǭbas pǕrbaudei katram paraugam veiktas 10 neatkarǭgas analǭzes. 11. pielikumǕ var 

redzǛt visiem analǭtiem veiktos atgȊstamǭbas aprǛǵinus. IegȊtos vidǛjos atgȊstamǭbas 

aprǛǵinus var redzǛt 3.16. tabulǕ. 
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3.16.tabula 

Metodes atgȊstamǭbas rezultǕti bioloǥiskajǕ materiǕlǕ, izmantojot daģǕdu 

koncentrǕciju standartpiedevas 

Nr.p.k.  Analǭts 
AtgȊstamǭba, % 

5 ɛmolϊL-1
 50 ɛmolϊL-1

 500 ɛmolϊL-1
 

1. Asp 103 102 101 

2. Glu 104 103 102 

3. Hyp 102 99 101 

4. Ser 105 106 99 

5. Asn 111 105 102 

6. Gly 111 105 104 

7. Gln 104 103 89 

8. Sarkoz 109 103 101 

9. Tau 104 104 102 

10. His 105 107 102 

11. Cit 107 104 102 

12. Thr 93 104 99 

13. Ala 101 104 103 

14. Arg 102 103 101 

15. Pro 99 105 99 

16. Aab 88 98 102 

17. Tyr 103 104 101 

18. Val 101 102 102 

19. Met 101 102 102 

20. Cys 88 104 101 

21. Hcy(Ala) 94 104 100 

22. Ile 102 98 99 

23. Leu 102 104 98 

24. Phe 101 99 101 

25. Trp 83 98 100 

26. Orn 108 102 99 

27. Lys 101 104 100 

AtgȊstamǭbas kritǛrijs daudzkomponentu maisǭjumam ar zemǕm analǭtu 

koncentrǕcijam ir 80-120%, ar augstǕm analǭtu koncentǕcijǕm ir 90-110%.  

Veicot atgȊstamǭbas pǕrbaudi, svarǭgǕk ir izvǛrtǛt rezultǕtus, iegȊtus, izmantojot 

standartpiedevas ġǵǭdumu ar koncentrǕciju 5 ɛmolϊL-1
, jo ġǭ koncentrǕcija ir tuvǕka bioloǥiskǕ 

parauga normas vǛrtǭbai, lǭdz ar to atspoguǸo metodes pareizǭbu. IegȊtie rezultǕti apliecina, ka 

salǭdzinoġi zema atgȊstamǭba 83% ir vienam analǭtam, triptofǕna fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumam. Diviem analǭtiem tǕ ir 88% un diviem 111%. PǕrǛjiem analǭtiem atgȊstamǭba 

nepǕrsniedz 10%.  
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Salǭdzinoġi zemo atgȊstamǭbu var izskaidrot ar zemu analǭtu koncentrǕciju. TriptofǕna 

koncentrǕcija bioloǥiskajǕ paraugǕ ir 35,6 ɛmolϊL-1
, Ŭ-aminosviestskǕbes koncentrǕcija ir 

33,4 ɛmolϊL-1
 un cistǭna koncentrǕcija ir 41,4 ɛmolϊL-1

. Ġǭs vǛrtǭbas ir kalibrǕcijas taisnes 

sǕkumpunktǕ, kas var ietekmǛt iegȊtos rezultǕtus. Neskatoties uz to, aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu atgȊstamǭba atbilst uzstǕdǭtajiem kritǛrijiem 

daudzkomponentu maisǭjumam ar zemǕm analǭtu koncentrǕcijǕm. 

LabǕka atgȊstamǭba ir paraugiem, izmantojot standartpiedevas ġǵǭdumus ar 

koncentrǕcijǕm 50 ɛmolϊL-1
 un 500 ɛmolϊL-1

, jo ġo koncentrǕciju paraugi atradǕs kalibrǕcijas 

taisnes vidusdaǸǕ. IzǺǛmums ir L-glutamǭns, kura koncentrǕcija bioloǥiskajǕ paraugǕ ir 785 

ɛmolϊL-1
, lǭdz ar to, izmantojot standartpiedevas ġǵǭdumus ar koncentrǕcijǕm 500 ɛmolϊL-1

, 

analǭta koncentrǕcija krietni pǕrsniedz kalibrǕcijas taisnes augstǕko koncentrǕciju. 

Glutamǭnam atgȊstamǭba ir 89%. PǕrǛjiem analǭtiem, izmantojot standartpiedevas ġǵǭdumus 

gan ar koncentrǕciju 50 ɛmolϊL-1
, gan ar koncentrǕciju 500 ɛmolϊL-1

, atgȊstamǭba nav zemǕka 

par 98%. Nepiecieġamǭbas gadǭjumǕ paraugu atġǵaida linearitǕtes diapazona ietvaros. 

IzvǛrtǛjot iegȊtos datus, varam apgalvot, ka analǭtu atgȊstamǭba ir piemǛrota izstrǕdǕtajai 

metodei. 

3.7.5. Pareizǭba 

AnalǭtiskǕs metodes pareizǭba ir analǭzes rezultǕtǕ iegȊtǕs vǛrtǭbas atbilstǭba vǛrtǭbai, 

kura ir atzǭta konkrǛtajam analǭtam. Metodes pareizǭbu var noteikt, izmantojot vairǕkas 

iespǛjas: 

1. sertificǛts references materiǕls, kuru ir jǕizmanto ar atbilstoġu matricu; 

2. analǭzei izmantotǕs analǭtiskǕs metodes iegȊto rezultǕtu salǭdzinǕġana ar 

rezultǕtiem, kuri iegȊti ar citu analǭtisko metodi pie nosacǭjuma, ka metodei nav 

traucǛjoġo faktoru ietekmes; 

3. starplaboratoriju salǭdzinoġǕ testǛġana, vienu paraugu analizǛ vairǕkas daģǕdas 

laboratorijas. 

TǕ kǕ bioloǥiskǕ parauga analǭzei izmantots sertificǛts references materiǕls, veicot 

metodes validǕciju pareizǭbas pǕrbaudei, izvǛlǛta starplaboratoriju salǭdzinoġǕ testǛġana. 

Starplaboratoriju salǭdzinoġajǕ testǛġanǕ piedalǭjǕs 257 laboratorijas no daģǕdǕm Eiropas 

valstǭm, kur analǭtu koncentrǕcijas noteikġanai izmantoja 10 daģǕdas kvantitatǭvas 

aminoskǕbju noteikġanas metodes. IzmantotǕs metodes ir jonu-apmaiǺas hromatogrǕfija ar un 

bez iekġǛjǕ standarta, gǕzes hromatogrǕfija, tandǛma masspektrometrijas un citas metodes 

[126]. Viena analǭta - Ŭ-aminoizosviestskǕbes starplaboratoriju salǭdzinoġǕs testǛġanas 
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rezultǕtu izvǛrtǛjumu var redzǛt 12. pielikumǕ. RezultǕtu izvǛrtǛjuma pǕrskatǕ ir atspoguǸotas 

visas izmantojamǕs metodes un iegȊtie rezultǕti, strǕdǕjot ar tǕm. Starplaboratoriju 

salǭdzinoġajǕ testǛġanǕ izmantojamais paraugs sastǕv no 28 analǭtiem, kuri ir sagatavoti uz 

bioloǥiskǕ materiǕla matricas bǕzes. No 28 iekǸautajiem analǭtiem rezultǕti netika aprǛǵinǕti 4 

analǭtiem (aloizoleicǭns, homocitrulǭns, fosforetanolamǭns un saharopǭns), jo tie netika iekǸauti 

metodes izstrǕdǛ. Starplaboratoriju salǭdzinoġǕs testǛġanas apkopotos rezultǕtus var redzǛt 13. 

pielikumǕ. Starplaboratoriju salǭdzinoġǕs testǛġanas rezultǕtu salǭdzinǕjumu ar validǛjamǕs 

metodes iegȊtajiem rezultǕtiem var redzǛt 3.17. tabulǕ. 

3.17.  tabula 

Starplaboratorij u salǭdzinoġǕs testǛġanas (SST) rezultǕtu izvǛrtǛjums 

Nr.

p.k. 
AminoskǕbes 

IegȊtie 

rezultǕti, 

ɛmolϊL -1
 

SST rezultǕti*, 

ɛmolϊL -1
 

SST rezultǕtu 

sniegtǕs  

z-vǛrtǭbas* 

RelatǭvǕ 

kǸȊda, 

% 

1. Ŭ-AminosviestskǕbe 22,7 22,8 ï 29,4 0,4 13 

2. Alanǭns 173 149 ï 173 1 7 

3. Arginǭns 60,3 51,2 ï 60,8 1 8 

4. Asparagǭns 200 163 ï 223 0,3 4 

5. AsparagǭnskǕbe 139 108 ï 140 0,9 12 

6. Citrulǭns 255 222 ï 258 0,8 5 

7. Cistǭns 36,3 35,7 ï 42,0 0,4 7 

8. Glutamǭns 1166 986 ï 1206 0,7 6 

9. GlutamǭnskǕbe 250 221 ï 291 0,9 13 

10. Glicǭns 472 402 ï 474 1 8 

11. Histidǭns 144 133 ï 159 0,1 1 

12. Hidroksiprolǭns 64,3 52,2 ï 65,8 0,8 9 

13. Izoleicǭns 419 416 ï 496 1 8 

14. Leicǭns 1018 1016 ï 1212 1 9 

15. Lizǭns 60,1 57,8 ï 66,2 0,4 3 

16. Metionǭns 36,9 5,80 ï 52,2 0,2 27 

17. Ornitǭns 29,1 25,4 ï 30,6 0,3 4 

18. Fenilalanǭns 27,7 22,1 ï 27,9 1,4 11 

19. Prolǭns 224 173 ï 227 1,3 12 

20. Serǭns 22,1 20,8 ï 25,2 0,3 4 

21. Taurǭns 147 138 ï 160 0,2 1 

22. Treonǭns 159 119 ï 348 4,3 21 

23. Tirozǭns 241 222 ï 244 0,6 3 

24. Valǭns 294 267 ï 310 0,3 2 

* Starplaboratoriju salǭdzinoġǕs testǛġanas sniegtie rezultǕti 
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IzvǛrtǛjot iegȊtos rezultǕtus, var redzǛt, ka diviem analizǛjamajiem analǭtiem 

metionǭnam un treonǭnam relatǭvǕ kǸȊda starp laboratorijǕ iegȊtajiem rezultǕtiem un 

starplaboratoriju salǭdzinoġǕs testǛġanas vidǛjiem rezultǕtiem ir ievǛrojama: 27% un 21% 

atbilstoġi. TomǛr neskatoties uz to, rezultǕti iekǸaujas divu standartnovirģu robeģǕs. Tas 

nozǭmǛ, ka rezultǕtu izkliede starp visǕm laboratorijǕm ir liela, ko arǭ paliecina sniegtǕs z-

vǛrtǭbas (treonǭns 4,3). Pieciem analǭtiem relatǭvǕ kǸȊda svǕrstǕs no 11% lǭdz 13%. PǕrǛjiem 

17 analǭtiem relatǭvǕ kǸȊda ir zem 9%. Visi iegȊtie rezultǕti iekǸaujas divu standartnovirģu 

robeģǕs. IegȊtie dati Ǹauj secinǕt, ka, izmantojot doto analǭtisko metodi, iegȊtie rezultǕti ir 

kvantitatǭvi pareizi. 

3.7.6. DetektǛġanas robeģa un kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģa 

DetektǛġanas robeģa (DL) ir mazǕkǕ mǛrǕmǕ lieluma vǛrtǭba (koncentrǕcija, 

daudzums), kuru var noteikt ar attiecǭgo testǛġanas metodi, bet nevar novǛrtǛt kvantitatǭvi. 

SavukǕrt, kvalitatǭvǕs noteikġanas robeģa (QL) ir zemǕkǕ analizǛjamǕs vielas koncentrǕcija, 

kuru var noteikt ar pieǺemamu metodes precizitǕti un pareizǭbu. 

DetektǛġanas robeģu var noteikt, izmantojot vairǕkus veidus: 

1. Viena no detektǛġanas robeģas noteikġanas metodǛm ir vairǕku tukġo paraugu 

mǛrǭġana. Tukġo paraugu mǛrǭġanu detektǛġanas robeģas noteikġanai var izmantot 

tikai tajos gadǭjumos, ja tukġo paraugu mǛrǭjumu standartnovirze nav vienǕda ar 

nulli [132]. DetektǛġanas robeģa ir trǭs tukġo paraugu standartnovirzes, aprǛǵinu 

var redzǛt 3.5. vienǕdojumǕ. 

DL =3ĿSn      (3.5.) 

Snï tukġǕ parauga standartnovirze 

2. OtrǕ metode ir bǕzes lǭnijas trokġǺa un signǕla savstarpǛjǕ attiecǭba. Doto metodi 

var izmantot tajos gadǭjumos, ja analǭzei izmanto metodi, kura uzrǕda bǕzes lǭnijas 

hromatogrammġ. BǕzes lǭnijas trokġǺa un signǕla attiecǭbu nosaka, salǭdzinot 

parauga signǕlus ar zemǕm analǭtu koncentrǕcijǕm un tukġo paraugu signǕlus, 

tǕdǕ veidǕ nosakot mazǕku noteikġanas koncentrǕciju, kuras attiecǭba ir signǕls 

pret bǕzes lǭnijas troksni attiecǭbǕ 3:1. AprǛǵinǕto detektǛġanas robeģu pǕrbauda 

ar noteiktas koncentrǕcijas standartġǵǭdumu [132]. 

3. NǕkamǕ metode detektǛġanas robeģas noteikġanai ir standartġǵǭdumu kalibrǕcijas 

grafika ekstrapolǕcija. Ġǭs metodes darbǭbas princips ir redzams 3.50. attǛlǕ.  
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3.50. att. KalibrǕcijas taisnes ekstrapolǕcija detektǛġanas robeģas noteikġanai. 

 

KalibrǕcijas grafika konstruǛġanai kǕ pirmo punktu izmanto standartġǵǭdumu ar 

koncentrǕciju, kura ir pǛc iespǛjas tuvǕka detektǛġanas robeģai. KalibrǕcijas 

taisnes brǭvǕ locekǸa b novirzi no sǕkumpunkta, kǕ ir redzams 3.46. attǛlǕ, var 

uzskatǭt par bǕzes lǭnijas troksni. DetektǛġanas robeģu aprǛǵina, pareizinot bǕzes 

lǭnijas troksni ar trǭs. AprǛǵinǕto detektǛġanas robeģu ir nepiecieġams pǕrbaudǭt ar 

attiecǭgǕs koncentrǕcijas standartġǵǭdumu. 

4. PlaģǕk lietota metode detektǛġanas robeģas noteikġanai ir, izmantojot kalibrǕcijas 

taisnes standartnovirzi un kalibrǕcijas taisnes slǭpumu. KalibrǕcijas taisne tiek 

konstruǛta, izmantojot punktu, kas atrodas pǛc iespǛjas tuvǕk detektǛġanas 

robeģai. Ġǭ punkta standartnovirze arǭ tiek Ǻemta detektǛġanas robeģas 

aprǛǵinǕġanai. DetektǛġanas robeģu aprǛǵina pǛc vienǕdojuma 3.6. 

a

S
DL nÖ=

3,3
       (3.6.) 

Snï standartnovirze; 

a ï kalibrǕcijas grafika slǭpums. 

KvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas aprǛǵinǕġanai izmanto tǕs paġas metodes kǕ 

detektǛġanas robeģas noteikġanai. Ir pieǺemts, ka kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģa ir trǭs reizes 

lielǕka par detektǛġanas robeģu. KvantitatǭvǕs robeģas aprǛǵins redzams 3.7. vienǕdojumǕ. 

C, mgĿL
-1

 

y=ax + b 

b 

Analǭtiskais signǕls 
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a

S
QL nÖ=

10
                                                                (3.7.) 

DetektǛġanas robeģas aprǛǵinǕġanai izmantota tukġǕ parauga metode. KatrǕ paraugu 

sǛrijǕ veikta tukġǕ parauga analǭze, kas Ǹauj pǕrbaudǭt reaǥentu un analǭzes darba gaitas 

ienestos piesǕrǺojumus. Tukġie paraugi sagatavoti un analizǛti identiski bioloǥiskajiem 

paraugiem. Tukġo paraugu mǛrǭjumu rezultǕti izmantoti metodes detektǛġanas robeģas un 

kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas aprǛǵinǕġanai. 14. pielikumǕ var redzǛt desmit neatkarǭgus 

tukġo paraugu mǛrǭjumus. Balstoties uz tiem, aprǛǵinǕtas detektǛġanas robeģas un 

kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas. 3.18. tabulǕ var redzǛt detektǛġanas robeģas un 

kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas iegȊtos rezultǕtus. 

3.18. tabula 

Metodei noteiktas detektǛġanas robeģas (DL)  un kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas (QL) 

Nr.p.k.  Analǭts DL, ɛmolϊL -1
 QL, ɛmolϊL -1

 

1. Asp 2,1 7 

2. Glu 3 8 

3. Hyp 1,3 4 

4. Ser 2,0 7 

5. Asn 1,9 6 

6. Gly 0,7 2 

7. Gln 1,7 6 

8. Sarkoz 1,0 3 

9. Tau 1,7 6 

10. His 2,0 7 

11. Cit 1,0 3 

12. Thr 4 14 

13. Ala 3 8 

14. Arg 1,7 6 

15. Pro 1,0 3 

16. Aab 1,2 4 

17. Tyr 3 9 

18. Val 1,7 6 

19. Met 3 10 

20. Cys 1,9 6 

21. Hcy(Ala) 1,7 6 

22. Ile 1,5 5 

23. Leu 3 9 

24. Phe 2,3 8 

25. Trp 1,7 6 

26. Orn 3 10 

27. Lys 2,4 8 
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3.7.7. Metodes nenoteiktǭba 

Metodes nenoteiktǭba ir ar mǛrǭjumu rezultǕtu saistǭts parametrs, kuru var attiecinǕt uz 

mǛrǕmo lielumu un kas raksturo tǕ vǛrtǭbas izkliedi. Ġis parametrs var bȊt mǛrǭjumu rezultǕtu 

standartnovirze vai droġǭbas intervǕls. Metodes nenoteiktǭbas aprǛǵini Ǹauj novǛrtǛt kǸȊdas 

avotus, kuri ir pieǸauti analǭzes laikǕ, tas ir, pǕrbaudǭt precizitǕti paraugu sǛrijǕ un identificǛt 

instrumentu radǭto novirzi. Viena no metodes relatǭvǕs standarta nenoteiktǭbas aprǛǵinǕġanas 

iespǛjǕm ir, izmantojot iekġǛjǕs kvalitǕtes kontroles materiǕlu. AprǛǵinǕġanai ir nepiecieġami 

vismaz desmit neatkarǭgi kontroles materiǕla paralǛli mǛrǭjumi [133]. AminoskǕbju 

fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka asins serumǕ izmantots asins seruma 

references materiǕls, kur analǭtu vǛrtǭbas ir atspoguǸotas 3.10. tabulǕ. VienǕdojums 3.8. 

atspoguǸo relatǭvu standarta nenoteiktǭbas aprǛǵinu. 

CVu Ö=2       (3.8.) 

kur uc ï metodes relatǭvǕ standarta nenoteiktǭba; 

CV ï variǕcijas koeficients novǛrtǛts pǛc relatǭvǕs izkliedes dienǕ; 

VariǕcijas koeficientu aprǛǵina pǛc 3.9. vienǕdojuma 

2d

r
CV =       (3.9.) 

kur r- relatǭvǕ kǸȊda diviem paralǛliem mǛrǭjumiem, % 

%100
.

21 Ö
-

=
vidx

xx
r      (3.10.) 

2

21
.

xx
xvid

+
=       (3.11.) 

kur d2 ï divu paralǛlu mǛrǭjumu koeficients (d2 = 1,128) 

IzstrǕdǕtajai metodei tika aprǛǵinǕta relatǭvǕ standarta nenoteiktǭba, jo lielǕkajai daǸai 

nosakǕmo analǭtu vǛrtǭbas ir ar vidǛjǕm vai augstǕm koncentrǕcijǕm. Metodes nenoteiktǭbas 

aprǛǵinam katrǕ paraugu sǛrijǕ veiktas paraugu dublikǕtu analǭzes. KǕ piemǛru Ŭ-

aminosviestskǕbes R-grafiku var redzǛt 3.51. attǛlǕ. 
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30,0

30,5

31,0

31,5

32,0

32,5

33,0

33,5

34,0
C, ɛmolĀL-1

Datums

References materiǕla vidǛjais lielums

LaboratorijǕ iegȊts vidǛjais lielums

 

3.51. att. R - grafiks bioloǥiskajǕ materiǕlǕ noteiktam analǭtam ï Ŭ-aminosviestskǕbei. 

Dotais R ï grafiks labi atspoguǸo analǭta izkliedi starp paralǛliem mǛrǭjumiem. 

Metodes relatǭvǕ standarta nenoteiktǭba aprǛǵinǕta pǛc 3.12 vienǕdojuma, vienu piemǛru var 

apskatǭt zemǕk. 

 

Lmol
LmolLmol

Cvid /495,33
2

/469,33/521,33
. m

mm
=

+
=    (3.12) 

%157,0%100
/495,33

/469,33/521,33
=Ö

-
=

Lmol

LmolLmol
r

m

mm
   (3.13) 

%139,0
128,1

%157,0
==CV       (3.14) 

%278,0%139,02 =Ö=cu      (3.15) 

Ŭ-AminosviestskǕbes relatǭvǕs standarta nenoteiktǭbas aprǛǵinus var secǭgi apskatǭt 3.19. 

tabulǕ. 
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3.19. tabula 

Ŭ-AminosviestskǕbes nenoteiktǭbas aprǛǵini 

Datums C1, ɛmolĀL
-1

 C2, ɛmolĀL
-1

 
C vid., 

ɛmolĀL
-1

 
r, %  u, % u vid, % 

17.05.2016 33,5 33,5 33,5 0,16 0,3 

2,6 

20.05.2016 31,7 31,2 31,4 1,5 3 

31.05.2016 31,7 31,2 31,4 1,6 3 

03.06.2016 32,2 31,8 32,0 1,3 2 

08.06.2016 32,6 32,5 32,5 0,21 0,4 

14.06.2016 32,0 33,2 32,6 4 7 

17.06.2016 32,3 32,7 32,5 1,3 2 

30.06.2016 33,7 33,2 33,5 1,2 2 

05.07.2016 33,6 33,0 33,3 1,7 3 

08.06.2016 31,3 31,9 31,6 1,9 3 

TǕdǕ paġǕ veidǕ tika aprǛǵinǕtas arǭ citu analǭtu relatǭvǕs standarta nenoteiktǭbas 

bioloǥiskajǕ materiǕlǕ. AprǛǵinǕtǕs relatǭvǕs standarta nenoteiktǭbas un paplaġinǕtǕs 

nenoteiktǭbas ir redzamas 3.20. tabulǕ 
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3.20. tabula. 

Metodes nosakǕmo analǭtu iegȊtǕs relatǭvǕs standarta (uc) un paplaġinǕtǕs (U) 

nenoteiktǭbas bioloǥiskajǕ materiǕlǕ 

Nr.p.k.  AminoskǕbes uc vid, % U, % 

1. Asp 2,1 4 

2. Glu 2,1 4 

3. Hyp 2,8 6 

4. Ser 2,5 5 

5. Asn 2,3 5 

6. Gly 2,6 5 

7. Gln 2,9 6 

8. Sarkoz 3,5 7 

9. Tau 3,2 6 

10. His 3,4 7 

11. Cit 4,7 9 

12. Thr 2,4 5 

13. Ala 3,6 7 

14. Arg 3,5 7 

15. Pro 3,7 7 

16. Aab 2,6 5 

17. Tyr 2,5 5 

18. Val 2,7 5 

19. Met 2,6 5 

20. Cys 2,7 5 

21. Hcy(Ala) 6,3 13 

22. Ile 3,1 6 

23. Leu 3,6 7 

24. Phe 2,8 6 

25. Trp 2,8 6 

26. Orn 2,9 6 

27. Lys 3,0 6 

 

KǕ redzams 3.20. tabulǕ, iegȊtǕs analǭtu relatǭvǕs standarta nenoteiktǭbas ir nedaudz 

lielǕkas par references materiǕla sniegtajǕm absolȊtajǕm nenoteiktǭbas vǛrtǭbǕm (3.10. 

tabula), tomǛr tǕs ir salǭdzinǕmas. Veicot metodes validǕciju, ievǛrojami augstǕkas 

nenoteiktǭbas vǛrtǭbas ir iegȊtas ļetriem aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem: Ŭ-

aminosviestskǕbei, cistationǭnam, cistǭnam un tirozǭnam. To var izskaidrot ar ġo analǭtu zemo 

koncentrǕciju, kǕ arǭ references materiǕla zemǕm nenoteiktǭbas vǛrtǭbǕm. IegȊto mǛrǭjumu 

nenoteiktǭbu cǛloǺi varǛja rasties hromatogrǕfijas eluentu gatavoġanas procesǕ, paraugu 

derivatizǕcijas procesǕ, protams, jǕǺem vǛrǕ arǭ izpildǭjuma nenoteiktǭba. 
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TǕ kǕ metodes validǕcijai izmantots tikai asins seruma references materiǕls, turpmǕk 

veicot rutǭno paraugu analǭzi, nenoteiktǭbas bȊs jǕaprǛǵina, izmantojot daģǕdus cilvǛka 

bioloǥiskǕ materiǕla paraugus (asins plazma un urǭns) daģǕdǕm vecuma grupǕm. Izmantojot 

R- grafiku, varǛs aprǛǵinǕt nenoteiktǭbu, kura bȊs labǕk piemǛrota izstrǕdǕtajai analǭzes 

metodei. 

3.7.8. Robustums 

Robustums raksturo analǭzes metodes droġǭbu, spǛju analǭzes metodei palikt stabilai, 

mainoties daģiem parametriem, kas var rasties darba gaitǕ. Izveidojot metodi, ir jǕpǕrbauda 

parametrus, kuri var mainǭties ikdienas darbǕ. Tipiskie parametri robustuma pǕrbaudei 

hromatogrǕfijas metodei ir: 

¶ kustǭgǕs fǕzes pH; 

¶ kolonnas temperatȊra; 

¶ detektǛġanas viǸǺa garums (izmantojot UV detektoru); 

¶ paraugu stabilitǕte uzglabǕġanas laikǕ; 

¶ hromatogrǕfijas sistǛmǕ ievadǭtǕ parauga daudzums [130-132]. 

Metodes pǕrbaudei aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka 

asins serumǕ veikti vairǕki robustuma testi.  

Kolonnas temperatȊras izmaiǺu ietekmi pǕrbaudǭja, izmantojot iepriekġ izvǛlǛtos 

hromatogrǕfijas apstǕkǸus: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm, 

plȊsmas Ǖtrums 1 mLĀmin-1, detektǛġana pie 254 nm, ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL, A 

eluents nǕtrija acetǕta trihidrǕta bufferġǵǭdums pH 4,6, B eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/Ȋdens) 

(2.3.4. nodaǸa), segmentǛtais gradients atspoguǸots 3.42. attǛlǕ. 16. pielikumǕ var redzǛt asins 

seruma standarta references materiǕlǕ uzǺemtǕs hromatogrammas, strǕdǕjot ar daģǕdǕm 

kolonnas temperatȊrǕm; 40 ϲC, 43ϲC, 49 ϲC un 52 ϲC. Asins seruma references materiǕla 

hromatogramma, strǕdǕjot ar kolonnas temperatȊru 46ϲC, ir redzama 7. pielikumǕ. 

Robustuma pǕrbaudei veikti katra mǛrǭjuma trǭs atkǕrtojumi. 

Izmantojot iegȊtos datus, veikti aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu 

izdalǭġanas faktora, atdalǭġanas faktora un joslu izġǵirġanu vidǛjǕs vǛrtǭbas aprǛǵini atkarǭbǕ 

no kolonnas temperatȊras izmaiǺǕm. Viena aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjuma, Ŭ-

aminosviestskǕbes iegȊtos rezultǕtus var redzǛt 3.52. attǛlǕ. 
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3.52.att. Ŭ-AminosviestskǕbes izdalǭġanas faktora, atdalǭġanas faktora un joslu 

izġǵirġanu vidǛjǕs vǛrtǭbas atkarǭbǕ no kolonnas temperatȊras izmaiǺǕm. 

 

PǕrǛjo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu iegȊto izdalǭġanas faktora, 

atdalǭġanas faktora un joslu izġǵirġanu vidǛjǕs vǛrtǭbas aprǛǵinu atkarǭba no kolonnas 

temperatȊras izmaiǺǕm ir redzama 17. pielikumǕ. KǕ redzams no iegȊtajiem datiem, kolonnas 

temperatȊras izmaiǺas atstǕj vismazǕko iespaidu uz atdalǭġanas faktoru, kurġ bȊtiski nemainǕs 

atkarǭbǕ no kolonnas temperatȊras svǕrstǭbǕm. SavukǕrt, var novǛrot tendenci, ka izdalǭġanas 

faktors samazinǕs, paaugstinoties kolonnas temperatȊrai. Joslu izġǵirġana ir atkarǭga no 

kolonnas temperatȊras svǕrstǭbǕm, tomǛr vienota tendence nav novǛrojama. TemperatȊras 

svǕrstǭbas atstǕj daģǕdu iespaidu uz katru aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu. PǛc 

literatȊras datiem, labai metodes joslu izġǵirġanai starp vienǕdas koncentrǕcijas smailǛm ir 

jǕbȊt virs 1,5, starp daģǕdas koncentrǕcijas smailǛm - vienǕdai ar 2 [7]. AminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu kvantitatǭvajai aprǛǵinǕġanai ir izmantota iekġǛjǕ standarta 

metode. Lǭdz ar to ir bȊtiski pǕrbaudǭt iekġǛjǕ standarta izdalǭġanas parametrus atkarǭbǕ no 

daģǕdǕm svǕrstǭbǕm. Veicot robustuma testu, var redzǛt, ka iekġǛjǕ standarta joslu izġǵirġana 

ar arginǭna joslu, paaugstinoties temperatȊrai, palielinǕs, toties pǛc izmantotǕs metodes 

rekomendǛjamǕs temperatȊras 46 ϲC tǕ ir 1,73. ǹemot vǛrǕ, ka joslu koncentrǕcijas ir tuvas, 

joslu izġǵirġana starp iekġǛjo standartu un arginǭnu ir apmierinoġa. Paaugstinoties 

temperatȊrai, joslu izġǵirġana starp iekġǛjo standartu un prolǭnu, tieġi pretǛji, samazinǕs. Pie 

temperatȊras 46 ϲC tǕ ir 5,73. 

NǕkamajǕ eksperimentǕ tika veikts pǛtǭjums, kǕ hromatogrǕfijas parametrus ietekmǛs 

eluentu pH vǛrtǭbas. HromatogrǕfijas apstǕkǸi: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, 
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daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm, plȊsmas Ǖtrums 1 mLĀmin
-1
, detektǛġana pie 254 nm, ievadǭto paraugu 

tilpums 10 ɛL, kolonnas temperatȊra 46 ϲC. HromatogrǕfijas izdalǭġanas parametru izmaiǺas 

pǕrbaudǭtas, mainot eluentu pH vǛrtǭbas no 4,0 lǭdz pH 5,2. Robustuma pǕrbaudei veikti katra 

mǛrǭjuma trǭs atkǕrtojumi. 

3.53. attǛlǕ var redzǛt Ŭ-aminosviestskǕbes izdalǭġanas faktora, atdalǭġanas faktora un 

joslu izġǵirġanu vidǛjǕs vǛrtǭbas atkarǭbǕ no eluentu pH izmaiǺǕm. PǕrǛjo aminoskǕbju 

fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu izdalǭġanas faktora, atdalǭġanas faktora un joslu izġǵirġanu 

vidǛjǕs vǛrtǭbas atkarǭba no eluenta pH vǛrtǭbas ir atspoguǸotas 18. pielikumǕ. 

 

3.53. att. Ŭ-AminosviestskǕbes izdalǭġanas faktora, atdalǭġanas faktora un joslu 

izġǵirġanu vidǛjǕs vǛrtǭbas atkarǭbǕ no eluentu pH izmaiǺǕm. 

 

IegȊtie dati apliecina, ka eluentu pH izmaiǺas atstǕj lielǕku iespaidu uz izdalǭġanas 

faktoru, kura vǛrtǭba pǕrsvarǕ visiem aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumiem izteikti 

pieaug pie eluentu pH vǛrtǭbas 4,6. MazǕku iespaidu pH vǛrtǭba atstǕj uz joslu izġǵirġanu, 

toties tendence rǕda, ka tǕ ir lielǕka pie pH 4,6. Uz atdalǭġanas faktoru, tǕpat kǕ kolonnas 

temperatȊra, arǭ eluentu pH vǛrtǭba neatstǕj bȊtisku iespaidu. IekġǛjǕ standarta un arginǭna 

smaiǸu joslu izġǵirġana ir 1,90 un iekġǛjǕ standarta un prolǭna joslu izġǵirġana ir 5,89. IegȊtie 

dati apliecina, ka izstrǕdǕta metode ir izmantojama aminoskǕbju fenilizotiocianǕta derivǕtu 

kvantitatǭvajai noteikġanai. 

NǕkamais robustuma tests ir parauga stabilitǕtes pǕrbaude. StrǕdǕjot ar 

fenilizotiocianǕta derivatizǕcijas metodi, prognozǛjamǕ parauga stabilitǕte ir lǭdz 48 stundǕm, 

uzglabǕjot paraugu +2 ÁC - +8 ÁC. Analǭtu stabilitǕte, uzglabǕjot paraugu ilgǕk par 48 
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stundǕm, ar koncentrǕciju zem 100 ɛmolĿL
-1

, ir redzama 3.54. attǛlǕ, ar koncentrǕciju no 100 

ɛmolĿL
-1
 lǭdz 200 ɛmolĿL

-1
 ir redzama 3.55. attǛlǕ, ar koncentrǕciju no 200 ɛmolĿL

-1
 lǭdz 400 

ɛmolĿL
-1
 ir redzama 3.56. attǛlǕ un 3.57.attǛlǕ ir redzama ar koncentrǕciju virs 400 ɛmolĿL

-1
. 

 

3.54. att. AminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu koncentrǕciju izmaiǺas asins 

seruma references materiǕlǕ, uzglabǕjot sagatavoto paraugu ilgǕk par 48 stundǕm 

(analǭtu koncentrǕcijas zem 100 ɛmolĿL
-1
). 

 

3.55. att. AminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu koncentrǕciju izmaiǺas asins 

seruma references materiǕlǕ, uzglabǕjot sagatavoto paraugu ilgǕk par 48 stundǕm 

(analǭtu koncentrǕcijas no 100 ɛmolĿL
-1

 lǭdz 200 ɛmolĿL
-1
). 
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3.56 att. AminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu koncentrǕciju izmaiǺas asins 

seruma references materiǕlǕ, uzglabǕjot sagatavoto paraugu ilgǕk par 48 stundǕm 

(analǭtu koncentrǕcijas no 200 ɛmolĿL
-1

 lǭdz 400 ɛmolĿL
-1
). 

 

3.57. att. AminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu koncentrǕciju izmaiǺas asins 

seruma references materiǕlǕ, uzglabǕjot sagatavoto paraugu ilgǕk par 48 stundǕm 

(analǭtu koncentrǕcijas virs 400 ɛmolĿL
-1
). 

KǕ redzams no iegȊtajiem datiem, daģiem aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumiem stabilitǕte krasi mainǕs, uzglabǕjot paraugu ilgǕk par 48 stundǕm. Krasi 

samazinǕs asparagǭna un glutamǭna koncentrǕcijas, savukǕrt, paaugstinǕs asparagǭnskǕbes un 

glutamǭnskǕbes koncentrǕcijas. PǛc literatȊras datiem, uzglabǕjot paraugu ilgǕku laiku, 
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asparagǭns pǕrveidojas par asparagǭnskǕbi un glutamǭns par glutamǭnskǕbi, ko var redzǛt arǭ 

dotajǕ pǛtǭjumǕ [126-129]. Ir manǕma arǭ treonǭna un lizǭna ievǛrojamǕka koncentrǕcijas 

samazinǕġanǕs. PǕrǛjo aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu koncentrǕcijas izmaiǺas 

nav tik bȊtiskas, tomǛr neliela analǭtu koncentrǕcijas samazinǕġanas ir manǕma, ko var 

izskaidrot ar aminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu degradǕciju. No tǕ var secinǕt, ka 

analǭzei izmantojamajam bioloǥiskajam materiǕlam ir jǕbȊt svaigi Ǻemtam, kǕ arǭ pareizi 

transportǛtam un uzglabǕtam laboratorijǕ.  

AnalizǛjot robustuma testa iegȊtos rezultǕtus var secinǕt, ka lielǕku iespaidu uz 

analǭzes metodi atstǕj paraugu nepareiza uzglabǕġana, kuras rezultǕtǕ daģu atseviġǵu 

aminoskǕbju koncentrǕcijas strauji samazinǕs, savukǕrt citu aminoskǕbju koncentrǕcijas 

palielinǕs. Kolonnas temperatȊras svǕrstǭbas un eluentu pH lǭmeǺa svǕrstǭbas lielǕku iespaidu 

atstǕj uz analǭtu izdalǭġanas faktoru. Apkopotus robustuma testa rezultǕtus var redzǛt 3.21. 

tabulǕ. 

3.21. tabula 

Robustuma testa iegȊto rezultǕtu apkopojums 

AnalizǛtie parametri  IegȊtais rezultǕts 

AEĠH kolonnas temperatȊras 46 
o
C 

Izmantotu eluentu pH vǛrtǭba pH 4,6 

Parauga stabilitǕte 48 stundas 

IegȊtie rezultǕti apliecina, ka metode nav robusta un ir nepiecieġams ievǛrot uzstǕdǭtas 

prasǭbas. Paraugu stabilitǕte 48 stundu laikǕ ir augsta, kas Ǹauj izmantot izstǕdǕto metodi 

testǛġanas laboratorijǕs. 

3.8. IzstrǕdǕtǕs aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanas 

metodes cilvǛka bioloǥiskajos materiǕlos salǭdzinǕjums ar laboratorijǕ 

izmantojamo ñWATERSò metodi 

MȊsdienǕs aizvien plaġǕk augstefektǭvǕ ġǵidrumu hromatogrǕfija tiek aizvietota ar 

jaunǕkǕm tehnoloǥijǕm un iespǛjam. Viena no tǕm ir ultra efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfijas 

metode, kurai ir vairǕkas priekġrocǭbas: ǭsǕks analǭzes laiks, labǕka jȊtǭba, selektivitǕte u.c. 

ZinǕtniskajǕ literatȊra ir pietiekoġi plaġi aprakstǭta aminoskǕbju noteikġana izmantojot ultra 

efektǭvǕs ġǵidruma hromatogrǕfijas iespǛjas. StrǕdǕjot ar bioloǥisko materiǕlu, ir jǕǺem vǛrǕ 

ka tǕ kvantitatǭvs un kvalitatǭvs sastǕvs ir mainǭgs. AnalizǛjamo vielu skaits ir pietiekoġi liels, 
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kǕ arǭ paġa materiǕla matrica ir sareģǥǭta, tǕpǛc ultra efektǭvǕ ġǵidruma hromatogrǕfija netiek 

izmantota aminoskǕbju sastǕva noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajos materiǕlos. To apliecina arǭ 

EiropǕ esoġo laboratoriju praksǛ [126]. IzmantojamǕs analǭzes metodes ir redzamas 12. 

PielikumǕ. VǛsturiski VSIA ĂBǛrnu klǭniskǕs universitǕtes slimnǭcasò ǤenǛtiskǕs bioǵǭmijas 

laboratorija aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajos 

materiǕlos izmanto firmas ñWATERSò piedǕvǕto metodi [134].  

PǛtǭjuma laikǕ izstrǕdǕtajai metodei ir vairǕkas priekġrocǭbas salǭdzinǕjumǕ ar 

ñWATERSò piedǕvǕto metodi gan no analǭģu veikġanai patǛrǛtǕ laika viedokǸa, gan no 

analǭģu izmaksu viedokǸa.  

PirmkǕrt, lai varǛtu salǭdzinǕt metoģu raksturlielumus, tika salǭdzinǕti svarǭgǕkie 

metodes validǕcijas parametri. OtrkǕrt, salǭdzinǕta pati hromatogrǕfijas metode un tǕs darba 

reģǭmi. 

Metoģu raksturlielumi: 

¶ Metodes specifiskums: abos gadǭjumos metodes specifiskumu nodroġina paraugu 

sagatavoġanas metode ï fenilizotiocianǕta derivatizǕcija, kura abǕm metodǛm notiek 

pǛc vienǕda algoritma - aprakstǭta eksperimentǕlajǕ daǸǕ (2.4.). 

¶ LinearitǕte: abǕm metodǛm ir uzstǕdǭtas vienǕdas prasǭbas attiecǭbǕ uz linearitǕti. 

AminoskǕbju fenilizotiocianǕta atvasinǕjumu kvantitatǭvajai noteikġanai izmantots 

lineǕrais kalibrǕcijas grafiks caur nulles punktu ar korelǕcijas koeficientu ne mazǕku 

par 0,990. IzstrǕdǕtǕs metodes iegȊtie korelǕcijas koeficienti un ñWATERSò metodes 

korelǕcijas koeficienti ir atspoguǸoti 3.22. tabulǕ. KǕ var secinǕt no iegȊtajiem datiem, 

abu metoģu analǭtu linearitǕtes ir salǭdzinǕmas. 
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3.22. tabula 

IzstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò metodes linearitǕtes salǭdzinǕjums 

Nr.p.k.  Analǭts 
IzstrǕdǕtǕs metodes 

korelǕcijas koeficienti 

ñWATERSò metodes 

korelǕcijas koeficienti 

1. Aab 0,998 0,995 

2. Ala 0,9986 0,997 

3. Arg 0,993 0,998 

4. Asn 0,9996 0,9992 

5. Asp 0,9998 0,9992 

6. Cit 0,9986 0,9987 

7. Cys 0,998 0,9993 

8. Gln 0,9994 0,998 

9. Glu 0,9997 0,996 

10. Gly 0,997 0,992 

11. Hcy(Ala) 0,9987 0,9994 

12. His 0,9998 0,9986 

13. Hyp 0,9998 0,9987 

14. Ile 0,9991 0,996 

15. Leu 0,9998 0,9988 

16. Lys 0,997 0,998 

17. Met 0,9994 0,995 

18. Orn 0,997 0,997 

19. Phe 0,9996 0,9987 

20. Pro 0,9993 0,9991 

21. Sarkoz 0,995 0,998 

22. Ser 0,9986 0,9991 

23. Tau 0,9992 0,9989 

24. Thr 0,997 0,996 

25. Trp 0,9994 0,9992 

26. Tyr 0,998 0,9986 

27. Val 0,9991 0,9987 

¶ PrecizitǕte: ñWATERSò metodes uzstǕdǭtǕs prasǭbas pret rezultǕtu precizitǕti ir 15%. 

IzstrǕdǕtajǕ metodǛ tika izvirzǭtas divas precizitǕtes prasǭbas, tas ir, aparatȊras 

precizitǕte, kura nedrǭkst pǕrsniegt 1,0 % un metodes precizitǕte, kura nedrǭkst 

pǕrsniegt 10%. IegȊtie izstrǕdǕtǕs metodes precizitǕtes rezultǕti bioloǥiskajǕ materiǕlǕ 

salǭdzinǕjumǕ ar ñWATERSò metodes precizitǕtes rezultǕtiem ir redzami 3.23. tabulǕ. 
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3.23. tabula 

IzstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò metodes precizitǕtes salǭdzinǕjums. 

Nr.p.k.  Analǭts 
IzstrǕdǕtǕs metodes 

precizitǕte, % 

ñWATERSò metodes 

precizitǕte, % 

1. Aab 4 4 

2. Ala 2,3 3 

3. Arg 3 3 

4. Asn 1,3 5 

5. Asp 2,1 5 

6. Cit 1,6 4 

7. Cys 0,8 2,4 

8. Gln 2,2 6 

9. Glu 1,2 8 

10. Gly 2,0 6 

11. Hcy(Ala) 2,1 4 

12. His 1,6 7 

13. Hyp 1,0 4 

14. Ile 0,9 4 

15. Leu 1,2 9 

16. Lys 4 4 

17. Met 1,3 4 

18. Orn 1,1 6 

19. Phe 1,1 1,4 

20. Pro 2,4 4 

21. Sarkoz 3 3 

22. Ser 1,1 4 

23. Tau 1,1 4 

24. Thr 1,3 5 

25. Trp 7 12 

26. Tyr 1,3 3 

27. Val 1,6 4 

Abos gadǭjumos metodes precizitǕte tika aprǛǵinǕta, izmantojot references materiǕlu 

(liofilizǛtu cilvǛka asins serumu). IegȊtie izstrǕdǕtǕs metodes precizitǕtes rezultǕti ir 

salǭdzinǕmi ar ñWATERSò metodes precizitǕtes rezultǕtiem. ñWATERSò metodes 

precizitǕtes rezultǕtu izkliede ir nedaudz lielǕka, ko varǛtu izskaidrot ar lielǕku 

paraugu skaitu un ilgǕku laika periodu metodes validǕcijas procesǕ, kurǕ nedaudz 

mainǭjǕs daģǕdi hromatogrǕfijas apstǕkǸi, kǕ, piemǛram, kolonnas. KopumǕ abu 

metoģu aprǛǵinǕtǕs precizitǕtes atbilst izvirzǭtajǕm prasǭbǕm. 
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¶ AtgȊstamǭba: izstrǕdǕtǕs un ñWATERSò metodes atgȊstamǭbu nav korekti salǭdzinǕt, 

jo ñWATERSò metodes atgȊstamǭbas aprǛǵinǕġanai izmantoti starplaboratoriju 

salǭdzinoġǕs testǛġanas paraugi, kuri pǛc bȊtǭbas ir bioloǥiskais materiǕls ar pievienotu 

zinǕmǕs koncentrǕcijas analǭtu daudzumu, savukǕrt izstrǕdǕtajǕ metodǛ izmantoti 

standartġǵǭdumi. TurklǕt izstrǕdǕtǕs metodes atgȊstamǭba tika pǕrbaudǭta, izmantojot 

trǭs daģǕdas koncentrǕcijas standartpiedevas. TomǛr jǕatzǭst, ka abu metoģu 

aprǛǵinǕtǕs atgȊstamǭbas atbilst uzstǕdǭtajiem kritǛrijiem, atbilstoġi kuriem 

daudzkomponentu maisǭjumam ar zemǕm analǭtu koncentrǕcijǕm atgȊstamǭbai ir jǕbȊt 

80-120%, ar augstǕm analǭtu koncentrǕcijǕm - 90-110%. 

¶ Pareizǭba: abu metoģu pareizǭbas aprǛǵinǕġanai izmantoti starplaboratoriju 

salǭdzinoġǕs testǛġanas rezultǕti. Starplaboratoriju salǭdzinoġajǕ testǛġanǕ piedalǭjǕs 

257 laboratorijas no daģǕdǕm Eiropas valstǭm. IzstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò 

metodes pareizǭbas rezultǕti ir redzami 3.24. tabulǕ. Izmantojamo analǭtu secǭba atbilst 

to koncentrǕcijas palielinǕġanai. 
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3.24. tabula 

IzstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò  metodes pareizǭbas salǭdzinǕjums 

Nr.p.k.  AminoskǕbes 
IzstrǕdǕtǕs metodes 

relatǭvǕ kǸȊda, % 

ñWATERSò metodes 

relatǭvǕ kǸȊda, % 

1. Ser 1 4 

2. Aab 13 5 

3. Phe 11 8 

4. Orn 4 3 

5. Cys 7 5 

6. Met 30 12 

7. Lys 3 3 

8. Arg 8 2 

9. Hyp 9 5 

10. Asn 4 4 

11. His 1 3 

12. Tau 1 5 

13. Thr 21 19 

14. Ala 7 3 

15. Asp 12 16 

16. Pro 12 6 

17. Tyr 3 1 

18. Gln 6 5 

19. Cit 5 5 

20. Val 2 3 

21. Ile 8 7 

22. Gly 8 4 

23. Leu 9 11 

24. Glu 13 19 

KǕ var redzǛt, relatǭvǕs kǸȊdas abu metoģu pareizǭbas rezultǕtiem ir salǭdzinǕmas, kas 

liecina par to, ka izstrǕdǕtǕs metodes iegȊtie rezultǕti ir kvantitatǭvi pareizi. 

¶ DetektǛġanas un kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas: veicot aminoskǕbju noteikġanu 

bioloǥiskajǕ materiǕlǕ, metodes detektǛġanas un kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas nav 

tik bȊtiskas, jo vesela cilvǛka aminoskǕbju koncentrǕcijas ir salǭdzinoġi augstas. 

Iedzimto metabolo traucǛjumu gadǭjumǕ kǕdas atseviġǵas aminoskǕbes vai 

aminoskǕbju grupas koncentrǕcijas ievǛrojami palielinǕs. Lǭdz ar to bȊtiskǕk noteikt 

metodes kvalitatǭvǕs noteikġanas robeģu, jo tǕ ir zemǕkǕ analizǛjamǕs vielas 

koncentrǕcija, kuru var noteikt ar pieǺemamu metodes precizitǕti un pareizǭbu. 

IzstrǕdǕtǕs metodes aprǛǵinǕtǕs kvalitatǭvǕs noteikġanas robeģas (3.18. tabula) ir 
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ievǛrojami zemǕkas par vesela cilvǛka aminoskǕbju normas zemǕko vǛrtǭbu. 

ñWATERSò metodei kvantitatǭvǕs noteikġanas robeģas netika aprǛǵinǕtas.  

¶ Metodes nenoteiktǭba: izstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò metodes paplaġinǕtǕs 

nenoteiktǭbas ir atspoguǸotas 3.25. tabulǕ. Metoģu nenoteiktǭbu starpǭba visiem 

analǭtiem nepǕrsniedz 2 %, izǺemot Arginǭnu (3,9 %) un Citrulǭnu (12,9 %). 

3.25. tabula. 

IzstrǕdǕtǕs metodes un ñWATERSò metodes paplaġinǕtǕs nenoteiktǭbas bioloǥiskajǕ 

materiǕlǕ 

Nr.

p.k. 
AminoskǕbes 

IzstrǕdǕtǕs metodes 

paplaġinǕtǕ nenoteiktǭba, % 

ñWATERSò metodes 

paplaġinǕtǕ nenoteiktǭba, % 

1. Aab 4 5 

2. Ala 4 4 

3. Arg 6 2 

4. Asn 5  

5. Asp 5 3 

6. Cit 5 18 

7. Cys 6 5 

8. Gln 7 7 

9. Glu 7 7 

10. Gly 7 13 

11. Hcy(Ala) 9 11 

12. His 5 7 

13. Hyp 7 6 

14. Ile 7 6 

15. Leu 7 6 

16. Lys 5 4 

17. Met 5 4 

18. Orn 6 5 

19. Phe 5 6 

20. Pro 5 4 

21. Sarkoz 13 11 

22. Ser 6 6 

23. Tau 7 5 

24. Thr 6 6 

25. Trp 7 4 

26. Tyr 8 5 

27. Val 6 5 

TǕ kǕ izstrǕdǕtǕs metodes validǕcija veikta asins serumǕ, turpmǕk veicot rutǭnu 

paraugu analǭzi, metodes validǕciju bȊs jǕpapildina, izmantojot daģǕdus reǕlus cilvǛka 
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bioloǥiskǕ materiǕla paraugus (asins plazma un urǭns) daģǕdǕm vecuma grupǕm. Toties, 

izvǛrtǛjot izstrǕdǕtǕs metodes validǕcijas parametru salǭdzinǕjumu ar ñWATERSò 

izmantojamo metodi, var apgalvot, ka analǭģu mǛrǭjumu kvalitǕte izstrǕdǕtajai metodei ir 

atbilstoġa testǛġanas laboratorijas prasǭbǕm un ir salǭdzinǕma ar ñWATERSò metodes datiem. 

To var izmantot praktiskiem nolȊkiem, aizvietojot esoġo ñWATERSò metodi. 

HromatogrǕfijas metode un tǕs apstǕkǸi 

Veicot izstrǕdǕtǕs un ñWATERSò metodes salǭdzinǕjumu no hromatogrǕfijas aspekta, 

var redzǛt vairǕkas nepǕrprotamas priekġrocǭbas. IzstrǕdǕtǕs metodes hromatogrǕfijas laiks ir 

gandrǭz uz pusi ǭsǕks. Ja ñWATERSò metodes hromatogrǕfijas laiks ir 65 min, tad izstrǕdǕtǕs 

metodes hromatogrǕfijas laiks ir 35 min. TǕ kǕ abǕs metodǛs ir izmantojamas vienǕdas 

hromatogrǕfijas kolonnas, kopǛjais aminoskǕbju spektra noteikġanas laiks ir samazinǕjies par 

30 minȊtǛm. Attiecǭgi arǭ patǛrǛto eluentu daudzums uz vienu analǭzi, ar plȊsmu 1 mLϊmin
-1
, 

ir par 30 mL mazǕks. Ġǭs izmaksas var skaitǭt ne tikai no patǛrǛto eluentu daudzuma uz vienu 

analǭzi, bet arǭ jǕǺem vǛrǕ, ka ir mazǕks eluentu daudzums ǵǭmisko atkritumu utilizǕcijai. 

StrǕdǕjot ar ñWATERSò metodi, ir izmantojami oriǥinǕli ñWATERSò komerciǕli 

nopǛrkami eluenti, kas ir nepǕrprotami dǕrgǕki nekǕ eluenti, kas gatavoti laboratorijǕ. TǕ kǕ 

uz hromatogrǕfijas eluentiem nav standartvielas un tiem nav nepiecieġama izsekojamǭba, 

medicǭniskajǕs laboratorijǕs tos var gatavot uz vietas. Apkopojot pǛtǭjuma rezultǕtǕ izstrǕdǕtǕs 

un ñWATERSò metodes priekġrocǭbas un trȊkumus, var apgalvot, ka izstrǕdǕtǕs metodes - 

aminoskǕbju fenilizotiocianǕtu atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka bioloǥiskajos materiǕlos 

(asins serums, plazma un urǭns) - analǭģu kvalitǕte atbilst ñWATERSò metodes analǭģu 

kvalitǕtei, toties izstrǕdǕtǕ metode ir ǕtrǕka un izmaksas uz vienu analǭzi ir ievǛrojami 

mazǕkas. TurpmǕk praktiski aizvietojot ñWATERSò metodi ar izstrǕdǕto izmaksas uz vienu 

analǭzi varǛs samazinǕt vairǕk nekǕ uz pusi. 
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SECINǔJUMI 

1. Veikta solvǕtu sorbcijas modeǸa efektivitǕtes izpǛte augstefektǭvǕs ġǵidruma 

hromatogrǕfijas izdalǭġanas parametru prognozǛġanai polǕru savienojumu grupai, 25 

aminoskǕbju FITC atvasinǕjumiem. EfektivitǕtes izpǛtei izmantotas deviǺas apgrieztajǕ 

fǕzǛ izmantojamas hromatogrǕfijas kolonnas ar daģǕdǕm ǵǭmiski fizikǕlajǕm ǭpaġǭbǕm un 

divi organiskie modificǛtǕji. EksperimentǕlie rezultǕti pierǕdǭja, ka modelis ir efektǭvs 

analizǛjamo vielu izdalǭġanas parametru prognozǛġanai, pamatojoties ne tikai uz 

eksperimentǕli iegȊtajiem datiem, bet papildus izmantojot analizǛjamo savienojumu 

struktȊrformulas.  

2. ǹemot vǛrǕ pǛtǭjuma rezultǕtus, var apgalvot, ka prognozǛġanu, kas balstǭta uz 

analizǛjamo savienojumu struktȊrformulǕm (ñnulles tuvinǕjumaò metode), nevar uzskatǭt 

par pietiekami precǭzu analizǛjamo vielu izdalǭġanas laika prognozǛġanas metodi, toties to 

var pieǺemt par labu metodi sǕkotnǛjo parametru prognozǛġanai. PrognozǛġana, kas 

balstǭta uz analizǛjamo savienojumu struktȊrformulǕm un viena eksperimenta rezultǕtiem 

(ñpirmǕ tuvinǕjumaò metode), ir piemǛrota analizǛjamo savienojumu izdalǭġanas laika 

prognozǛġanai. PrognozǛġana, kas balstǭta uz analizǛjamo savienojumu struktȊrformulǕm 

un divu eksperimentu rezultǕtiem (ñotrǕ tuvinǕjumaò metode), ir efektǭva analizǛjamo 

savienojumu izdalǭġanas laika optimizǕcijai. PrognozǛġanas rezultǕtus, kas iegȊti, 

balstoties uz analizǛjamo savienojumu struktȊrformulǕm un viena vai divu eksperimentu 

rezultǕtiem, var izmantot AEĠH metodes izveidei un optimizǕcijai. 

3. PǛtǭjuma rezultǕtǕ iegȊtie dati apliecina, ka solvǕtu sorbcijas modelis ir piemǛrots 

hromatogrǕfisko apstǕkǸu piemeklǛġanai un sorbcijas parametru prognozǛġanai polǕru 

savienojumu grupai 25 aminoskǕbju FITC atvasinǕjumiem kustǭgǕs fǕzes segmentǛtǕ 

izdalǭġanas gradienta reģǭmǕ.  

4. PierǕdǭts, ka solvǕtu sorbcijas modeǸa iegȊtie rezultǕti, veicot prognozǛġanu, izmantojot 

analizǛjamǕs vielas struktȊrformulu un viena vai divu eksperimentu datus, ir salǭdzinǕmi 

ar plaġi zinǕtniskajǕ literatȊrǕ aprakstǭtu lineǕro ġǵǭdinǕtǕja spǛka modeli strǕdǕjot ar 25 

aminoskǕbju FITC atvasinǕjumiem. Izmantojot solvǕtu sorbcijas modeli, var bȊtiski 

samazinǕt metodes izstrǕdes laiku un izmaksas. PrognozǛġana, kas balstǭta tikai uz 

analizǛjamo vielu ǵǭmisko struktȊrformulu, nav tik precǭza, toties iegȊtos rezultǕtus var 

izmantot aptuvenai analǭzes laika un nepiecieġamǕ organiskǕ modificǛtǕja daudzuma 

aprǛǵinǕġanai, kǕ arǭ ġos datus var izmantota matemǕtiskai iterǕcijai.  
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5. Darba rezultǕtǕ ir izstrǕdǕta un validǛta AEĠH metode aminoskǕbju fenilizotiocianǕta 

atvasinǕjumu noteikġanai cilvǛka asins serumǕ. PierǕdǭts, ka ġo metodi var izmantot arǭ 

citu bioloǥisko materiǕlu (asins plazma un urǭns) analǭzei ar sareģǥǭtǕku matricu. 

Izmantojot doto metodi, reǕlǕ praksǛ var noteikt patoloǥisko analǭģu rezultǕtus, kurus 

izmanto iedzimto metabolo patoloǥiju selektǭvajam skrǭningam. SalǭdzinǕjumǕ ar paġreiz 

eksistǛjoġo metodi aminoskǕbju spektra noteikġanai, izstrǕdǕtai metodei ir vairǕkas 

priekġrocǭbas: ǭsǕks analǭzes laiks un ievǛrojami mazǕkas izmaksas. 
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1.1.att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte YMC-Pack C4 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.2. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Pico Tag C18 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot acetonitrilu kǕ organisko modificǛtǕju. 



159 

 

 

OrganiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija kustǭgajǕ fǕzǛ, %

ln
 k

10 20 30 40 50 60 70 80 90 

8. 78 

-6.96

-5.0

-2.5

0. 0 

2. 5 

5. 0 

7. 5 

 

1.3. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Pico Tag C18 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.4. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte SunFire C18 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot acetonitrilu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.5. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte SunFire C18 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.6. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Nucleosil 100 C8 hromatogrǕfijas 

kolonnai, lietojot acetonitrilu  kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.7. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Nucleosil 100 C8 hromatogrǕfijas 

kolonnai, lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.8. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Zorbax CN hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot acetonitrilu  kǕ organisko modificǛtǕju. 
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OrganiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija kustǭgajǕ fǕzǛ, %

ln
 k

0  10 20 30 40 50 60 70 80 90 

2.6

-2.7

-2

-1

0 

1 

2 

 
 

1.9. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Zorbax CN hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.10. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Zorbax SB-C8 hromatogrǕfijas 

kolonnai, lietojot acetonitrilu  kǕ organisko modificǛtǕju. 
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OrganiskǕ modificǛtǕja koncentrǕcija kustǭgajǕ fǕzǛ, %

ln
 k

 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 

9.78 

-3.44
-2.5

0.0 

2.5 

5.0 

7.5 

 

1.11. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Zorbax SB-C8 hromatogrǕfijas 

kolonnai, lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.12. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Mixed Mode RP-C18/Cation 

hromatogrǕfijas kolonnai, lietojot acetonitrilu  kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.13. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Mixed Mode RP-C18/Cation 

hromatogrǕfijas kolonnai, lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.14. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Mixed Mode RP-C8/Cation 

hromatogrǕfijas kolonnai, lietojot acetonitrilu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.15. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Mixed Mode RP-C8/Cation 

hromatogrǕfijas kolonnai, lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.16. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Alltima C8 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot acetonitrilu  kǕ organisko modificǛtǕju. 
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1.17. att. PǛtǕmo savienojumu izġǵirġanas karte Alltima C8 hromatogrǕfijas kolonnai, 

lietojot metanolu kǕ organisko modificǛtǕju. 
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2. PIELIKUMS  
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2.2. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% 

B). 
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2.3. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% 
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2.4. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% 

B). 



169 

 

-10

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

10

12

A
a

b

A
a

d

A
la

A
rg

A
s
n

A
s
p

ɓ
A

ib C
it

ɔA
b

a

G
ln

G
lu

G
ly

H
is Il
e

L
e

u

M
e

t

O
rn

P
h
e

P
ro

S
e

r

T
a

u

T
h

r

T
rp

T
y
r

V
a

l

ȹ
t,

 m
in

Analǭts

PicoTag C18 SunFire C18 Zorbax CN
Zorbax SB-C8 Nucleosil 100 C8 Alltima C8
YMC-Pack C4 Mixed Mode RP-C18/Cation Mixed Mode RP-C8/Cation  

2.5. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% 

B). 
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2.6. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B). 
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2.7. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

acetonitrils, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% 

B). 
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2.8. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem un eksperimentǕli iegȊtiem datiem 

lineǕram gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificǛtǕjs ï 

metanols, prognozǛġanai izmantojot lineǕro gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) 
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4. PIELIKUMS  

a) Organiskais modificǛtǕjs acetonitrils

b) Organiskais modificǛtǕjs metanols
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4.1. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie SunFire C18 kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 
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a) Organiskais modificǛtǕjs acetonitrils

b) Organiskais modificǛtǕjs metanols

 

4.2. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Zorbax CN kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 
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4.3. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Zorbax SB-C8 kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50

C
, 
%

t, min

TeorǛtiski iegȊts

Praktiski iegȊts

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50

C
, 
%

t, min

TeorǛtiski iegȊts

Praktiski iegȊts

a) Organiskais modificǛtǕjs acetonitrils

b) Organiskais modificǛtǕjs metanols
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4.4. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Nucleosil 100 C8 kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 
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4.5. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Alltima C8 kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 
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4.6. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie YMC-Pack C4 kolonnai optimizǕcijas procesǕ abiem 

organiskiem modificǛtǕjiem. 
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4.7. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Mixed Mode RP-C18/Cation kolonnai optimizǕcijas 

procesǕ abiem organiskiem modificǛtǕjiem. 
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4.8. att. SegmentǛti gradienti, iegȊtie Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnai optimizǕcijas 

procesǕ abiem organiskiem modificǛtǕjiem 
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4.9. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) datiem 

segmentǛtǕm gradientam SunFire C18 nekustǭgai fǕzei. 
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4.10. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Zorbax CN nekustǭgai fǕzei. 
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4.11. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Zorbax SB-C8 nekustǭgai fǕzei. 
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4.12. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Nucleosil 100 C8 nekustǭgai fǕzei. 
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4.13. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Alltima C8 nekustǭgai fǕzei. 
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4.14. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam YMC Pack C4 nekustǭgai fǕzei. 

b) Organiskais modificǛtǕjs metanols 
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4.15. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Mixed Mode RP-C18/Cation nekustǭgai fǕzei. 
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4.16. att. Izdalǭġanas laiku starpǭba prognozǛtiem (ȹt1) un eksperimentǕli iegȊtiem (ȹt2) 

datiem segmentǛtǕm gradientam Mixed Mode RP-C8/Cation nekustǭgai fǕzei. 
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5. PIELIKUMS  

Tukġa parauga hromatogramma. HromatogrǕfijas apstǕkǸi: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm 

kolonna, daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm; kolonnas temperatȊra 46 ÜC; plȊsmas Ǖtrums 1 mLϊmin
-1
; detektǛġana 

pie 254 nm; ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL; A eluents nǕtrija acetǕta trihidrǕta buferġǵǭdums pH 

4,6; B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/Ȋdens) (2.3.4. nodaǸa); segmentǛts gradients no 100/0 % lǭdz 

98,5/1,5 % A/B no 0 min lǭdz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lǭdz 98/8 % A/B no 12,5 min lǭdz 20,5 min, no 

98/8 % lǭdz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lǭdz 21 min, no 75,5/24,5 % lǭdz 61/39 % A/B no 21 min 

lǭdz 36,5 min, no 61/39 % lǭdz 85/15 % A/B no 36,5 min lǭdz 40 min (3.42. att.) 
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6. PIELIKUMS  

Standartġǵǭduma (0,2 ɛmol/mL) hromatogramma. HromatogrǕfijas apstǕkǸi: Pico Tag C18 

3,9 mm x 300 mm kolonna, daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm; kolonnas temperatȊra 46 ÜC; plȊsmas Ǖtrums 

1 mLϊmin
-1
; detektǛġana pie 254 nm; ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL; A eluents nǕtrija acetǕta 

trihidrǕta buferġǵǭdums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/Ȋdens) (2.3.4. nodaǸa); segmentǛts 

gradients no 100/0 % lǭdz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lǭdz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lǭdz 98/8 % A/B no 

12,5 min lǭdz 20,5 min, no 98/8 % lǭdz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lǭdz 21 min, no 75,5/24,5 % lǭdz 

61/39 % A/B no 21 min lǭdz 36,5 min, no 61/39 % lǭdz 85/15 % A/B no 36,5 min lǭdz 40 min (3.42. 

att.) 
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7. PIELIKUMS  

AnalizǛjamǕ bioloǥiskǕ parauga hromatogramma. HromatogrǕfijas apstǕkǸi: Pico Tag C18 

3,9 mm x 300 mm kolonna, daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm; kolonnas temperatȊra 46 ÜC; plȊsmas Ǖtrums 

1 mLϊmin
-1
; detektǛġana pie 254 nm; ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL; A eluents nǕtrija acetǕta 

trihidrǕta buferġǵǭdums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/Ȋdens) (2.3.4. nodaǸa); segmentǛts 

gradients no 100/0 % lǭdz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lǭdz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lǭdz 98/8 % A/B no 

12,5 min lǭdz 20,5 min, no 98/8 % lǭdz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lǭdz 21 min, no 75,5/24,5 % lǭdz 

61/39 % A/B no 21 min lǭdz 36,5 min, no 61/39 % lǭdz 85/15 % A/B no 36,5 min lǭdz 40 min (3.42. 

att.) 
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8. PIELIKUMS  

AnalizǛjamǕ bioloǥiskǕ parauga un analizǛjamǕ bioloǥiskǕ parauga ar pievienotu 

standartpiedevu hromotogrammu pǕrklǕjums. HromatogrǕfijas apstǕkǸi: Pico Tag C18 3,9 mm x 

300 mm kolonna, daǸiǺu izmǛrs 4 ɛm; kolonnas temperatȊra 46 ÜC; plȊsmas Ǖtrums 1 mLϊmin
-1
; 

detektǛġana pie 254 nm; ievadǭto paraugu tilpums 10 ɛL; A eluents nǕtrija acetǕta trihidrǕta 

buferġǵǭdums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/Ȋdens) (2.3.4. nodaǸa); segmentǛts gradients 

no 100/0 % lǭdz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lǭdz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lǭdz 98/8 % A/B no 12,5 min 

lǭdz 20,5 min, no 98/8 % lǭdz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lǭdz 21 min, no 75,5/24,5 % lǭdz 61/39 % 

A/B no 21 min lǭdz 36,5 min, no 61/39 % lǭdz 85/15 % A/B no 36,5 min lǭdz 40 min (3.42. att.) 
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9.  PIELIKUMS  
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9.1. att. GlutamǭnskǕbes kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.2. att. Hidroksiprolǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (140Ñ2)104x
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9.3. att. Serǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.4. att. Asparagǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (171Ñ4)104x
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9.5. att. Glicǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.6. att. Glutamǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (494Ñ13)104x
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9.7. att. Sarkozǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.8. att. Taurǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (104Ñ5)103x
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9.9. att. Histidǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.10. att. Citrulǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (249Ñ5)103x
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9.11. att. Treonǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.12. att. Alanǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.13. att. Arginǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.14. att. Prolǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (250Ñ4)104x
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9.15. att. Ŭ-AminosviestskǕbes kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.16. att. Tirozǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.17. att. Valǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.18. att. Metionǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (221Ñ4)104x
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9.19. att. Cistǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.20. att. Cistationǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (235Ñ3)104x
RĮ = 0,9994

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Laukums, 

relat. vien.

C, mmo/L
 

9.21. att. Izoleicǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.22. att. Leicǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.23. att. Fenilalanǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.24. att. TriptofǕna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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y = (128Ñ3)103x
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9.25. att. Ornitǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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9.26. att. Lizǭna kalibrǕcijas taisne linearitǕtes pǕrbaudei. 
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Nr.p.

k. 

Analǭts 
C1, 

ɛmolĿL
-1

 

C2, 

ɛmolĿL
-1

 

C3, 

ɛmolĿL
-1

 

C4, 

ɛmolĿL
-1

 

C5, 

ɛmolĿL
-1

 

C6, 

ɛmolĿL
-1

 

C7, 

ɛmolĿL
-1

 

C8, 

ɛmolĿL
-1

 

C9, 

ɛmolĿL
-1

 

C10, 

ɛmolĿL
-1

 

C vid., 

ɛmolĿ

L
-1
 

Sn 

Sn, r. 

% 

1 Asp 46,5 47,2 48,2 49,2 49,0 48,2 45,1 47,2 44,0 49,2 47,4 1,76 3,72 

2 Glu 95,5 92,7 92,5 93,1 89,8 90,2 90,5 92,3 93,2 96,1 92,6 2,09 2,26 

3 Hyp 60,5 58,9 61,0 65,0 61,3 64,0 59,7 60,3 60,3 60,9 61,2 1,88 3,07 

4 Ser 151,0 151,6 151,7 152,0 149,2 149,4 147,2 150,3 151,6 154,6 150,9 2,00 1,32 

5 Asn 113,3 114,3 112,2 114,4 114,6 119,4 116,5 116,3 111,3 116,3 114,9 2,36 2,05 

6 Gly 514,2 526,3 515,2 512,3 504,0 509,8 525,3 519,4 528,3 509,6 516,4 8,10 1,57 

7 Gln 785,2 784,4 775,2 782,3 789,7 783,1 790,2 795,3 790,4 795,2 787,1 6,24 0,79 

8 Sarkoz 78,9 78,3 81,4 78,3 79,7 79,4 83,5 80,4 81,2 82,1 80,3 1,75 2,18 

9 Tau 142,3 141,3 144,6 139,5 140,3 143,6 142,6 140,2 140,3 141,3 141,6 1,66 1,17 

10 His 154,2 155,7 157,2 150,3 148,4 151,3 157,2 156,3 154,3 153,3 153,8 3,02 1,96 

11 Cit 120,6 126,5 122,7 122,6 122,6 123,2 124,2 119,7 118,3 119,0 122,0 2,55 2,09 

12 Thr 157,2 158,2 158,4 159,6 159,3 160,3 164,2 164,2 162,0 162,6 160,6 2,50 1,56 

13 Ala 369,2 370,2 371,0 365,2 370,7 371,3 375,7 372,0 376,1 378,0 371,9 3,73 1,00 

14 Arg 316,9 314,0 315,1 315,1 314,0 318,6 319,5 312,6 319,7 320,8 316,6 2,83 0,90 

15 Pro 243,2 241,1 238,2 241,3 246,2 238,2 245,7 244,2 243,3 245,7 242,7 2,94 1,21 

16 Aab 33,5 32,5 31,7 32,0 31,6 30,0 33,2 33,7 33,0 34,2 32,5 1,27 3,90 

17 Tyr 83,2 83,7 81,2 84,0 81,3 84,0 84,0 82,2 84,0 83,3 83,1 1,12 1,35 

18 Val 386,2 387,1 381,2 385,2 382,2 387,9 389,2 391,5 396,7 388,4 387,6 4,45 1,15 

19 Met 272,6 275,7 268,3 278,6 271,2 273,6 274,6 271,3 275,7 274,4 273,6 2,89 1,06 

20 Cys 41,2 40,2 40,0 41,3 38,7 39,6 40,7 38,7 40,2 39, 40,0 0,96 2,40 
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Nr.

p.k. 

Analǭts 
C1, 

ɛmolĿL
-1

 

C2, 

ɛmolĿL
-1

 

C3, 

ɛmolĿL
-1

 

C4, 

ɛmolĿL
-1

 

C5, 

ɛmolĿL
-1

 

C6, 

ɛmolĿL
-1

 

C7, 

ɛmolĿL
-1

 

C8, 

ɛmolĿL
-1

 

C9, 

ɛmolĿL
-1

 

C10, 

ɛmolĿL
-1

 

C vid., 

ɛmolĿ

L
-1
 

Sn 

Sn,r. 

% 

21 Hcy(Ala) 33,3 32,6 32,7 32,7 30,3 31,5 30,3 31,3 31,7 32,7 31,9 1,05 3,28 

22 Ile 255,2 254,3 258,7 254,1 253,3 258,3 250,2 254,3 251,3 252,4 254,2 2,72 1,07 

23 Leu 396,1 398,2 388,4 397,3 386,3 390,6 391,2 399,7 392,6 393,7 393,4 4,39 1,12 

24 Phe 351,2 351,3 343,3 352,6 348,3 354,3 358,7 352,6 356,6 357,9 352,7 4,63 1,31 

25 Trp 32,6 33,2 36,3 32,0 31,1 37,0 37,6 36,7 31,3 33,3 34,1 2,51 7,37 

26 Orn 327,2 320,3 321,6 321,6 323,4 323,6 322,6 326,5 330,3 333,0 325,0 4,16 1,28 

27 Lys 169,0 165,3 168,3 168,3 169,7 172,4 173,5 173,3 172,2 171,3 170,3 2,66 1,56 
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11.1. tabula 

Metodes atgȊstamǭbas pǕrbaudes rezultǕti asparagǭnskǕbei bioloǥiskajǕ materiǕlǕ ar standartpiedevas koncentrǕcijǕm 5 ɛmolĿL
-1
, 

50 ɛmolĿL
-1
 un 500 ɛmolĿL

-1
. 

Standartpiedeva,  

ɛmol/ĿL
-1

                 MǛrǭjumu 

                                     skaits 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
A vid, 

% 

5 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 52,9 53,2 53,1 53,0 52,9 53,2 52,8 53,2 53,0 53,2 

103 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 5,0 5,3 5,2 5,1 5,0 5,3 4,9 5,3 5,1 5,3 

A, % 99,2 106,3 103,1 101,2 99,4 105,1 98,6 106,3 102,5 105,2 

50 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 98,2 98,5 98,3 98,6 98,5 98,3 99,6 99,6 99,1 98,7 

102 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 50,3 50,6 50,4 50,7 50,6 50,4 51,7 51,7 51,2 50,8 

A, % 100,5 101,2 100,7 101,3 101,3 100,7 103,4 103,4 102,4 101,6 

500 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 551,2 552,7 553,3 552,3 551,4 553,7 553,2 552,6 552,3 554,7 

101 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 503,3 504,8 505,4 504,4 503,5 505,8 505,3 504,7 504,4 506,8 

A, % 100,7 101,0 101,1 100,9 100,7 101,2 101,1 100,9 100,9 101,4 
 

11.2. tabula 

Metodes atgȊstamǭbas pǕrbaudes rezultǕti glutamǭnskǕbei bioloǥiskajǕ materiǕlǕ ar standartpiedevas koncentrǕcijǕm 5 ɛmolĿL
-1
, 

50 ɛmolĿL
-1
 un 500 ɛmolĿL

-1
. 

Standartpiedeva,  

ɛmol/ĿL
-1

                     MǛrǭjumu 

                                        skaits 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
A vid, 

% 

5 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 
98,9 98,8 98,5 98,8 99,0 98,8 98,7 98,6 98,6 98,7 

104 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 
5,4 5,3 5,0 5,3 5,5 5,3 5,2 5,1 5,1 5,2 

A, % 
107,1 106,4 100,9 105,1 109,2 105,7 103,2 101,7 101,6 103,7 

50 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 
145,2 145,3 145,0 145,0 144,9 144,4 145,9 145,3 144,9 144,4 

103 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 
51,7 51,8 51,5 51,5 51,4 50,9 52,4 51,8 51,4 50,9 

A, % 
103,4 103,6 103,1 102,9 102,7 101,8 104,7 103,5 102,7 101,7 

500 

C paraugs+st. pied., ɛmolĿL
-1

 
598,3 599,7 602,5 605,9 609,6 601,3 601,5 599,4 599,9 600,0 

102 C st. pied., ɛmolĿL
-1

 
504,8 506,2 509,0 512,4 516,1 507,8 508,0 505,9 506,4 506,5 

A, % 
101,0 101,2 101,8 102,5 103,2 101,6 101,6 101,2 101,3 101,3 
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