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Kromatogrammid dppetdoks ja FAIR andmeteks

T60 eesmérk on teostada parameetreid muutes erinevaid vedelikkromatograafilisi analidise ja
kasutada saadud kromatogramme dppematerjalides. Esmalt selgitatakse erinevate parameetrite
mdju tulemustele ning seejarel illustreeritakse neid kasutades reaalseid kromatogramme.
Kromatograafilisi analtlse tehti 4 erineva parabeeniga — metadl-, etudl-, propudl-,
bututlparabeeniga — ning uratsiili ja tiouureaga. Instrumendiks kasutatati Kklassikalist
kdrgefektiivset vedelikkromatograafi Agilent 1100 dioodrivi detektoriga. Teine t06 eesmark on
kirjeldada FAIR andmete p&himdtteid ja nende olulisust vedelikkromatograafilise anallilsi
kontekstis ning luua veebilehe mudel mis vdimaldab kromatograafilisi andmestikke FAIR

pohimotteid jargides avalikustada, vaadata ja muuta.
Marksdnad: kromatograafia, kromatogramm, HPLC, FAIR
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Chromatograms for studying and FAIR data

The aim of the work is to perform various liquid chromatographic analyses by changing the
parameters and use the obtained chromatograms in educational materials. First, the effect of
various parameters on the results is explained and then they are illustrated using real
chromatograms. Chromatographic analyses were performed with 4 different parabens — methyl-
, ethyl-, propyl-, butylparaben — and uracil and thiourea. A classical high-pressure liquid
chromatograph Agilent 1100 with a diode array detector was used. The second goal of the work
is to describe the principles and importance of FAIR data in the context of liquid
chromatographic analysis, and to create a website model for viewing, editing and uploading

chromatographic datasets following the FAIR principles.
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Sissejuhatus

Vedelikkromatograafia meetod on oluline ja laialdaselt kasutatav erinevates keemia
valdkondades, farmaatsias, meditsiinis, toiduainetddstuses ja mujal [1]. Vedelikkromatograafia
olulisuse tdttu saab seda dppida mitmetel Ulikooli ja ka rakenduskdrgkooli erialadel ning isegi
mdnda gimnaasiumi programmi on see oluline teema sisse mahtunud. Loomulikult on nii
laialdaselt dpitava teema jaoks vaja palju erinevaid harivaid dppematerjale, kuid tihtipeale ei
ole need piisavad. Olemasolevad materjalid annavad kuill edasi vajalikku infot ning loovad
ettekujutuse vedelikkromatograafiast, kuid tihti kasutatakse illustratsiooniks simuleeritud voi
teadusartiklitest vBetud kromatogramme. Sellised kromatogrammid kas ei anna reaalset pilti
(nditeks puudub mira), voi demonstreerivad haruldasi erijuhte, mis on liiga keeruline, et ilma
erialaste teadmistega inimene seda mdistaks. Nii on keeruline saada ettekujutust, kuidas sellised
kromatogrammid saadi, kas need on 0&nnestunud vOi mitte, ning mis parameetrid

kromatogrammi mdjutavad.

FAIR mudel on alates 2016. aastast laialdaselt kasutusel olev pdhimdtete kogumik, kuidas
katseandmeid avalikustada. Mudel l&htub neljast maérksdnast: leitavus, kéttesaadavus,
uhildatavus ja taaskasutatavus. Iga marksdna on tapsemalt valja kirjutatud kasutades viitteist
FAIR mudeli printsiipi. [2]

Kéaesoleval t661 on kaks eesmarki:

Esiteks teostada parameetreid muutes erinevaid vedelikkromatograafilisi analulse ja kasutada
saadud kromatogramme Oppematerjalides. Teha selleks analliise muutes erinevaid
parameetreid (voolukiirus, orgaanilise lisandi sisaldus eluendis, sistimiskogus, anallusi
pikkus), uurida véalja nende mdju ning illustreerida parameetrite mdju kromatogrammide ja

vastavate graafikute abil.

Teiseks kirjeldada FAIR andmete p&himdtteid ja nende olulisust vedelikkromatograafilise
analtlsi kontekstis ning luua veebilehe mudel, mis v6imaldab kromatograafilisi andmestikke

FAIR pdhimotteid jargides avalikustada, vaadata, ja muuta.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1 Vedelikkromatograafia

Vedelikkromatograafia on meetod, mis lahutab proovi komponentideks. See lahutus toimub
proovi interaktsioonide alusel mobiilse ja statsionaarse faasiga. Segu komponendid eraldatakse
kolonnis, lahtudes iga komponendi afiinsusest mobiilse faasi suhtes. Kolonn kromatograafias
on toru, mille sees on statsionaarne faas ja mille labi liigub mobiilne faas. Segu komponendid
vOivad jaotuda mobiilse ja statsionaarse faasi vahel erinevalt. Mida suuremal méaral on aine
(segu komponent) jaotunud mobiilsesse faasi, seda lihem on tema retentsiooniaeg.
Retentsiooniaeg (tr) on aeg proovi sisestamise ja huvipakkuva aine piigi maksimumi tekkimise
vahel. [3,4]

Vedelikkromatograafias mojutavad retentsiooniaega mitmed tegurid: voolukiirus, kolonni
temperatuur, kolonnis toimuvad interaktsioonid, mobiilse faasi koostis. Isokraatiline meetod —
kromatograafia meetod, kus he elueerimise valtel mobiilse faasi koostis ei muutu. Eluendi
voolukiirus (F¢) on mobiilse faasi litkumise kiirus I&bi kolonni. Retentsiooniaeg isokraatilise
lahutuse puhul on pd6rdvordeliselt seotud voolukiirusega, mis tahendab seda, et kui
voolukiirust tGstetakse, siis retentsiooniaeg liheneb. Kui voolukiirust tahtlikult ei muudeta, siis
on selle muutumise kdige sagedasemad pdhjused kas Shumullid instrumendi pumbas voi
instrumendi lekkimine. Retentsiooniaega alandab ka kolonni temperatuuri tdstmine.
Rusikareegel on, et isokraatilise podrdfaasvedelikkromatograafia lahutuse puhul

retentsiooniaeg muutub 2% iga 1 °C muutuse puhul kolonnis. [3,5]

Poordfaasvedelikkromatograafia on vedelikkromatograafia alaliik, mille puhul on mobiilne
faas polaarne ja statsionaarne faas mittepolaarne (faasid on tépselt vastupidise polaarsusega
normaalfaas vedelikkromatograafia puhul). Poo6rdfaasvedelikkromatograafias domineerib
retentsiooniaja maaramisel analtitdi hiidrofoobsus. Seega on polaarsetel molekulidel Iihemad
retentsiooniajad kui mittepolaarsetel ning ka proovi komponentide retentsiooniaeg kasvab
kdige polaarsemast kdige mittepolaarsemani. Kui proovi komponentidel puuduvad aluselised
ja happelised omadused, siis enamikel juhtudel vdib mobiilse faasi pH mdju ainete

retentsioonile tiihiseks lugeda. [6]

Kdige olulisemad retentsiooni mdjutavad faktorid, mis on seotud mobiilse faasiga, on
jargmised: eluendi pH, kasutamiseks valitud orgaaniline solvent ja orgaanilise aine sisaldus

mobiilses faasis (B%). Puhver peab olema valmistatud slsteemile vastavas



puhverdusvahemikus, et pH oleks konstantne kogu elueerimise valtel. Puhvrit peab kasutama,
et proovi lahuse pH ei mojutaks eluendi pH-d. Parim puhverdusvdime on the pH-ihiku piires
puhvris kasutatava happe (voi aluse) pKa-st. Kui tegemist on mitteioniseeruvate analiilitidega,
siis ei ole puhvrid tavaliselt vajalikud. Happed ja alused vajavad mobiilses faasis puhvri
olemasolu. Lahustamiseks kasutatav orgaaniline solvent peaks olema kdikide analttside véltel
muutumatu, et véltida retentsiooniaja muutust. Selleks, et analuls suurema tdendosusega
onnestuks ja tulemusi oleks lintsam tdlgendada, siis oleks turvalisem valida moni
poordfaasvedelikkromatograafias laialt kasutatav solvent (nt atsetonitriil, metanool).
Orgaanilise solvendi tulbiga vahemalt sama oluline on orgaanilise aine sisaldus mobiilses
faasis. 1ga 10% orgaanilise faasi muutuse korral mobiilses faasis muutub retentsiooniaeg
ligikaudu 2,5 korda. [5]

1.2 Kromatograafiline siisteem

Kdrgefektiivse vedelikkromatograafia stisteemid on hasti vélja arenenud. Suuremal maaral on
kdik kromatograafilised slsteemid sarnase dlesehitusega, kuid mudelitel esineb pisemaid
erinevusi, mis lasevad siisteemidel ajaga edasi areneda. Instrumendi pdhikomponentideks on
eluendi pump, proovide sisestamise susteem ja kolonn. Instrumendi pdhikomponent on ka
detektor, selle puhul on tootja sageli muude péhikomponentide omast erinev, eriti kui vajatakse
spetsiaalset detektorit (naiteks tandem massispektromeeter MS/MS). Lisaks voib
kromatograafilisse slisteemi kuuluda kolonni termostaat ja eluendi degasaator. Joonis 1 kujutab
uhte thdpilist kromatograafilist stisteemi. Mobiilne faas tdmmatakse reservuaarist pumpa, mis
kontrollib mobiilse faasi voolukiirust (Fc) ja tekitab piisavalt kdrge réhu, et suruda mobiilne
faas labi kolonni. Suurem osa pumpadest on méeldud tédtama réhul kuni 400 bar (1 bar =
100 000 Pa), enamasti jadvad analiiusid siiski 50-200 bar vahemikku. Proovid sisestatakse
slisteemi kasutades spetsiaalseid sisestussusteeme, mis mdddavad ettendhtud proovikoguse.
Proovi komponentide lahutumine toimub kolonnis, mida tavaliselt Umbritseb kolonni
termostaat, mis reguleerib ja hoiab stabiilsena kolonni temperatuuri. Detektor tuvastab
muutused sellest Iabi voolava eluendi mingis omaduses, néiteks optilise neelduvuse muutumise
analliudi tottu. Kromatograafi juhtiv tarkvara monitoorib detektori tuvastatut ja vdimaldab
saadud andmestikku graafiliselt ja tabulaarselt analuitisida. [4]
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Joonis 1. Kromatograafiline slisteem

Kdorgefektiivsevedelikkromatograafia susteemides on dhumullid suureks probleemiks, seega
tuleb nendest vabaneda mobiilse faasi degaseerimise abil. Enamasti on degaseerimine vajalik,
et parandada pumba toimimist, kuid vahel vdivad mullid héirida ka detektori t66d. Teoorias
vOiks kasitsi kokku segatud isokraatilised eluendid olla kasutatavad ka degaseerimiseta, kuid
usaldusvaarsemate tulemuste saamiseks soovitatakse siiski kdik eluendid degaseerida. Proovide
sisestamisel kasutatakse nii manuaalset sisteemi kui ka automaatset proovide sisestamist
(tdnapdeval levinum). Nii manuaalsete kui automaatsete proovide sisestamise susteemide puhul
on kasutusel spetsiaalne klapp, et proove saaks sisestada voolavasse ja réhu all olevasse

mobiilsesse faasi ilma, et Gldist instrumendi ja pumba t66d héiritaks.

Enamkasutatavad detektorid p&hinevad UV-Vis kiirguse neeldumise mdotmisel (UV-Vis,
DAD), aga on veel palju erinevaid detektoreid (massispektromeetriline (MS), fluorestsents
(FLD), murdumisnditaja (RI) jne). [4]

HPLC kolonnideks on tavaliselt 5-25 cm pikkused ja 1-4,6 mm siseldbim6dduga metalltorud,
mis on tdidetud statsionaarset faasi kandvate osakestega. Mobiilse ja statsionaarse faasi
kokkupuutepinna suurendamiseks on osakesed poorsed. Klassikaliselt on poorid kogu osakese
ruumalas (nn labivate pooridega osakesed), kuid valmistatakse ka pinnalt poorseid osakesi. [7].
Osakesed on sfadrilased ja nende l&bim6ddud jadvad vahemikku 1,7-5 pm ning erinevad
materjali poolest (kdige tavalisem on silikageel). Milliste parameetritega kolonn tapselt
valitakse, soltub analiilisi vajadustest, naiteks kui proov on véga hidrofoobne lahutub kaua,

kasutatakse lihemaid kolonne. [4]



1.3 Kvalitatiivne kromatograafiline analitis

Kvalitatiivne analuls kas aitab tuvastada voi kinnitada analulsitava aine identiteeti. Iseenesest
on vedelikkromatograafia tsna ndrk meetod kvalitatiivseks analliusiks, kuid kasutades hésti
toimivat HPLC sisteemi koos asjakohase detektoriga, saab slsteemi muuta palju
selektiivsemaks. HPLC puhul kasutatakse kvalitatiivseks anallitsiks kolme l&henemisviisi:
retentsiooniaeg, selektiivne detektor ja offline analtilis. Kui standardaine retentsiooniaeg on
sama, mis kisimuseks oleval piigil, siis on v@imalus, et tegemist on sama ainega. Kui lisaks
samale retentsiooniajale on sarnased ka piikidest registreeritud UV-Vis spektrid (kasutades
DAD-detekorit), siis juba péris kdrge tbendosus, et tegemist on sama ainega. Veelgi suurema
kindlusega vdimaldab aineid identifitseerida MS-detektor. Uuritava piigi voib eraldada ka

preparatiivselt ja saadud lahust analliisida eraldiseisva meetodiga (nt IR, NMR). [4]

Online analtiiisid selektiivse detektoriga eeldavad, et instrumendid ise annavad kvalitatiivset
informatsiooni analitsitud ainete kohta. Selleks sobivad méningad HPLC detektorid (UV, MS,
FLD). UV detektorid suudavad genereerida kromatograafilistest piikidest UV spektri, mis vdib
aidata tuvastada proovis leiduvat ainet, kuid UV-Vis spekritel ei ole selget seost aine

struktuuriga ja seega need ei sobi enamasti identifitseerimiseks. [4]

Offline analtilise saab teha HPLC instrumentide puhul, kus on vimalik kokku koguda piisavalt
palju puhtal kujul analtiiti parast selle elueerumist labi kolonni. Parast aine kokku kogumist
analliusitakse seda mdne muu mérja keemia vdi instrumentaalmeetodiga, mis véimaldab aine
identifitseerida. [4]

1.4 Kvantitatiivne kromatograafiline analtitis

HPLC susteemid suudavad kull anda kvalitatiivset infot proovide kohta, kuid HPLC tdeline
tugevus on kvantitatiivne analtitis. Analidtilises laboris on HPLC sageli kasutatav tooriist
kvantitatiivse analtisi jaoks. Selleks, et analttsitulemused oleks usaldusvaérsed, tuleb esmalt
jalgida viit nduet. Esiteks, HPLC ststeem ja sellega seotud meetod peavad té6tama piisava
tdpsusega reprodutseeritaval viisil. Teiseks, instrumendi andmete ststeem peab tapselt
registreerima detektori signaali muutust ajas. Kolmandaks, siisteem peab olema korrektselt
kalibreeritud. Neljandaks, kogu andmestikku tuleb tdddelda viisil, mis tagab, et kogu siisteem
jalgib ettendhtud standardeid. Viiendaks, instrumendi parameetrid peavad olema sétitud nii, et
baasijooned pusiks stabiilsed ja piikide resolutsioon oleks adekvaatne (Rs > 1,5). Piigi
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resolutsioon (Rs) on kahe piigi lahutus véljendatud retentsiooniaegade erinevusega, jagatud
piigi keskmise laiusega baasijoonel (Valem( 1)) [3]. [4]

1~ tro

Rs =2
Wp1+ Wpo

(1)

1.5 Katseandmete avaldamine — FAIR

Alates 2016. aastast kasutatakse katseandmete avaldamisel FAIR pdhimdtteid. Artiklis, milles
esmakordselt avaldati FAIR p6himdtteid, vdidavad autorid, et teadusandmete taaskasutamiseks
on hé&dasti vaja kiireloomulist lahendust. Lihend FAIR tuleb ingliskeelsete s6nade
algustdhtedest: findable, accessible, interoperable, reusable, mis tdhendavad eesti keeles
leitavust, kattesaadavust, Uhildatavust, taaskasutusv@imet. Need neli aluspdhimdtet on tépselt
ja selgesdnaliselt kirjeldatud 15 p6himdtte kaudu. 15 pdhimdtet on pikalt vélja kirjutatud ja
selgitatud Lisas 2. FAIR-andmete eesmdark on esmalt suutlikkus kdiki tulemusi Uhtselt
tdlgendada ja teisalt samu meetodeid Uhtselt rakendada Uhtivate tulemuste saamiseks. FAIR
pdhimdtete jargimine peaks tekitama olukorra, kus andmeressursse kasutatakse vdimalikult
efektiivselt, teisisdnu t60 tegija peab teadma, mida konkreetsed andmed tédhendavad ja kuidas
neid kasutada. To0 tegija all mdistetakse kas tehisintellekti, kes inimese asemel t60 dra teeb
ja/vdi instrumenti mida inimene kasutab t60 tegemiseks. FAIR-i peamine eesmérk on teha

digitaalsed andmed t66 tegijale kasutatavaks. [2,8]

FAIR printsiipides mainitakse palju andmeid (data) ja metaandmeid (metadata). Andmete all
moistetakse koiki digitaalseid kirjeid, ehk siis mitte ainult andmeid tulemuste kujul, vaid ka
naiteks tarkvaratooriistu, metoodikat. Metaandmete all mdistetakse mistahes ressursi kirjeldust,
mille eesmark on vdimaldada selle ressursi leitavust, taaskasutust, tblgendamist, hindamist.
Andmed on miski, mida kirjeldatakse, ja metaandmed on miski, mis kirjeldab andmeid. Selleks,
et véltida nende kahe mdiste sassi ajamist, késitletakse FAIR-andmete puhul kdiki andmete ja
metaandmete paare eraldi. Seega, vOib olla olukordi, kus Uhes kontekstis on kirjeldatav
ké&sitletav andmetena ja teises metaandmetena. Néiteks, kromatograafias on andmete néide
analulsiga saadud retentsiooniaega tahistav arv ja metaandmeteks selle analiilisi tegemise
kuupdev, instrumendi liik, kolonn, aine, meetod ning retentsiooniaja tUhik. Samuti kuulub
metaandmete alla analliisi teostaja nimi, kuid sama nimi vdib labori to6tajate kontekstis

kuuluda hoopis andmete alla. [2,8]
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Leitavus eeldab, et digiressursid on nii arvutile kui ka inimesele hdlpsasti leitavad.
Masinloetavad metaandmed on samuti h&davajalik osa FAIR-andmetest, sest siis on vOimalik

asjakohaseid andmeid leida automaatselt. [2]

Kéttesaadavus eeldab, et digitaalsete ressursside hankimise eeskirjad on selgesdnalised nii
inimestele kui ka masinatele. On olemas arusaadavad mehhanismid ligipd4suta andmetele

juurdepéasuloa saamiseks. [2]

Uhildatavus eeldab, et kui kaks v&i enam digitaalset ressurssi on seotud (ihe ja sama teema vO0i
Uksusega, siis peaks olema vdimalik masinatel liita kogu informatsioon kokku Uhtseks
uksuseks. Sarnaselt, kui digitaalset uksust on vGimalik toddelda vorguteenusega, siis peaks
masin automaatselt tuvastama nende vastavuse ning hdlbustama andmete ja selle tO6riista

vahelist suhtlust. See eeldab, et iga osaleva ressursi tahendus oleks selge. [2]

Taaskasutusv@ime eeldab, et digitaalsed ressursid on nii inimeste kui ka masinate jaoks
piisavalt hasti kirjeldatud, et masin on vGimeline otsustama, kas digitaalset ressurssi tohiks
uuesti kasutada (ehk kas see on antud eesmérgi jaoks asjakohane), kas ja millistel tingimustel
saab ressurssi taaskasutada (kas inimene/masin tdidab taaskasutuse eelduseid) ning kellele

teada anda ja au omistada kui ressurssi taaskasutatakse. [2]

Olgugi, et FAIR pohimdtete kasutuselevott on laialdaselt heaks kiidetud ja mdningates
olukordades ka kasutusele voetud, on moned valdkonnad andmestike esitamisest FAIR
pdhimotete jargi veel vdga kaugel. [2] Hetkeseis andmestiku kogumisega on keemialaborites
vaga erinev. Kasutatakse palju erinevaid instrumente ja metoodikaid, nii nn mérga keemiat kui
ka instrumentaalanaltlise. Tavaliselt margitakse laborites pohilised tahelepanekud ja td6kaigud
ules paberkandjal olevatesse laboripdevikutesse, mis on eraldiseisvad digitaalsetest tulemustest.
See meetod on kil kergesti kasitletav ja ké&ttesaadav keemiku enda poolt, kuid tihti pole loetav
ja arusaadav teiste inimeste poolt. Sellisel kujul salvestatud andmestikku on véga keeruline (le
kanda digitaalsele ja Ghesele kujule. Isegi kromatogrammid, joonised ja tabelid séilitatakse tihti
ainult pildi kujuna, mis ei véimalda tutvuda Uhegi teise (meta)andmega, mis pole pildil vélja
toodud. Kogutud digitaalseid tulemusi hoiustatakse tihti arvuti kdvakettal voi mélupulga peal.
Tegemist ei ole kuigi ohutu ja jatkusuutliku hoiustamisega, mistéttu on aina enam hakatud
digitaalseid andmeid pilveteenustesse paigutama. Sellisel viisil hoiustatud andmestikke on kiill

kerge jagada kolleegidega, kuid avalikustamine on raskendatud. [9]

Selleks, et oleks vBimalik (meta)andmete taaskasutamine, on vajalik kogu andmestik koguda

uheselt moistetavalt, dokumenteeritult, organiseeritult ja standardiseeritult, kasutades samu faili
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formaate. Soovitatav oleks laboritel analltise tehes jalgida algusest peale FAIR pShimdtteid, et
hdlbustada (meta)andmete taaskasutust. See nduab fundamentaalset imberh&élestust enamus
laborite ja teadlaste puhul. Tuleb rajada spetsiaalsed repositooriumid, mis séilitaksid kindlate
valdkondade andmestikke lahtudes FAIR p&himdotetest. FAIR pdhimotete jargi (meta)andmete
avalikustamine ja selle tottu ka taaskasutamine on oluline, et kdiki analtitise ei peaks tegema
téiesti uuesti, kui inimest huvitab ainult teatud osa (meta)andmetest. Samuti on (meta)andmete
avalikustamine oluline hariduse vaatepunktist, et Oppijad saaksid péris andmestikuga

vOimalikult realistliku ettekujutluse. [9]
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Kasutatud seadmed ja kemikaalid

Analidside tegemiseks kasutati Agilent 1100 Series HPLC DAD instrumenti. Instrumendi osad
on degaseerija, korgsurvepump, proovide automaatsisestaja, kolonni termostaat, kolonn ja
DAD detektor. Kasutatud detektor suudab modta lainepikkusi 190-950 nm ja to0s registreeriti
spektrid terves selles vahemikus. Kromatogrammid registreeriti 254 nm lainepikkuse juures,
mis on kasutatud ainete neeldumismaksimum. Kasutati 15 cm pikkust ja 4,6 mm diameetriga
C18 Phenomenex labivalt poorsete osakestega kolonni, téidiseosakeste suurus oli 5 pm.
Eelkolonnina kasutati Phenomenex C18 2 mm pikkust ja 4,6 mm diameetriga kolonni, et valtida
analltilise kolonni saastumist. Eluendi komponentidena kasutati metanooli ja sipelghappe
0,1% vesilahust, millede suhet varieeriti erinevates analliisides. Proovide lahustamiseks
kasutati metanooli ja vee segu 1:1 mahu jargi. Vesilahustes kasutati Milli-Q 1Q 7000

puhastussiisteemi vett.

Analidse tehti 6 erineva aine ning nende omavaheliste segudega. Analuisitavad ained olid
metlilparabeen, etlillparabeen, proplilparabeen, butlilparabeen (Joonis 2) ning uratsiil ja
tiouurea (Joonis 3). Parabeenid olid nii segudes kui Uksikainetena kontsentratsiooniga 1 mM,
uratsiil ja tiouurea kontsentratsiooniga 1,5 mM. Ainete puhtused ja allikad on toodud allpool
(Tabel 1). Ainete lahused tehti valmis kaaludes puhast ainet analtilise kaaluga viaalidesse.
Seejarel lisati neile solventi nii, et saadi 10 — 15 mM lahused, millest tehti omakorda
lahjendused nii, et saadi vajaliku kontsentratsiooniga lahus. Solventi lisati automaatpipetiga,

segamiseks kasutati VWR International keerissegurit.

Tabel 1. Kasutatud ained, nende allikad ja puhtus

Aine Allikas Puhtus

Metanool (solvent, eluent) Honeywell >99,9%, LC-MS puhtus
Sipelghape (eluent) Honeywell >98%, LC-MS puhtus
Mettdlparabeen PolyScience >99%

Etlulparabeen PolyScience 99%

Propudlparabeen PolyScience >99%
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Butlulparabeen PolyScience 98%

Uratsiil Sigma 99%

Tiouurea Sigma 98%
CH, H,C

g ~ra

Joonis 2. Metlulparabeeni, etutlparabeeni, propidlparabeeni ja butltlparabeeni
struktuurivalemid.

i,
HN NH 5:<
Joonis 3. Uratsiili (vasakul) ja tiouurea struktuurivalemid.

2.2 Teostatud analtiusid ja meetodid

Tabel 2. HPLC analuside tingimused. A tahistab eluendi uhte komponenti — sipelghapet, B
teist komponenti — metanooli.

Parameeter Uuritud vahemik
A% 20-50%
Analuusi pikkus 15 - 150 min

B% 50-80%

Eluendi komponent A -
0,1% sipelghappe vesilahus |konstantne

Eluendi komponent B -

Metanool konstantne

F. 0,1 - 2,0 ml/min
Kolonni temperatuur konstantne 30 °C
Sisestava aine kogus 1-5ul
Parabeenide

kontsentratsioon 0,1-1mM
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Kokku tehti koos korduskatsetega tle 500 analtitisi nii Uksikute ainete ja nende segudega.
Parameetritest varieeriti voolukiirust, orgaanilise komponendi sisaldust, slisti ruumala, analitsi
pikkust (Tabel 2). Igast anallilisist pandi Exceli tabelisse kirja analttsi number, kuupéev,
meetodi nimetus, proovi sisu ja eksperimentaalselt mdddetud retentsiooniaeg, piigi pindala,
korgus ja laius poolelt piigi kdrguselt. Nende andmetega sai teha kdik edasised arvutused ja
graafikud. Iga aine vOi seguga konkreetset maatmist tehti vahemalt kolm korduskatset nii, et
retentsiooniaeg ei muutuks tle 0,1 min. Taoline lubatud retentsiooniaja muutus on maaratud

Euroopa Komisjoni poolt [10].
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 P6himdisted

Kdik pdhimdisted on valja toodud lisas 1. Mdistete ja seoste selgitused koos illustreerivate

kromatogrammidega on esitatud jargnevates peatiikkides.

3.1.1 Piik ja baasijoon

Kromatogramm — graafik, mis valjendab detektori signaali sGltuvust elueerimise ajast (vahel ka
ruumalast) (Joonis 4). Kromatograafiline piik — kromatogrammi osa, mis esitab detektori
vastust kui ks voi mitu komponenti kolonnist elueeruvad. Kromatograafiline baasijoon —
kromatogrammi o0sa, mis esitab detektori vastust hetkel, kus ainult mobiilne faas véljub

kolonnist. Joonis 4 iseloomustab nii kromatograafilist piiki kui baasijoont. [3]

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\13092303.D)
mAU
400 é Kromatograafiline piik
300
200 é
100 3 Kromatograafiline baasijogn
0 % / \_
0 | | | 2|O | | | 4|0 | min

Joonis 4. Kromatogramm iseloomustamaks kromatograafilist baasijoont ja piiki.

3.1.2 Retentsiooniaeg

Retentsiooniaeg (tr) on aeg proovi sisestamise ja huvipakkuva aine piigi maksimumi tekkimise
vahel [3]. Joonis 5 iseloomustab, kuidas méarata kromatogrammilt retentsiooniaega, selleks

tuleb leida piigi maksimum ja leida x-teljelt sellele vastav aeg.

DADT A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\13092303.D)
mAU
400 -
300 —
200 -
100
0

tﬁ=40,9 min

' \ |
20 40 min

oL il

Joonis 5. Retentsiooniaja mééramine kromatogrammilt. Aine Me-p, Fc = 0,1 ml/min, B% =
50%, tr = 40,9 min.
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3.1.3 Piigi kuju, piigi laius, kdrgus ja laius poolel kérgusel

Ideaalne piik on Gaussi kdvera kujuga ehk kui piigi maksimumist tdmmata vertikaalne joon,
siis mdlemale poole joont tekib 2 simmeetrilist poolikut piiki. Gaussi kdverast erinevat piiki
nimetatakse asimmeetriliseks piigiks. Enamasti on piigid valja venitatud suurema
retentsiooniaja poole, mida nimetatakse sabatamiseks aga ka lohisemiseks. Sabatavat piiki

iseloomustab Joonis 6. [3]

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\26092304.D)
mAU ]
300 |
200 —
100 —
0 j I I I T
20 25 30 min

Joonis 6. Kromatogramm iseloomustamaks piikide sabatamist.

Piigi korgus (h) — vahemaa piigi maksimumi ja baasijoone vahel, mdddetakse paralleelselt
detektori vastust ilmestava teljega. Piigi laius baasijoonel (wp) — piigi laius baasijoonel, mida
md0bdetakse piigi puutujate ja baasijoone I6ikumispunktide vahelt. Piigi laius poolelt kdrguselt
(wn) — piigi laius poolelt piigi kdrguselt, mida m6ddetakse mblema piigi kiiljega I6ikumispunkti

vahelt. Kdiki neid parameetreid iseloomustab Joonis 7. [3]

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\19092319.D)

400 <

min

Joonis 7. Kromatogramm iseloomustamaks piigi kdrgust h (AD), piigi laiust baasijoonelt wy
(EF) ja piigi laiust poolelt kérguselt wh (BC).

3.1.4 Surnud aeg

Surnud ajaks (tm) nimetatakse aega, mis kulub sellisel ainel kolonni labimiseks, mis ei seostu
kolonni statsionaarse faasiga. Surnud ruumala (hold-up volume) (Vm) on sellise aine

elueerumiseks kuluv mobiilse faasi ruumala, mis ei seostu statsionaarse faasiga.
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Vedelikkromatograafia kromatogrammil margib surnud aega tavaliselt proovi solvendist
tingitud baasijoone hairitus, mida demonstreerib Joonis 8. P6hjalikumalt kirjeldab surnud aega

ja selle olulisust peatiikk 3.2.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\19092312.D)

| ' I I
0 20 40 min

Joonis 8. Iseloomulik surnud aja piik kromatogrammil, punktiga méargitud ajaline vééartus, mis
viitab surnud ajale.

3.1.5 Retentsioonifaktor

Retentsioonifaktor k néitab ajalist suhet, kui palju proov viibib statsionaarses ja mobiilses
faasis, see arvutatakse retentsiooniaja ja surnud aja tm kaudu (Valem ( 2 )). Retentsioonifaktor
valjendab aega, kui palju kauem viibib proov statsionaarses faasis selle asemel, et mobiilses
faasis kolonn labida. Mida suurem on retentsioonifaktor, seda kauem viibib proov
statsionaarses faasis. Uldiselt on soovitav, et k > 1, aga vahemik, kus piigid on piisavalt hea
lahutuvusega, need pole liiga ldhedal surnud ajale ja retentsiooniaeg pole liiga pikk, on
retentsioonifaktori vaartuste vahemikus 1 < k < 10 [7]. Joonis 9 kujutab Me-p ja Et-p piike
vorreldes uratsiili iseloomustatud surnud aja piigiga. On néha, et suurem k vééartus tdéhendab

kaugemal paiknemist surnud aja piigist. [3]

(2)
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\25092317.D)
mAU ]

600 — Uratsiil

] m=890 Me-p Kep = 1,32
400 — t,=20,61 Keep = 2,48

] Et-p
200 t.=30, 95

0- : ‘
0 40 min

Joonis 9. Me-p ja Et-p retentsioonifaktorite véa&rtused ja paiknemine seoses surnud ajaga.

Surnud aega iseloomustab markeraine uratsiili piik.
3.2 Surnud aeg ja selle mééaramine

Surnud ajaks (tm) nimetatakse sellise aine kolonni labimiseks kuluvat aega, mis ei seostu
kolonni statsionaarse faasiga. Surnud ruumalaks (hold-up volume) (Vm) nimetatakse sellise aine
elueerumiseks kuluvat mobiilse faasi ruumala, mis ei seostu statsionaarse faasiga. Surnud aja
maaramisega on vdimalik uurida potentsiaalseid metoodilisi probleeme. Kéesolevas td0s
maadrati surnud aega kolme erineva meetodiga - baasijoone héiritusest, markerainete abil ja
arvutuslikult. [3,11]

Selleks, et surnud aega saaks madrata, peab sellele vastav piik olema eristatav, ehk proov ja
eluent ei tohi olla sama koostisega. Seejuures ei tohi proov ja eluent olla sama koostisega, muidu
pole surnud aja piik eristatav. John Dolan [11] soovitab surnud aega maérata kromatogrammil
kohas, kus piik tduseb baasijoonest kdrgemale (Joonis 10), sest sealt on véimalik surnud aega

tuvastada mugavamalt ja parema korratavusega, kui piigi maksimumide kaudu. [11]

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\19002312.D)

mAU
] ) M

T ' g 4 1 T 7 T g 7 T ; : ; J
8 8.5 9 min

Joonis 10. Kromatogrammi uurimisel surnud aja tuvastamine. tm = 8,7 min, Fc = 0,2 ml/min,

B% = 80, kolonni temperatuur 30 °C, sistiti 5 pl solventi.

Esiteks méérati surnud aega kromatogrammidelt, millel oli eristatav surnud aja piik. Selleks
tehti analliis tlhiprooviga, mille solvendi koostis erines mobiilse faasi koostisest. Eelistati

tihiproovi, et poleks muid segavaid piike. J. Dolani artikli jargi maérati surnud aeg
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kromatogrammil kohast, kus piik hakkab baasijoonest dles poole tdusma [11]. Joonis 10
kujutab suurendatud kromatogrammi, millel on punase ristiga margitud koht, kus piik hakkab
baasijoone tasemest tlespoole tdusma. Just selle punkti juures x-teljel on maératud surnud aeg

—antud kromatogrammil 8,7 minutit.

Paige R. Perry ja Jason W. Coym kasutasid surnud aja ja ruumala mé&aramiseks mitmeid
klassikalisi markereid: uratsiili, tiouureat ja kaaliumnitraati kontsentratsiooniga 0,10 M ning
kaaliumnitraati, deutereeritud vett kontsentratsiooniga 0,0001 M. Tegemist on nii polaarsete
ainetega, et nad ei seostu pédrdfaaskromatograafia statsionaarse faasiga ja elueeruvad surnud
ajal. Perry ja Coym kasutasid analulsideks Kklassikalisi vedelikkromatograafia instrumente,
millel oli UV-Vis detektor, kolonnidena 10 cm pikkuseid ja 4,6 mm ld4bim6dduga,
taidiseosakeste suurusega 5 pm C18 kolonne. Analliise tehti erinevate orgaanilise aine
sisalduste juures, voolukiirus oli 1,0 ml/min ja aine stistimiskogus oli 5 pl. Solvendi orgaanilise
koostisosana  kasutati nii  metanooli kui ka atsetonitriili. AnalGidi suuremate
kontsentratsioonide puhul kasutati lainepikkust 254 nm ja véiksemate puhul 230 nm. Selgus, et
erinevad markerid andsid surnud aja ja ruumala maaramisel killaltki erinevaid tm ja Vm
vadrtuseid, kuid kbige korratavamaid tulemusi andsid 0,1 M kontsentratsiooniga tiouurea ja

kaaliumnitraat, deutereeritud vesi ei osutunud sobivaks markeriks. [12]

Teiseks kasutati surnud aja tuvastamiseks polaarseid markereid - uratsiili ja tiouureat. Need
ained on nii polaarsed, et elueeruvad surnud ajaga samal ajal. Surnud ajaks loetakse markeri
retentsiooniaeg. Polaarseid markerid analtisiti nii erinevate B% kui ka voolukiiruste juures.
Uratsiil ja tiouurea andsid surnud aja vaartuseks kokkulangevad ajad. Joonis 11 kujutab uratsiili
piiki surnud aja maaramiseks — antud kromatogrammil 8,7 minutit. Uratsiili ja tiouureat kasutati

surnud aegade méaramiseks erinevate voolukiiruste ja eluendi orgaaniliste sisalduste juures.

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (MIRJAM\19092319.D)
mAUE ) //”'\\
= / \\
400 S/ N
300 3 / N\
200 - /_/ N\
100 3 / L
0 E 7// o
B T \ ‘ T ‘ ‘ T ; ‘
8.5 9 min

Joonis 11. Uratsiili piik surnud aja tuvastamiseks. tm = 8,7 min, Fc = 0,2 ml/min, B% = 80,

kolonni temperatuur 30 °C, sUstiti 5 pl ainet.

Kontrollimaks, kas kromatogrammilt saadud surnud aja (tm) vaartus ei erine eeldatavast, on
voimalik arvutada surnud aeg mobiilse faasi ruumala (Vm) kaudu. Valemi ( 3 ') kaudu saab vélja
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arvutada mobiilse faasi ruumala kolonnis. Kuna kolonn on silindrikujuline, siis on tegu silindri
ruumala valemist 65 protsendi votmisega. L on kolonni pikkus [mm] ja dc kolonni diameeter
[mm]. Valemis on tehtud eeldus, et tegu on labivalt poorse kolonniga, kus Vi 0sakaal on umbes
65% kolonni ruumalast ja et umbes pool sellest on kolonniosakeste vahel ja ulejaanud
taidiseosakeste poorides. Valem ( 4 ) kaudu saab leida ligikaudse surnud aja mobiilse faasi
ruumala ja voolukiiruse (Fc [ml/min]) kaudu. Kuna valemite n&ol on tegemist suure

lihtsustusega, siis on surnud aja leidmisel lubatud maaramatus +10%. [11]
dc
Vip =0,65-m - L- (7)2/1000

(3)
tm = Vin/Fe

(4)
Mddodetud ja arvutatud surnud aegade oluline erinevus viitab probleemile kromatograafilises
stisteemis (nt 6humull pumbas), seega saab surnud aega kasutada kui diagnostika tooriista. Kui
arvutusliku ja kromatogrammil leiduva surnud aja vahe on ule 20%, siis tuleb hakata otsima
viga kromatograafilises ststeemis. Surnud aja leidmine ja selle korrektsuse hindamine on

oluline ka retentsioonifaktori leidmisel, mis iseloomustab piikide kaugust surnud ajast. [11]

Kui surnud aeg on suurem kui arvutuslik, siis on tdendoliselt voolukiirust valesti hinnatud.
Vadimalik, et instrumendis esineb lekkeid vdi mulle, vdi on probleemid seotud pumba ja selle
klappidega. Pohjuseks vbivad ka olla poori ja proovi molekuli vahelised hudrofoobsed
interaktsioonid. [11]

Kolmandaks, arvutati surnud aeg valemite ( 3 ), ( 4 ) kaudu. Baasijoone hdirituse ja
markerainete abil méé&rati surnud aeg samade parameetrite puhul, nende parameetritega saab
surnud aja vélja arvutada jargnevalt:

,6 mm\ >
V= 0,68 - 152 mm - (T) / 1000 = 1,718 ml

o A7i8ml
m™02ml/min min

Kdigi kolme meetodi kaudu leitud surnud ajad on lahedaste véaartustega (Tabel 3), seega ei

leitud antud meetodites slistemaatilist viga.

Tabel 3. Surnud aegade ajalised véartused leitud kolme erineva meetodiga samade parameetrite
puhul.
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Baasijoone hairitus Markerainete kasutamine Arvutamine

tm = 8,7 min tm = 8,7 min tm = 8,6 min

3.3 Retentsiooni soltuvus aine struktuurist

Kuna kasutati on poordfaaskromatograafiat, siis on polaarsete ainete retentsiooniaeg véiksem
kui vahempolaarsetel ainetel. Uuritavad parabeenid erinevad struktuuri poolest véhe, iga
parabeeni puhul on alkulahelal Gks CH2-fragment rohkem kui eelmisel (Joonis 2). Sellest
lisastisinikust piisab, et muuta aine véhem polaarseks, seda iseloomustab retentsiooniaegade
erinevus. Uks pohjustest, miks valiti analtitisiks just need ained, on iseloomustada, kui erinevalt
ained kaituvad, isegi kui nende struktuurid erinevad véga vahe. Tegemist on suhteliselt
polaarsete ainetega, mis tahendab, et nende retentsiooniajad podrdfaaskromatograafias on
lihemad kui mittepolaarsetel ainetel, mis viib luhemate analtiusideni. Antud analttdid on
suhteliselt tavalised ained ja nende kaitumine kromatograafilises ststeemis on kergesti

selgitatav , mistdttu on nende kaudu hea illustrerida erinevaid kromatograafilisi parameetreid

ja seoseid.
DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (MIRJAM\11092303.D)
3 Mep Et- Pr- Bu-
mAU E / P P PP J\@ u-p
400-5 ? ( "N
300 3 Y
200 ‘i e J‘\@
100 = ; .. A :
0 3 l A
. " : ; " " . ; .
0 20 40 mi

Joonis 12. Parabeenide jarjekord kromatogrammil. Ainete retentsiooniaegu ja
kromatografeerimise tingimusi iseloomustab Tabel 4.

Joonis 12 iseloomustab parabeenide segu piikide jarjekorda — metdl-, etudl-, propudl-,
butlitlparabeen, sama kromatogrammi retentsiooniaegu naitab Tabel 4. Selline piikide
jarjekord pusis koikide analtuside valtel. Piikide jarjekorda kontrolliti eksperimentaalselt, tehes
iga segus oleva parabeeniga ka eraldi analulsi tépselt samade analtlsitingimustega ning

veenduti, et retentsiooniajad vastavad segu anallilisi retentsiooniaegadele.
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Tabel 4. Parabeenide retentsiooniajad. B% = 50, F¢ =

ststi ruumala 5 pl.

Aine Retentsiooniaeg [min]
Me-p 8,54

Et-p 12,93

Pr-p 22,40

Bu-p 42,28

3.4 Retentsiooni sOltuvus eluendi koostisest

3.4.1 Retentsiooniaja s6ltuvus orgaanilise lisandi sisaldusest eluendis

0,5 ml/min, kolonni temperatuur 30 °C,

Retentsiooniaja sdltuvuse B%-st uurimiseks tehti anallilise muutes parameetritest ainult eluendi

orgaanilise komponendi sisaldust. Ulejaanud parameetrid olid Fc = 0,2 ml/min, kolonni

temperatuur 30 °C, siisti ruumala 5 pl. Joonis 13 néitab, kuidas retentsiooniaeg ltiheneb eluendi

orgaanilise komponendi sisalduse kasvamisel. Tabel 5 nditab retentsiooniaegu, mis vastavad

kromatogrammidel olevatele piikidele.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\25092317.D)

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\19092304.D)
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Joonis 13. Kromatogrammid iseloomustamaks retentsiooniaja kahanemist B% kasvamisel. B%
on mérgitud kromatogrammidel. Kromatogrammil B% = 50 on margitud ainete nimetused,
jargnevatel kromatogrammidel puudub uratsiili piik ja neli parabeeni on jarjekorras Me-p, Et-
p, Pr-p, Bu-p.

Tabel 5. Nelja parabeeni retentsiooniajad sdltuvalt eluendi orgaanilise komponendi sisaldusest.

B% 50 60 70 80

Me-p 20,61 14,55 11,72 10,31

" Et-p 30,95 18,54 13,36 11,02
' Pr-p 26,21 16,22 12,15
Bu-p 40,26 20,87 13,80
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3.4.2 Retentsioonifaktori sdltuvus eluendi orgaanilise komponendi sisaldusest

Ideaalses olukorras peaks retentsioonifaktori (k) logaritm s6ltuma lineaarselt orgaanilise
komponendi sisaldusest eluendis (B%) [7]. Mida suurem on B%, seda vadiksem on k, ehk seda
vahem aega viibib proov statsionaarses faasis. Joonis 14 iseloomustab kdigi nelja parabeeni
log(k) ja B% s6ltuvust, joonisel on toodud lineaarse regressiooni sirged koos vastavate
virranditega (vastava varviga parabeeni graafik ja vorrand on vastavuses) ja R? vaartus, mis
kirjeldab lineaarset seost. Analliusid tehti konstantse voolukiiruse (0,4 ml/min), siisti ruumala
(3 pb, kolonni temperatuuri (30 °C) juures, muutes B% sisaldust 40% - 80%.
Korrelatsioonikoefitsiendi R? maksimaalne vaartus on 1 ja jooniselt on niha, et leitud R?

vaartused on ligilahedased 1-ga, seega on iseloomustatud eeldatav sdltuvus.

Log k ja B% sdltuvus

y =-0,0438 46
15 y =-0,0438x +3,2467

R?=0,9973
® Mep
1 =] € _
y =-0,0343x+2,1494 Y [;{’20—33)‘;9?;907 Ep
R?=0,9978 — Prp
=
g 05 y=0,0302x+1,6616| . Bu-p
R*=0,9984 . N R 4 N I BRI Linear (Me-p)
..., :
0 Linear (Et-p)
0 10 20 30 40 50 rﬁ 70 80 90 Linear (Pr-p)
' Linear (Bu-p)

0,5

Joonis 14. Nelja parabeeni retentsioonifaktori ja orgaanilise sisalduse sdltuvus.

Optimaalset B% vaartust saab mééarata kui leida B% vahemik, kus retentsioonifaktor jaab
vahemikku 1 < k < 10. Selleks kasutati rakendust GeoGebra [13]. Log(k) ja B% sdltuvuse
vorrandis pandi k vérduma 1 ja 10-ga ja saadi kaheksa vertikaalset graafikut, kaks iga parabeeni
kohta. Leiti Uhisosa, kus kdikide parabeenide kahe graafiku vahemikud kattuks. Oluline on
leida optimaalne orgaaniline sisaldus samaaegselt kdikide ainete jaoks, et neid oleks vBimalik
korraga samade parameetritega analliisida, vastasel juhul kulub analtisideks mitmekordne
aeg. Saadud uhisosas registreeriti x-teljega I6ikumise punkti x koordinaadid, mis
iseloomustavadki optimaalse orgaanilise sisalduse vahemikku. Joonis 15 iseloomustab saadud
pinda, mille vertikaalseteks piirideks on optimaalse orgaanilise sisalduse véartused ja

horisontaalseteks piirideks optimaalne k vahemik (roheline ristkilik).

25



Log k ja B% soltuvus

2
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Joonis 15. Nelja parabeeni retentsioonifaktori ja orgaanilise sisalduse sdltuvus koos
illustreeritud optimaalse orgaanilise komponendi sisaldusega.

3.5 Retentsiooniaja ja piigi laiuse s6ltuvus eluendi voolukiirusest
Selleks, et mééarata retentsiooniaja s6ltuvust eluendi voolukiirusest, tehti anallisid, muutes

ainult voolukiirust. Ulejaanud parameetrid olid B% = 50, kolonni temperatuur 30 °C, siisti

ruumala 5 pl.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\13092303 D) DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (MIRJAM\I 3092315 D)
mAU mAU 3
400 -
300 F.=0.1 33‘;, Fe=0,4
200 3 ml/min 200 4 ml/min
100 4 100 3
0 T T 0 T T
0 20 40 min| 0 20 40 min|
DADT A, Sig=254.4 Ref=360,100 (MIRJAM\13082307 D) DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (MIRJAM\13092319 D)
mAU 4 mAU 3
400 4
;gg e Fc = 0'2 300 5 Fc: = 0»5
200 4 ml/min 200 45 mbl/min
100 4 100 3
0 T T 0 T T
20 40 mi a 20 40 min
DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (MIRJAM\13092311 D)
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300 4 e
200 3 ml/min
100 3
0 T T
0 20 40 min|

Joonis 16. Me-p retentsiooniaja ja piigi laiuse s6ltuvus voolukiirusest. Voolukiirused on toodud
kromatogrammide peal.

Kromatogrammid, mis iseloomustavad retentsiooniaja vahenemist voolukiiruse kasvamisel on

toodud Joonis 16. Tabel 6 nditab kromatogrammile vastavaid Fe, t; ja wn vaartuseid ja samade
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vaartustega graafikuid iseloomustavad Joonis 17 ja Joonis 18, on ndha, et F¢ ja tr vahel on

lineaarne seos ning F¢ ja wh vaheline seos on ldhedane lineaarsele, aga mitte taielikult lineaarne.

Voolukiiruse ja retentsiooniaja vaheline seos

45,00
40,00 e
35,00
30,00

E 25,00 V=1 2649%0%0"

20,00 t R?=1
15,00
10,00 P
5,00

0,00
0 2 4 6 8 10 12
1/F. [ml/min]

Joonis 17. Graafik iseloomustamaks Me-p voolukiiruse ja retentsiooniaja sdltuvust.

Piigi laiuse poolelt kdrguselt sdltuvus retentsiooniajaga

y =0,0216x-0,0347
0,7 R2=0,9965 .

0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5
ty [min]

Joonis 18. Graafik iseloomustamaks Me-p voolukiiruse ja piigi laiuse poolelt kdrguselt
sOltuvust.

Tabel 6. Me-p retentsiooniaja ja piigi laiuse poolelt kdrguselt sdltuvus voolukiirusest.

F . [ml/min] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
t, [min] 40,90 20,55 13,87 10,48 8,44
w p, [min] 0,856 0,383 0,255 0,197 0,164

3.6 Van Deemteri vorrand

Kolonni efektiivsus véljendab kromatograafilise slisteemi vdimet anda kitsaid piike. See on ks
kdige enam kasutatud parameeter kolonni Kirjeldamisel ning seda véljendatakse teoreetiliste

taldrikute arvuna, téhis Nefr. Kolonnid, millel on suurem teoreetiliste taldrikute arv, on kdrgema
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efektiivsusega. Sama retentsiooniajaga piikide puhul on kitsamad need piigid, mis on méddetud
efektiivsema kolonniga. Seega, kui kolonn on efektiivne, siis on vaja vdhem vaeva néha
selektiivsuse saavutamisega, sest kitsamad piigid vdimaldavad rohkem komponente lahutada.
Kolonni efektiivsust mdjutavad kolonni parameetrid (diameeter, pikkus, statsionaarse faasi
osakeste suurus), eluendi tiitp (eriti selle viskoossus) ja voolukiirus. Efektiivsust piigi laiusega
baasjoonel kaudu saab arvutada VValemiga ( 5 )( 6 ). Baasijoonelt on keeruline tapselt maarata

piigi laiust, seetbttu kasutatakse enamasti efektiivsuse arvutamiseks Valemit (6 ). [7,14]
tr
Norp = 16+ (—)2
eff (Wb)
(5)

t
Nerp = 5,54~ (W—i)2

(6)
Van Deemteri vOrrand véljendab efektiivsust kui eluendi lineaarse kiiruse voi voolukiiruse
funktsiooni, tahis Hefr. Hesr Nimetatakse teoreetilise taldriku kdrguseks ja leitakse kui kolonni
pikkus (L) jagatakse teoreetilise taldrikute arvu ehk efektiivsusega (Valem ( 7 )). Eesmark on
saavutada vdimalikult véike teoreetiliste taldrikute kdrgus, mida on kdige lihtsam saavutada
vaikeste kolonni osakeste suurusega, madala viskoossusega mobiilses faasis ja optimaalse
eluendi voolukiirusega. Kui osakeste suurus kolonnis véheneb, siis optimaalne lineaarkiirus
suureneb. Mobiilse lineaarne kiirus (u) valjendab statsionaarse faasiga mitte-interakteeruvate
osakeste keskmist litkumiskiirust piki kolonni [3]. Mida vaiksem on teoreetilise taldriku kérgus,
seda suurem on taldrikute arv konkreetse pikkusega kolonni puhul. Van Deemteri graafik
vOimaldab hinnata kolonnide efektiivsust ning graafiku kaudu saab leida optimaalse
voolukiiruse konkreetsetele kromatografeerimise tingimustele. Just toodud meetodiga Van

Deemteri graafikuid koostades iseloomustati optimaalse voolukiiruse leidmist. [14]

Hepp = L/Negy

(7)
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Van Deemteri graafik
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Joonis 19. Van Deemteri graafik. Optimaalne voolukiirus leitakse graafiku punktis, kus

taldrikute kérgus on minimaalne.

Teine vbimalus Van Deemteri graafikut koostada on leida efektiivsus mobiilse faasi lineaarse
litkumiskiiruse u [cm/s] ja kolme konstandi kaudu (Valem ( 8 )). Konstant A véljendab Eddy
difusiooni (mitu vooluteed) (Valem ( 10 ), dp on osakeste suurus kolonnis ja A osakeste kuju),
konstant B pikisuunalist difusiooni ja konstant C massillekannet mobiilses ja statsionaarses
faasis. Mobiilse faasi liikumiskiirus u leitakse jagades kolonni pikkuse surnud ajaga (Valem (
9)). [14,15]

B

(8)
u=1L/t,

(9)

(10)
Optimaalsetel tingimustel kui kolonni osakeste suurus on 5 um ja kolonni pikkus 15 cm, peaks
Nefr Vaartus olema vahemikus 10 000 — 12 000 [7].

Van Deemteri graafikud koostatakse, et madrata optimaalne voolukiirus. Esmalt tehti anallitsid
konstantsete parameetritega (B% = 50, kolonni temperatuur 30 °C, susti ruumala (5 pl)), muutes
ainult voolukiirust. Vajalike parameetritena pandi kirja aine retentsiooniaeg ja piigi laius poolel
piigi kdrgusel ning nende andmetega arvutati valja teoreetiliste taldrikute arv (Nefr) ja kdrgus
(Hefr). Van Deemteri graafikute koostamiseks kasutatakse vorrandeid (6 ) ja ( 7 ), sest nende

vorrandite jaoks on eksperimentaalseid parameetreid lihtsam mdota. Voolukiiruseid muudeti
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vahemikus 0,1 ml/min — 2 ml/min. Madalamad voolukiirused oleks tdhendanud liiga pikki
retentsiooniaegu (0,1 ml/min voolukiiruse juures Me-p t- = 41 min) ja kérgemad voolukiirused
olid piiritletud instrumendi tottu (maksimaalne rdhk instrumendil 400 bar, k&rgema
voolukiirusega oleks réhk suurem olnud). Me-p ja Et-p puhul tehti md6tmised koikide
voolukiirustega, Pr-p ja Bu-p puhul ainult vahemikus 0,5 ml/min — 2 ml/min, sest madalama
voolukiiruse puhul oleks retentsiooniaeg olnud liiga pikk (0,5 ml/min voolukiiruse juures Bu-
p tr = 42 min). Veenduti et Pr-p ja Bu-p kéituvad analoogselt Me-p ja Et-p, seda iseloomustab

Joonis 20.
Van Deemteri graafik nelja parabeeni jaoks
0,03
[ ]
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[ ]
[ ]
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€ ® Me-p
E o015 $
f . Pr-p
0,01 : . P e Bu-p
\ ® Etp
0,005 0.2 ml/min
0
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Joonis 20. Van Deemteri graafik nelja parabeeni jaoks. Noolega on ndidatud Me-p optimaalne
voolukiirus 0,2 ml/min.

Joonis 20 kujutab nelja parabeeni Van Deemteri graafikuid. Optimaalne voolukiirus on
graafikus kohas, kus teoreetiline taldrikute kdrgus on miinimumis. Me-p puhul optimaalne Fc
= 0,2 ml/min, Et-p puhul optimaalne Fc = 0,3 ml/min. Tabel 7 iseloomustab graafikule
vastavaid arve. Saadud optimaalsetele voolukiirustele vastavad teoreetiliste taldrikute arvud on
l&hedased ka Snyder et al. dpikus valja toodud vahemikule (10 000 — 12 000) [7].

Tabel 7. Teoreetiliste taldrikute arvud ja kdrgused VVan Deemteri graafikul.

F[ml/min] | 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1,0 1,5 2,0
Me-p 12,3 9,5 9,7 10,0 10,7 15,7 21,4 28,0

Hors [l Et-p 13,1 10,6 10,2 10,4 10,9 15,0 19,2 23,8
Pr-p 10,2 13,5 17,1 20,6

Bu-p 10,1 12,6 15,6 18,8

Me-p 12350 15977 15671 15164 14364 9697 7113 5421

Et-p 11594 14276 14884 14662 14007 7922 6395 7922

Neit Pr-p 14880 11276 8909 7394
Bu-p 15001 12048 9771 8086

Eksperimentaalselt mé&ératud optimaalse voolukiiruse korrektsust hinnati erinevate

kordusmd@dtmistega. Korduvad analiiisid tehti teistel péevadel, teise kolonniga, teise
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instrumendiga, koos ja ilma eelkolonnita, teiste ainetega (vt Lisa 3). Ka kordusmddtmistega
saadi optimaalseks voolukiiruseks ligikaudu 0,2 ml/min.

Snyder et al. toob enda 6pikus valja, et kdrgrohkvedelikkromatograafia kolonne kasutatakse
tavaliselt kdrgema voolukiirusega kui on optimaalne, sest kasutades kolm korda suuremat
voolukiirust kui on optimaalne voolukiirus, langeb Nes vadrtus véhe (u 20%), aga
retentsiooniaeg langeb kolm korda ehk saab teostada palju liihemaid analiitise [4]. Seega, kui
tutvuda analliisidega, kus kasutatakse voolukiiruseks 1,0 ml/min vdi enam, siis eelistatakse

voolukiiruse puhul ajalist optimaalsust, mitte efektiivset.
3.7 Kvalitatiivne kromatograafiline anallids

Kvalitatiivsuse all mdistetakse kromatograafias aine tuvastamisega seotud tulemusi, seega piigi
ja sellele vastava aine kokku viimist. Selleks kasutati kahte moodust. Esiteks uuriti UV
spektreid. Kuna tegemist on vdga sarnaste struktuuridega ainetega (Joonis 2), siis saab
parabeenide jargi hasti néitlikustada, kuidas UV spektri uurimine ei pruugi olla hea meetod
kvalitatiivseks analiilisiks, sest kdikide parabeenide spektrid olid liiga sarnased. Joonis 21
iseloomustab, kuidas nii segus kui ka Uksikainena on Et-p UV spektrid vaga sarnased, seega
nende kaudu ei saa tGestada kahe aine erinevust. Joonis 22 iseloomustab Me-p UV spektrit, mis
on analtisitud parabeenide seguga koos, on néha kuidas Me-p ja Et-p UV spektrid on véga

sarnased, seega ei ole vdimalik ainult UV spektrite kaudu aineid identifitseerida.

*DAD1, 6.540 (294 mAU Apx) Ref=2.320 & 8.853 of 11092307.D *DAD1, 6.604 (294 mAU, - ) Ref=2.317 & 8.857 of 21092321.D
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200 200
150 150
100 100
50 50
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300 400 660 760 860 nm| 360 460 51!}0 660 Tl!}O 860 nm|

Joonis 21. Et-p UV spektrid. Ulemine piik on voetud segu analusist, alumine tiksiku Et-p
analudsist.

*DAD1, 4.313 (447 mAU,Apx) Ref=2.320 & 8.853 of 11092307.D
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Joonis 22. Me-p UV spekter, voetud segu analiitsist.
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Teiseks vorreldi tksiku aine retentsiooniaegu segus olevate ainete retentsiooniaegadega. Teise
meetodi puhul tehti analliisid Oksiku parabeeniga kui referentsainega ja siis koikide
parabeenide seguga, muutmata thtegi muud parameetrit peale proovi koostise. Seejarel vorreldi
retentsiooniaegu nii tksikutel parabeenidel kui segus olevatel ning veenduti nende klappimises.

Seega vois kindel olla, et ained on digesti tuvastatud.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (MIRJAM\11092307.D)
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Joonis 23. Uleval kromatogramm kdigi nelja parabeeniga. All Kkromatogramm
etullparabeeniga. Mdlemal juhul Fc = 1,0 ml/min, B% = 50, kolonni temperatuur 30 °C,

sisestatud ainete ruumala 5 pl.

Tabel 8. Segus olevate parabeenide ja iksiku Et-p retentsiooniajad. Fc = 1,0 ml/min, B% = 50,

kolonni temperatuur 30 °C, ststi ruumala 5 pl.

Me-p segu 4,31
Et-p segu 6,54
t,[min] |Pr-psegu 11,35
Bu-p segu 21,45
Et-p Uksik 6,61

Joonis 23 kujutab nii kromatogrammi, kus on prooviks segu kdigist neljast parabeenist kui ka
kromatogrammi, kus on prooviks ainult (iksik Et-p. Mdlemad kromatogrammid on saadud,
tehes analtitise samade parameetrite juures. Tabel 8 kujutab m&lemal kromatogrammil toodud
ainete retentsiooniaegu ning on néha, et Et-p retentsioonieg ei erine le 0,1 min, seega on
tuvastatud ainete klappivus. Olemas on andmed, mis v@imaldavad retentsiooniaja jargi ainete

tuvastamist demonstreerida kdikide parabeenide korral.
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3.8 Kvantitatiivne kromatograafiline analtis

Kvantitatiivsuse all mdistetakse kromatograafias aine kogusega seotud tulemusi. Piigi suurus
sOltub kromatograafi sisestatud ainehulgast. Piigi suurust voib kirjeldada nii piigi kdrguse kui
ka pindalaga. Sisestatud ainehulka vGib kirjeldada nii sisti ruumalaga kui ka aine
kontsentratsiooniga. Piigi pindala séltuvus aine kontsentratsioonist on tihedalt kasutatav
kalibreerimisgraafikute koostamiseks. Kalibreerimisgraafiku abil saab madrata anallidi
kontsentratsiooni tundmatus proovis. Piigi pindala ja ststimiskoguse s6ltuvusega
kalibreerimisgraafikuid reeglina ei koostata, sest instrumendi ststimisruumala pole piisavalt

tdpne. Sama ruumala sisestamise korratavus on seevastu véga hea.

Me-p kalibreerimisgraafik 50% MeOH
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Joonis 24. Me-p kalibreerimisgraafik. B% = 50, Fc = 0,4 ml/min, kolonni temperatuur 30 °C,
stisti ruumala 3 pl. Kujutatud on kolme korduskatset kalibreerimigraafiku koostamisel (iga vérv
vastab eraldi mddtmiseeriale).

Bu-p kalibreerimisgraafik 50% MeOH
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Joonis 25. Bu-p kalibreerimisgraafik. B% = 50, Fc = 0,4 ml/min, kolonni temperatuur 30 °C,
sisti ruumala 3 pl. Kujutatud on kolme korduskatset kalibreerimigraafiku koostamisel (iga vérv
vastab eraldi mdotmiseeriale).
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Joonis 24 ja Joonis 25 kujutavad vastavalt Me-p ja Bu-p kalibreerimisgraafikuid. Aine
kontsentratsioone on muudetud vahemikus 0,1 — 1 mM ning registreeritud on vastavad piigi
pindalad. Iga punkt graafikul vastab konkreetsele mddtmistulemusele, graafikult on néha,
kuidas kdik kolm eraldi md6tmistulemust langevad reeglina kokku ning tegu on lineaarse
seosega. Uksikud halbivad punktid ei kordu mdlema joonise peal, seega tehti jareldus, et tegu

pole stistemaatilise, vaid juhusliku veaga, mida v6is pohjustada instrumendi eksimus.
3.9 FAIR andmete pohjal kromatogrammide avaldamise mudel

Selleks, et teadust6dd oleks voimalikult tulemuslikud, on Glioluline metaandmete korrektne ja
taielik salvestamine ja kasutamine. Yano et al. kirjeldavad oma artiklis olulisi uuendusi, mida
keemia ja andmeteaduse valdkonnad vajaksid ning nende koéige aluseks on korrektne

(meta)andmete kogumine ja toéotlemine. Oluliste uuendustena tuuakse valja:

1. Tugevamad sidemed keemikute, kes analiiise teevad, ja andmeteadlaste, kes tulemusi
analliusivad, vahel, et saadud tulemused ja andmestikud maksimaalselt &ra kasutada ja
leida innovatiivseid lahendusi.

2. Keemia-spetsiifiliste andmeststeemide arendamine, mis tagaks saadud keemiliste
(meta)andmete efektiivsema analliusi.

3. Keemiaeksperimentide Uhtne kavandamine keemikute ja andmeteadlaste poolt, et
teadustoo tulemusi voimalikult efektiivselt kasutada.

4. Luua (meta)andmete vorgustik keemia teadustodde jaoks, et tuua thte kohta kokku ja

siduda kdik keemia valdkonnaga seotud (meta)andmed. [16]

Uks olulisemaid eeldusi andmestike taaskasutamiseks ja paremaks haldamiseks tulevikus on
metaandmete korrektne ja ideaalis Ghtsel viisil salvestamine. Metaandmeid on tohutu hulk ning
olenevalt olukorrast ja vaatepunktist vdib igaliks neist olla oluline, seega on tahtis, et
vOimalikult suur osa neist saaks edasi antud. Kui kromatograafia andmefailid vOetakse otse
vastavast tarkvarast, siis on lks osa metaandmetest seal juba salvestatud, nditeks eluendi
voolukiirus, orgaanilise lisandi sisaldus. Seega on metaandmete saamiseks kaks vGimalust: 1)
tuleb tarkvarast, 2) kasutaja sisestab. Kasutajal peab olema vdimalus tarkvarast tulnud
metaandmeid ka muuta. See on vajalik olukordades, kus tarkvaras oli vale info (nt tarkvaras oli
tegelikust erinev kolonni nimetus). Arvestades, et metaandmeid v3ib kromatograafias olla vdga

palju, tuleks need kategoriseerida:

1. Primaarsed (hadavajalikud ja lihtsasti leitavad)
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Eluendi koostis

I

Eluendi voolukiirus
c. Kolonn ja selle médtmed
d. Kolonni temperatuur
e. Sustitava proovi kogus jne
2. Sekundaarsed (olulised, kuid mitte hadavajalikud)
a. Detektori mddteraku ruumala ja optilise tee pikkus
b. Gradiendi seguri ruumala
c. Eelkolonni olemasolu jne
3. Kasutaja defineeritud (pole hadavajalikud, kuid siiski olenevalt kontekstist olulised)
a. TOoo0 teostaja
b. T60 teostamise kuupaev

c. Madni ebastandardne seade slisteemis jne

Nende kategooriate jargi saab metaandmeid prioriseerida ja jalgida, et kdige olulisemad oleks
andmestikus kindlasti olemas. Ideaalis salvestatakse andmestikud taolisesse siisteemi, kus on

alati vdimalik metaandmeid juurde lisada ja korrigeerida.

3.10 Veebilehe mudel

FAIR andmete Uhildatavuse printsiibi alla kuulub ndue, et kdik andmed oleks avaldatud
vBimalikult rahvusvahelises ja laialt mdistetavas keeles [8]. Seet6ttu tehti ka veebilehe mudel
inglise keeles kui Uhes laialdasemalt kasutatavas keeles maailmas. Veebilehe mudel koostati
Excelis ning seal kujutati veebilehel olevaid kategooriaid, nende peale kl6psates avanevaid
valikuid ja (alam)alamkategooriaid. Veebilehe mudel tehti kahe olukorra jaoks — kui vaataja
pole sisse loginud (Joonis 26) ja kui ta on sisse loginud (Joonis 27). Nagu kujutab Joonis 26,
siis saavad kasutajad ilma sisse logimata tutvuda avalike andmestikega, neid jagada ja
sorteerida soovitavate parameetrite jargi, tutvuda veebilehe ja FAIR-i ajaloo, printsiipide ja
eesmarkidega, aga ka laiemalt kromatograafiaga, samuti leida allikaid, kust teema kohta
lahemalt uurida. Veel on vbimalik otsida abi veebilehte puudutavate kiisimuste osas, tutvuda
veebilehel kasutatava terminoloogiaga ning otsida avalikke andmestikke pusiva identifikaatori,
autori voi marksona kaudu. Samuti saab kiilastaja luua endale kasutajakonto pannes kirja enda

nime, asutuse, meiliaadressi ning méarates parooli.
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Home Public Datasets About Us About FAIR About Chromatography

Sort by History https://www.go-fair.org/ Basics

Recently added Documentation DOI: 10.1038/sdata.2016.18 How to read chromatograms
Date of publication Goals How to go FAIR? Where to learn more

Which instrument was used Why go FAIR?

Author

Country of origin
What was analyzed
Keywords in (meta)data

View

Share
Help Search email aadress:

Login password: Sign Up

FAQ Search by persistent identifier First Name
Contact Search by author Family Name
Used and suggested Search by keyword Organization
vocabulary and terms Email
Report Password

Re-enter password
Two factor authentication

Joonis 26. Veebilehe vaade (paigutatud kahele reale), kui kasutaja ei ole sisse loginud.

Kui kasutaja on sisse loginud, siis naeb ta vaadet, mida kujutab Joonis 27, niiid on kasutajal
palju ronkem valikuid. Analoogselt saab vaadata avalikke andmestikke, kuid nlid on neid
vOimalik ka sobiva autentimise korral muuta. Muutes saab nii juurde lisada tksikuid andmeid
kui ka kokku liita terveid andmestikke. Seejarel on vdimalik andmestikke kas ainult enda jaoks
salvestada vOi salvestada ja avalikustada. Sisse logides on rohkem valikuid ka andmestike
jagamisel — on vdimalik jagada nii terveid kui osalisi andmestikke, nii lingi kui ka
identifikaatori kaudu vOi jagades otse teisele kasutajale. Lisatud on kategooria nimega
,ZAutentimist vajavad andmestikud*, ka seal on voimalik andmestikke vaadata, muuta ja jagada,
kuid selleks peavad olema esmalt taidetud kdik autentimisnduded, mis on iga andmestiku puhul
selgesdnaliselt vélja toodud. Eraldi kategooria on enda andmestike loomiseks, seal saab valida,
kas lisada juba Giges formaadis fail vdi konverteerida see Umber. Ideaalis oleks kdik veebilehele
lisatavad andmestikud samas formaadis, et kogu andmestik oleks lihtsamalt muudetav
masinloetavaks ja kogu informatsiooni otsimine, tabelite ja graafikute koostamine oleks

automatiseeritud. Samuti saab valida juba eksisteerivaid andmestikke ning neid muuta.

Jargmine suur kategooria sisaldab teiste kategooriate all salvestatud andmestikke. Seal on
vOimalik andmestikke veel vaadata, muuta ja jagada, siis on kdik andmestikud, millega kasutaja

kokku puutub, Gihes kohas koos. Nagu sisse logimata vaates, saab endiselt lugeda veebilehe ja
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FAIR-i ja kromatograafia kohta, otsida abi ning erinevaid andmestikke, kuid nutid on voimalus

otsida ka andmestike seast, millega kasutaja on varasemalt kokku puutunud.

Home Public Datasets

Authenticated Datasets

Create Dataset

Sort by

Recently added

Date of publication

Which instrument was used

Authentication conditions
If not satisfied then no proceeding
If satisfied then proceed to next points

Load new dataset
Already correct file format
Convert to correct format

Stored Datasets

View

Sort by

Select dataset

Modify
Suggested modifications
Make dataset FAIR

From stored datasets
From public datasets
From authenticated datasets

Not enough meta(data)
Add (meta)data to existing dataset

Type of spectra
Country of origin
What was analyzed

Recently added
Date of publication

Which instrument was used Merge datasets

Author Type of spectra (needs authentication) Save updates
Keywords in (meta)data Country of origin Save dataset Save and publish
View What was analyzed Add name Share

Modify Author Add persistant identifier To excisting user
Authentication conditions Keywords in (meta)data Add data usage license Copy a link

Share partial dataset
Only persistant identifier

Add (meta)data to existing dataset |View

Modify

Authentication conditions

Add (meta)data to existing dataset

Merge datasets
Save updates
Save and publish

Share Merge datasets
To excisting user Save updates
Copy a link Save and publish
Share partial dataset Share

Only persistant identifier To excisting user (needs authentication)
Copy a link (needs authentication)
Share partial dataset

Only persistant identifier

About Us About FAIR About Chromatography Help Search

Logged in as: ... Log out
History https://www.go-fair.org/  Basics FAQ Search by persistent identifier
Documentation DOI: 10.1038/sdata.2016.18 How to read chromatograms Contact Search by author

Search by keyword

Search my previous datasets
Previously viewed
Previously modified
Previously created

Used and suggested
vocabulary and terms
Report

Goals How to go FAIR? Where to learn more

Why go FAIR?

Joonis 27. Veebilehe vaade (paigutatud kahele real), kui kasutaja on sisse loginud.

37



Kokkuvote

T60 eesmargiks oli genereerida kromatogramme ja andmestikke kromatograafia dpetamise
jaoks. Selleks tehti palju erinevaid analtitise, muutes instrumendi voolukiirust, orgaanilise aine
sisaldust eluendis, analliisi pikkust, sustitava proovi ruumala, méérati surnud aeg mitmel
erineval meetodil. Teine t60 eesmérk on kirjeldada FAIR andmete p&himdtteid ja nende
olulisust vedelikkromatograafilise analttsi kontekstis ning luua veebilehe mudel, mis
vOimaldab kromatograafilisi andmestikke FAIR pdhimdtteid jargides avalikustada, vaadata, ja

muuta.

T60 kéigus registreeriti tle 500 kromatogrammi kuue erineva aine ning nende segudega. Nende
kromatogrammide abil selgitati kromatograafia mdisteid ja nahtusi. Koostati andmestikud, mis
naitavad, et instrumendi voolukiiruse tdstmine muudab ainete retentsiooniajad palju lihemaks
ning voolukiiruse tdstmisega muutuvad piigid kitsamateks. Demonstreeriti, kuidas leida
optimaalne voolukiirus Van Deemteri graafikute abil. Néidati eluendi orgaanilise komponendi
sisalduse muutmise mdoju retentsiooniajale ja retentsioonifaktorile ning optimaalse eluendi
koostise leidmist. Surnud aja madramist illustreeriti kokku kolmel erineval meetodil ning
analliusiti saadud tulemusi. Toodi vélja kvalitatiivse ja kvantitatiivse anallitisi v8imalused ning
selgitati, kuidas mdlemat analtsi teostada. Tehti selgeks FAIR pdhimdtete sisu ning nende
vajalikkus. Loodi veebilehe mudel, mis iseloomustab FAIR-i printsiipide pdhjal

kromatograafiliste andmete vaatamist, Ules laadimist ning modifitseerimist.

Tulevikus tuleb populariseerida kbikide katseandmete avaldamist FAIR pdhimétetele vastavalt.
On hédavajalik taaskasutada katseandmeid ning luua mahukas andmebaas kromatograafilistest

andmetest avalikkusele kasutamiseks.

38



Summary

The aim of the work was to generate chromatograms and datasets for teaching chromatography.
For this, many different analyses were performed by changing the flow rate of the instrument,
the organic percentage in the eluent, the length of the analysis, the volume of the injected
sample, the dead time was determined by several different methods. The second goal of the
work is to describe the principles of FAIR data and their importance in the context of liquid
chromatographic analysis, and to create a web page model that allows chromatographic datasets

to be published, viewed, and modified in accordance with the FAIR principles.

During the work, more than 500 chromatograms were generated with six different substances
and their mixtures. With those chromatograms the concepts and phenomena of chromatography
were explained. Datasets were complied that show that increasing the flow rate of the
instrument makes the retention times of the substances much lower, and that the peaks become
narrower as the flow rate is increased. It was demonstrated, how to find the optimum flow rate
using Van Deemter plots. The effect of changing the organic percentage in the eluent on the
retention time and the retention factor and finding the optimaal organic percentage was shown.
Dead time determination was illustrated by three different methods and the obtained results
were analysed. The possibilities of qualitative and quantitative analysis were pointed out and it
was explained how to perform both analyses. The content of the FAIR principles and their
necessity were made clear. A website model was created that characterizes the viewing,

uploading and modification of chromatographic data based on FAIR principles.

In the future, the publication of all experimental data in accordance with FAIR principles must
be popularized. It is crucial to reuse experiment data and create a large database of
chromatographic data for public use.
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Lisa 1. POhimadisted

Kdik pohimdisted on defineeritud Hibberti terminoloogia dpiku kaudu [3].

Retentsiooniaeg (tr) — aeg proovi sisestamise ja huvipakkuva aine piigi maksimumi tekkimise

vahel.

Kromatograafiline baasijoon — kromatogrammi osa, mis esitab detektori vastust hetkel, kus

ainult mobiilne faas elueerub kolonnist.

Kromatograafiline piik — kromatograafi osa, mis esitab detektori vastust kui ks voi mitu

komponenti kolonnist elueeruvad.

Kolonn (kromatograafias) — toru, mille sees on statsionaarne faas ja labi mille liigub mobiilne

faas.

Kromatogramm — graafiline vdi muusugune detektori vastuse esitlus elueerunud ruumala voi

aja suhtes.

Isokraatiline meetod — kromatograafia meetod, kus Uhe elueerimise valtel mobiilse faasi

kontsentratsioon ei muutu.

Mobiilse faasi litkumiskiirus (u) — mobiilse faasi lineaarkiirus, mida moddetakse risti kolonni

labildikega voolu liikumise suunas.

Piigi kdrgus — vahemaa piigi maksimumi ja baasijoone vahel, m6ddetakse paralleelselt

detektori vastust ilmestava teljega.

Piigi laius baasijoonel (wp) — piigi laius baasijoonel, mida mdddetakse piigi puutujate ja

baasijoone 16ikumispunktide vahelt.

Piigi laius poolelt kdrguselt (wh) — piigi laius poolelt piigi kérguselt, mida méddetakse mdlema

piigi kuljega I6ikumispunkti vahelt.
Voolukiirus (Fc) — mobiilse faasi liitkumise kiirus labi kolonni.
Elueerumine — komponendi kolonnist vélja voolutamine.

Surnud aeg (tm) (hold-up time) — aeg, mis on vajalik statsionaarse faasiga mitteseostuva

komponendi elueerimiseks.

Surnud ruumala (hold-up volume) (Vm) — sellise aine elueerumiseks kuluv mobiilse faasi

ruumala, mis ei seostu statsionaarse faasiga.
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Lisa 2. FAIR-i 15 printsiipi

FAIR andmete marksonad leitavuse kattesaadavus, 0hildatavus ja taaskasutusvéime on

tapsemalt defineeritud 15 printsiibiga.
Leitavuse marksdna alla kuulub neli printsiipi, mis on valja toodud selgitustega:

1. (Meta)andmetele maaratakse globaalselt unikaalne ja plsiv identifikaator.

a. Pusiva identifikaatori all mdistetakse kindlat koodi, mille kaudu saab
(meta)andmed ja&davalt ja stabiilselt tuvastada. See on standardne moodus
metaandmete otsimiseks, mille kaudu on véimalik ka juurdekuuluvad andmed
leida. Antud identifikaator viitab ainult Uhele konkreetsele allikale. Nditeks DOI
— digitaalobjekti identifikaator (digital object identifier), saab kasutada
konkreetse artikli leidmiseks, kus kirjeldati analutsitulemusi.

2. Andmeid Kirjeldatakse rohkete metaandmetega.
3. Metaandmed sisaldavad selgesdnaliselt identifikaatorit, mis kuulub Kirjeldatavate
andmete juurde.

a. Tihti hoiustatakse metaandmeid oma andmetest eraldi, kuid on oluline, et need
suudetaks omavahel kokku viia.

4. (Meta)andmed on registreeritud voi indekseeritud viisil, kuidas neid on v@imalik
holpsalt leida. [2,8]

Kéttesaadavuse marksona alla kuulub neli printsiipi, mis on vélja toodud selgitustega:

5. (Meta)andmed on leitavad nende identifikaatori kaudu, kasutades standardiseeritud
protokolli (mehhanismi).

6. Andmetele peab ligi pad&dsema klassikaliste otsingumeetoditega, ideaalis automaatse
masinotsimisega. Protokoll on avatud, tasuta ja universaalselt rakendatav.

a. KOoikidel inimestel ja masinatel peaks olema ligipaas véhemalt metaandmetele.
Protokollid, mille aluseks on vdrguligipaas (World-Wide Web), néiteks HTTP
kaudu, on (ks ndide avatud, tasuta ja universaalselt rakendatavast siisteemist.

7. Protokoll vdimaldab vajadusel autentimist ja autoriseerimist.

a. FAIR ei tédhenda, et andmed oleksid kdigile ilmtingimata avatud. Kdikide
andmete ligipadsutingimused peavad olema theselt vélja toodud, kd&ikidele
andmetele ei saa olla igathel ligipaasu. Erandid on andmekogudega, mis on

varjatud eetilistel, legaalsetel, usulistel vms p&hjustel.
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8. Metaandmed on kéttesaadavad isegi siis, kui andmeid pole enam saadaval. [2,8]
Uhildatavuse aluspdhimétte alla kuulub kolm printsiipi, mis on vélja toodud selgitustega:

9. (Meta)andmed kasutavad teadmiste esitamiseks ametlikku, kattesaadavat, jagatud ja
laialdaselt rakendatavat keelt.

a. Kui kdik andmed on esitatud erinevates ja haruldastes formaatides, siis on véga
keeruline ja kulukas neid thildada, mis omakorda tdhendab, et t60 tegijad ei
suuda digitaalseid ressursse Uheselt mdista. Naiteks, kui t60 tegija naeb
temperatuuri andmeid, siis ta saab aru, kas tegu on tanase ilma temperatuuriga
vOi hoopis inimese kehatemperatuuriga ehk metaandmeid antud andmehulga
kohta.

10. (Meta)andmetes kasutatakse FAIR’1 pdhimotteid jérgivaid sdnavarasid.

a. Terminoloogia, millega andmestikke Kkirjeldatakse, peab olema laialdaselt
kasutatav ja Uheselt mdistetav, vajalik on piisav selgitus. Naiteks andmete
kirjeldamiseks ei piisa ainult sbnast temperatuur, vaid peab Kkirjeldama
tdpsemalt: kolonni temperatuur, sulamistemperatuur.

11. (Meta)andmed sisaldavad kvalifitseeritud viiteid teistele (meta)andmetele.

a. Kuvalifitseeritud viide on viide teisele ressursile (selle pisivale identifikaatorile),
milles on selgelt mé&aratletud seos antud ressursiga (versioon, ressursside
kogumise ajaline vahemik). Naiteks kui metaandmetest on esitatud mitu
versiooni, siis on mdistlik anda ligipads ko&ikidele versioonidele ja neile
korrektselt viidata. [2,8]

Taaskasutusvdime aluspohimatte alla kuulub neli printsiipi, mis on vélja toodud selgitustega:

12. (Meta)andmeid Kirjeldatakse rikkalikult ja arvukalt tdpsete ning asjakohaste
omadustega.

a. Omadusi peaks olema nii palju kui vdimalik arvestades, et andmestikuga tutvuja
teadmiste taust pole teada. Seega peaks leiduma omadusi, mis vdivad huvitada
erinevate taustade ja huvialadega inimesi.

13. (Meta)andmed valjastatakse selge ja kattesaadava andmekasutuslitsentsiga.

a. Digitaalsed ressursid peavad igal ajal sisaldama litsentsi, mis kirjeldab, mis
tingimustel vdib ressursse kasutada. Kui litsentsi ei leita, siis ei ole andmete
kasutamiseks luba.

14. (Meta)andmed on seostavad detailse paritoluga.
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a. Detailne paritolu sisaldab vastuseid kusimustele: kuidas (meta)andmed saadi,
miks ja kelle poolt need genereeriti, mis tingimuste all, mis (meta)andmed olid
alguses olemas ja mis allikaid kasutati, mis rahastusega (meta)andmed saadi, kes
on (meta)andmete omanik, keda peaks krediteerima, mis muudatusi on
(meta)andmetega tehtud pérast nende avalikustamist.

15. (Meta)andmed vastavad domeeniga seotud valdkonnastandarditele.
a. Kui on olemas valdkonna poolt rajatud standardid v@i klassikalised meetodid,

kuidas (meta)andmeid koguda ja jagada, siis tuleb neid jélgida. [2,8]
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Lisa 3. Optimaalse voolukiiruse kontroll

Selleks, et veenduda optimaalse voolukiiruse diges tuvastamises, tehti mitmed
kordusmdotmised. Esmalt kontrolliti samu analliise, aga teisel péeval, tulemusi kontrolliti
kdikide parabeenide puhul. Seejérel korrati anallitise muutes kolonni, tehes analliiise koos ja
ilma eelkolonnita, muutes instrumenti ja tehes analiilise ka teiste ainetega. Teise kolonnina
kasutati Agilent C18 15 cm pikkust ja 4,6 mm diameetriga kolonni, kolonni osakeste suurus 5
pum. Teise instrumendina kasutati Agilent 1260 UHPLC instrumenti, analutsid detekteeriti
DAD detektoriga. Teise ainena kasutati atsetoaminofeeni ehk paratsetamooli (Joonis 28).

Tabel 9 kujutab analliisi parameetreid kontrollis olevatel mdGtmistel.

HO

@]
N—4
H

Joonis 28. Atsetoaminofeeni struktuur.

Tabel 9. Vastavad parameetrid optimaalse voolukiiruse kontrollis.

Analiiis Teine instrument Teine kolonn Eelkolonniga ja ilma Teise ainega
Parameeter

/min] 0,1-2,0 0,1-2,0 0,1-2,0 0,1-2,0
B% 50 50 50 50
Kolonni temp. [°C] 30 30 30 30
Sustimiskogus [ul] 1 5 5 1

Nagu ilmestavad Joonis 29 kuni Joonis 32, siis suudeti kdikide anallilisidega saavutada sama
optimaalne voolukiirus 0,2 ml/min. Seega jatkati analtlse esialgse kolonniga kasutades

eelkolonni, ainetega ja instrumendiga, sest veenduti nende eranditeta kaitumises.
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Van Deemteri graafik teise instrumendiga
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Joonis 29. Van Deemteri graafik teise instrumendiga. Agilent 1260 UHPLC. Analudsiti
uratsiili, Me-p, Et-p.

Van Deemteri graafik teise kolonniga
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Joonis 30. Van Deemteri graafik teise kolonniga. Agilent C18 15 cm pikkus ja 4,6 mm laius.
Analuusiti uratsiili, Me-p, Et-p.
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Van Deemteri graafik Me-p ilma ja koos eelkolonniga
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Joonis 31. Van Deemteri graafik ilma ja koos eelkolonniga. Anallisiti Me-p.

Van Deemteri graafik atsetoaminofeeniga
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Joonis 32. Van Deemteri graafik atsetoaminofeeniga.
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