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Нуклеозиды и азотистые основания играют важную роль как структурные единицы нуклеиновых кислот, коферменты в биохимических процессах, они способны проявлять биологическую активность и участвуют в регуляции физиологических процессов в организме человека. Нуклеозиды и азотистые основания изучаются как потенциальные биомаркеры онкологических процессов, а также являются контролируемыми компонентами в средствах народной медицины, лекарственных растениях и препаратах, БАД и детском питании. Таким образом, определение этих соединений в различных объектах является важной и актуальной аналитической задачей.
Нуклеозиды и азотистые основания являются полярными соединениями, слабо удерживаемыми в обращённо-фазовом режиме ВЭЖХ. Режим гидрофильной хроматографии (ГИХ) благодаря большому содержанию органического растворителя (ацетонитрила) в подвижной фазе и образующемуся приповерхностному водному слою способствует большему удерживанию полярных аналитов в колонке и является перспективным для разделения этих веществ.
В данной работе проводили поиск условий разделения нуклеозидов и азотистых оснований в режиме ГИХ на 3-аминопропилсиликагеле (диаметр частиц 5 мкм) и сорбентах, синтезированных путем его ковалентного модифицирования по реакции Уги с использованием гликолевой кислоты, ацетона и изоцианидов (трет-бутилизоцианида, этилизоцианацетатат, 2-морфолиноэтилизоцианида).
Учитывая данные литературы [1, 2], хорошее разделение и селективность по этим аналитам может быть достигнута при рН 4,5 – 6,6 с использованием ацетата аммония 3 – 20 мМ в водной фазе и ацетонитрила, градиентного или изократического элюирования и спектрофотометрического детектирования при 254 нм.
В ходе работы для разделения 5 нуклеозидов (аденозина, гуанозина, цитидина, уридина, 2’-дезоксиуридина) и 6 азотистых оснований (аденина, гуанина, тимина, цитозина, урацила, ксантина) были выбраны следующие условия: подвижная фаза ацетонитрил / 20 мМ аммонийно-ацетатный буферный раствор (pH 4,7) 90/10 об.%; скорость потока 1 мл/мин; спектрофотометрическое детектирование при 254 нм (размеры колонок 100×3 мм). На сорбентах, полученных по реакции Уги в различных условиях, возможно разделить смесь 11 нуклеозидов и азотистых оснований за 15 минут. При этом в зависимости от условий синтеза сорбента наблюдали различия в селективности по данным аналитам, а большая эффективность (до 60000 тт/м) достигнута для сорбента, полученного с трет-бутил изоцианидом. Порядок элюирования согласуется с данными литературы, и нуклеозиды в большинстве случаев имеют большие факторы удерживания, чем соответствующие им азотистые основания.
Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда, грант № 20‑13‑00140.
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