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Abstract: Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) is used for analyzing small polar molecules, especially in pharmaceutical field sciences. Retention mechanisms in HILIC are complex, with interactions between the surface of the stationary phase and analytes in the mobile phase being crucial for separation. The retention mechanism varies with different mobile and stationary phase pairs and depends on the type and ionic state of analytes. Therefore, this paper aimed to evaluate the contribution of anion-exchange and cation-exchange retention mechanisms to the overall retention of amitriptyline hydrochloride and its impurities denoted as A, B, C, D, F, and G on amino and silica stationary phases in HILIC, respectively. High R2 values (> 0.995) indicate a significant cation exchange contribution to the retention of charged analytes in the silica stationary phase (non-ionized analytes – impurities A and G, did not exhibit ion-exchange retention). Basic analytes show longer retention at lower buffer ionic strength due to reduced competition with buffer ions. Higher pH increases retention of charged analytes by ionizing the surface of the silica stationary phase, especially for highly hydrophilic analytes like impurity F. On the other hand, higher buffer ionic strength promotes the retention of basic analytes on the amino stationary phase due to reduced electrostatic repulsion between the analytes and the surface of the stationary phase. However, R2 values point to cation exchange contributing more to overall retention in the silica stationary phase than anion exchange in the amino stationary phase.
Keywords: cation-exchange, anion-exchange, retention mechanisms, hydrophilic interaction liquid chromatography, amitriptyline

JONOIZMJENJIVAČKI RETENCIONI MODELI U ANALIZI RETENCIONIH MEHANIZAMA AMITRIPTILIN-HIDROHLORIDA I NJEGOVIH NEČISTOĆA U TEČNOJ HROMATOGRAFIJI HIDROFILNIH INTERAKCIJA
Darija Knežević Ratković1 , Irena Kasagić-Vujanović1
1 Univerzitet u Banjoj Luci, Medicinski fakultet, Save Mrkalja 14, Banja Luka, Republika Srpska
e-mail: darija.knezevic.ratkovic@med.unibl.org

[bookmark: _GoBack]Sažetak: Tečna hromatografija hidrofilnih interakcija (eng. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography – HILIC) se koristi za analizu malih polarnih molekula, posebno u oblasti farmaceutskih nauka. Retencioni mehanizmi u HILIC sistemu su složeni, a interakcije između površine stacionarne faze i ispitivanih jedinjenja u mobilnoj fazi su ključne za razdvajanje. Retencioni mehanizmi variraju u zavisnosti od različitih parova mobilne i stacionarne faze, ali zavise i od vrste i jonskog stanja ispitivanog jedinjenja. Stoga, cilj ovog rada bio je da se procijeni doprinos retencionih mehanizama anjonske i katjonske izmjene ukupnom zadržavanju amitriptilin-hidrohlorida i njegovih nečistoća A, B, C, D, F i G na HILIC amino i silika stacionarnim fazama. Visoke vrijednosti R2 (> 0,995) ukazuju na značajan doprinos katjonske izmjene zadržavanju naelektrisanih ispitivanih jedinjenja u silika stacionarnoj fazi (nejonizovana ispitivana jedinjenja – nečistoće A i G, nisu pokazala zadržavanje usljed jonske izmjene). Bazna jedinjenja pokazuju duže zadržavanje pri nižim jonskim jačinama pufera zbog smanjene konkurencije sa jonima pufera. Viši pH povećava zadržavanje naelektrisanih ispitivanih jedinjenja usljed jonizacije površine silika stacionarne faze, posebno za vrlo hidrofilna ispitivana jedinjenja kao što je nečistoća F. S druge strane, veća jonska jačina pufera poboljšava zadržavanje baznih ispitivanih jedinjenja na amino stacionarnoj fazi usljed smanjenja elektrostatičkog odbijanja između ispitivanih jedinjenja i površine stacionarne faze. Međutim, vrijednosti R2 ukazuju na to da katjonska izmjena više doprinosi ukupnom zadržavanju u silika stacionarnoj fazi nego anjonska izmjena u amino stacionarnoj fazi.
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