VILNIAUS UNIVERSITETAS

Asta Orentiené

IMIDAZOLIO JONINIU SKYSCIUY KATIJONY ATSKYRIMO
ULTRAEFEKTYVIOSIOS SKYSCIY CHROMATOGRAFIJOS
METODAIS YPATUMU TYRIMAS

Daktaro disertacija

Fiziniai mokslai, chemija (03 P)

Vilnius, 2012



Disertacija rengta 2008—2012 metais Vilniaus universitete.

Mokslinis vadovas:
prof. habil. dr. Audrius Padarauskas (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslai,

chemija — 03 P)



TURINYS

SANTRUMPOS 5
IVADAS 6
I. LITERATUROS APZVALGA 9
1.1. Joniniai skysc¢iai 9
1.2. Joniniy skysc¢iy taikymas 15
1.2.1. Joniniy skysc¢iy taikymas chemijoje 15
1.2.2. Pramoninis joniniy skysc¢iy taikymas 23
1.3. Imidazolio katijony atskyrimas skys¢iy chromatografijos metodais 25
1.4. Hidrofilinés saveikos chromatografija 33
1.4.1. HILIC savybés bei atskyrimo mechanizmas 33
1.4.2. Eksperimentiniy veiksniy jtaka 37
1.4.3. Sorbentai HILIC metode 43
II. EKSPERIMENTO METODIKA 48
2.1. Aparatura 48
2.2. Reagentai ir tirpalai 48
2.3. Procediros 50
III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS 52
3.1.Imidazolio joniniy skys¢iy atskyrimas skys¢iy chromatografijos metodais 52
3.1.1. Atvirks¢iy faziy skysciy chromatografija 53
3.1.2. Jony pory chromatografija 59
3.1.3. Hidrofilinés saveikos chromatografija 62
3.1.4. Metody palyginimas 68
3.2. Imidazolio katijony chromatografinés elgsenos hidrofilinés saveikos
chromatografijoje tyrimas 69
3.2.1. Acetonitrilo koncentracijos itaka 70
3.2.2. Judrios fazés pH itaka 76



3.2.3. Buferinio tirpalo koncentracijos itaka

3.2.4. Rugsties priedy itaka imidazolio katijony sulaikymui
3.2.5. Organinio tirpiklio prigimties jtaka

3.2.6. Kolon¢lés temperatiiros jtaka

3.2.7. Mases perkrova kolon¢léje

3.2.8. Judrios fazés greicio jtaka

3.2.9. Imidazolio katijony atskyrimo palyginimas
ISVADOS

Moksliniy publikacijy, apibendrinty daktaro disertacijoje, sarasas
PADEKA

LITERATUROS SARASAS

79
82
85
88
93
98
100
104
106
106
107



SANTRUMPOS

ACN — acetonitrilas

AFCh — atvirks¢iy faziy skysciy chromatografija

BDMIM - 1-butil-2,3-dimetilimidazolio jodidas

BMIM - 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroboratas

CMMIM - 1-cianometil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas
DMIM - 1,3-dimetilimidazolio metilsulfatas

DMPIM - 2,3-dimetil-1-propilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas
EDMIM - 1-etil-2,3-dimetilimidazolio chloridas

EMIM - 1-etil-3-metilimidazolio tetracianoboratas

EtOH - etanolis

ESCh — efektyvioji skys¢iuy chromatografija

HEMIM - 1-(2-hidroksietil)-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas
HILIC - hidrofilinés saveikos chromatografija

HMIM - 1-heksil-3-metilimidazolio chloridas

iPrOH — izopropanolis

JPCh — jony pory chromatografija

JS — joninis skystis

MeOH — metanolis

MSA — metansulfoniné ragstis

MS — masiy spektrometrija

OMIM - 3-metil-1-oktilimidazolio chloridas

PALC - vandeniné skys¢iy chromatografija

PMIM - 3-metil-1-propilimidazolio jodidas

TMIM - 1,2,3-trimetilimidazolio jodidas

TFA — trifluoracto riigstis

UESCh — ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija



IVADAS

Joniniai skys€iai (dar vadinami skystais elektrolitais arba skystomis
druskomis) — organinés druskos, pasizymincios zema lydymosi temperatiira
(<100 °C). Zema §iy junginiy lydymosi temperatiira lemia tai, kad $ie junginiai yra
sudaryti 1§ santykinai didelio, azota ar fosfora turincio, asimetriSko organinio
katijono (pvz., imidazolio, piridinio, pirimidinio ir kt.) ir silpnai koordinuoto
neorganinio ar organinio anijono (pvz. halogenido, tetrafluoroborato, metilsulfato,
heksafluorofosfato ir kt.). Joniniai skys€iai pasizymi puikiu cheminiu,
elektrocheminiu bei terminiu stabilumu, geru elektriniu laidumu, universaliomis
tirpinanciomis savybémis. Be to, jie yra nedegis, nelakiis kambario temperatiiroje,
todel priskiriami ,,draugiSkoms aplinkai® medziagoms. Stebétinai platy joniniy
skys€iy populiaruma ir 1émé Sios unikalios savybés, kurios gali buti keiciamos
keiciant joninio skys¢io katijona ar anijona. Neabejotinai populiariausia joniniy
skys¢iy grupé — alkilmetilimidazolio druskos, kuriose net maziausi struktiiriniai
pakeitimai salygoja Zenklius fizikiniy ir cheminiy savybiy pokycius. Tod¢l
nenuostabu, kad joniniai skysciai, kaip naujos kartos tirpikliai, pastaraji deSimtmeti
intensyviai taikomi jvairiose chemijos srityse (kataliz¢je, organinéje sintezéje,
fermenty reakcijose, elektrochemijoje, koloidy chemijoje, ekstrakcijoje ir kt.). Taip
pat tiriamas joniniy skysc¢iy pritaikymas baterijy, akumuliatoriy, energijos Saltiniy,
kuro elementy ir fotoelektriniy prietaisy gamyboje. Pataruoju metu atsiranda vis
daugiau pramonés sri¢iy, kuriose joniniais skysciais yra pakeiciamos iprastinés
medziagos ir tikétina, kad ateityje tokiy sri¢iy tik dauges.

Pleciantis joniniy skys¢iy taikymo sritims bei augant ju panaudojimo
apimtims, neiSvengiamai iSkyla ir efektyviy juy tyrimo bei nustatymo metody
poreikis. Kadangi skirtingi joniniai skysCiai pasizymi labai panaSiomis
absorbcinémis, elektrocheminémis savybémis bei yra nelakiis, ju nustatymui

neabejotinai geriausiai tinka skysciy chromatografijos metodai. Ta¢iau norint Siam



tikslui efektyviai panaudoti skys¢iy chromatografija, biitina nuodugniai iStirti
joniniy skys¢iy chromatografing elgsena ivairiose skys¢iu chromatografijos
sistemose. Deja, iki Siol néra darby, kuriuose biity kompleksiskai ivertintos
skirtingy skysCiu chromatografijos varianty galimybés joniniy skys¢iy katijony
atskyrimui. Be to, publikuotuose darbuose tyrimai buvo atlickami naudojant
efektyviosios skys¢iy chromatografijos iranga, kuri pastaraisiais metais yra
intensyviai iSstumiama naujos kartos ultraefektyvigja skysCiy chromatografija.
Galiausiai joniniy skys¢iy katijonai savo savybémis (stabilumu tirpaluose,
skirtingomis funkcinémis grupémis, konjuguota m elektrony sistema, kraviu)
puikiai tinka modeliniais junginiais naujy skys¢iy chromatografijos sistemy

tyrimui.

Darbo tikslas — iStirti ir palyginti imidazolio joniniy skysCiu katijony
atskyrima skirtingais ultraefektyviosios skys€iy chromatografijos metodais bei
nuodugniai iStirti imidazolio katijony chromatografing elgsena hidrofilinés

saveikos (HILIC) ir vandeninés skysciy (PALC) chromatografijos salygose.

Darbo uZdaviniai:

1. Optimizuoti ir palyginti imidazolio katijony atskyrima atvirk$¢iy faziy, jony
pory ir HILIC metodais;

2. Istirti acetonitrilo koncentracijos judrioje fazéje itaka imidazolio katijony
chromatografinei elgsenai sistemoje silikagelio sorbentas-vanduo/acetonitrilas.

3. Istirti jvairiy veiksniy (judrios fazés pH, katijono koncentracijos, organinio
tirpiklio ir riigSties prigimties, kolon¢lés temperatiiros bei mases perkrovy)
itaka imidazolio katijony sulaikymui, smailiy efektyvumui bei atskyrimo
atrankumui HILIC ir PALC salygose.

4. Nustatyti imidazolio katijony sulaikymo mechanizma HILIC ir PALC

salygose.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

. Hidrofilinés saveikos chromatografija yra efektyviausias ir greiciausias skysciy
chromatografijos metodas imidazolio katijonams atskirti.

Kolonéléje su hibridiniu silikagelio sorbentu imidazolio katijony eliucijos
tvarka ir sulaikymo mechanizmas priklauso nuo acetonitrilo/vandens santykio
judrioje fazéje.

. Sistemoje silikagelio sorbentas-vanduo/acetonitrilas imidazolio katijonai yra
sulaikomi miSriu mechanizmu: greta hidrofobinés (PALC salygos) ir
hidrofilinés (HILIC salygos) saveiky, abiejose sistemose vyksta papildoma
jony mainy saveika tarp imidazolio katijony ir disocijavusiy silanoliniy grupiuy.
. HILIC metodas pasizymi zymiai didesniu kolon¢lés krovumo laipsniu nei

PALC.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Joniniai skysciai

Joniniai skysc¢iai (JS) — tai skystos organinés druskos. Kaip ir klasikinés
metaly druskos, JS yra neutraltis junginiai, sudaryti i§ anijono ir katijono. Nuo
neorganiniy drusky JS iSsiskiria Zzema lydimosi temperatiira (<100 °C). Joniniai
skysciai, kurie kambario temperatiiroje yra skystame biivyje, Weltono buvo
pavadinti ,kambario temperatiiros JS“ [1]. Zema &y junginiy lydymosi
temperatiira lemia tai, kad Sie junginiai sudaryti i§ santykinai didelio, azota ar
fosfora turincio, asimetriSko organinio katijono ir silpnai koordinuoto neorganinio
(pvz. halogenido, [BF4]7, [PF6]7 ir kt.) ar organininio (pvz. trifluormetilsulfonato,
bis [(trifluormetilo) sulfonil] imido [Tf;N] ir kt.) anijono. Populiariausi JS
sudarantys katijonai — imidazolio, piridinio, pirimidinio bei ketvirtinés amonio ar
fosfonio druskos [2, 3]. Skirtingos anijono ir katijono kombinacijos sudaro didele
Siy junginiy klasg¢. Yra apskaiCiuota, kad tokiy, skirtingomis sgvybémis
pasizymin&iy junginiy gali biti net 10'® [4]. Populiariausiy JS katijony ir anijony

struktiiros pateiktos 1.1 pav.

Katijonai:
R1
R1 r\I.-Rz I N R4 R1 R4 R1
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1.1 pav. Populiariausiy JS katijony ir anijony struktiirinés formulés.



JS atsiradimo istorija yra ganétinai ilga. Jau 1888 m. Gabriel ir Weiner [5]
susintetino pirmaji jonini skysti — etanolamonio nitrata (lyd. temp. 52-55 °C),
kitaip dar vadinta skysta druska. Didelio susidoméjimo nesulauké ir 1914 m.
Walden [6] susintetintas etilamonio nitratas - pirmasis kambario temperatiiros JS
(Iyd. temp. 12 °C). Po dvieju deSimtmeciy tylos tirpikliais celiuliozei buvo
uzpatentuotos  ketvirtinés amonio druskos (1-benzilpiridinio chloridas,
1-etilpiridinio chloridas ir kt.) [7]. Dar kuri laika kelios mokslininky grupés bandé
pritaikyti  aliuminio  chlorido ir  l-alkilpiridinio  chlorido = miSinius
elektronusodinimui ir bateriju gamybai, taciau Sie miSiniai buvo nestabiliis ir
veiké tik labai siaurame komponenty sudedamuyju daliy intervale [8]. 1982 m.
Wilkes su kolegomis [9] susintetino Zymiai stabilesnius kambario temperatiiros JS
— dialkilimidazolio chloraliuminatus. Sie junginiai buvo daug atsparesni
redukcijai, pasizymejo mazesne klampa ir platesniu elektrocheminiu langu uz 1-
alkilpiridinio junginius. Vis tik dialkilimidazolio chloraliuminatai buvo labai
jautriis drégmei ir tai apsunkino ju taikyma. Ir tik praéjus daugiau nei Simtmeciui
nuo pirmojo JS sintezés, Sie junginiai sulauké pripazinimo. 1992 m. Wilkes ir
Zaworotko [10] pirma karta susintetino orui ir drégmei atsparius kambario
temperatiiros imidazolio JS su silpnai kompleksuojanciais anijonais — [CH3CO,]’,
[NO;] ir [BF4]". Nuo to laiko buvo susintetinta daugybé JS, kurie savo unikaliy
savybiy bei paprastos sintezés déka rado platy pritaikyma pirmiausiai akademinéje
sferoje, o pastaraisiais metais ir pramong¢je. JS populiaruma puikiai iliustruoja
1.2 pav. pateikta moksliniy straipsniy, kuriy pavadinime yra terminas ,,joninis
skystis*, skai¢iaus dinamika 1998-2011 m. Joniniai skysciai pasizymi ne tik Zema
lydimosi temperatiira, bet ir kitomis naudingomis savybémis — cheminiu ir
elektrocheminiu stabilumu, elektriniu laidumu, skirtinga klampa, universaliomis
tirpinan¢iomis savybémis (tirpina tiek polinius, tiek ir nepolinius junginius). Be
to, jie yra nedegts, nelakiis kambario temperatiiroje, termiSkai stabiliis, chemiskai
atspartis drégmei ir orui, todel priskiriami ,,draugiSkoms aplinkai® medziagoms

[11, 14]. JS unikaluma lemia ir tai, kad keifiant anijong ir/arba katijona, keiciasi
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JS fizinés ir cheminés savybés, tod¢l jie dar vadinami ,,modeliuojamais tirpikliais*

(angl. ,,designer solvents*).
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1.2 pav. Moksliniy straipsniy, kuriy pavadinime yra terminas ,,joninis skystis*,
skaiCiaus kitimas 1998-2011 m.

Neabejotinai populiariausi JS — 1,3-dialkilimidazolio dariniai. Imidazolio JS
iSpopuliaréjo deél to, kad juos pakankamai lengva modifikuoti, o atlikus net
maziausius pakeitimus ju struktiiroje, gaunami zymis ju fizikocheminiy savybiy
poky¢iai [12-14]. Siame darbe tirty imidazolio JS cheminés formulés ir kai kurios

ju fizinés savybés pateiktos 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Imidazolio katijona turin¢iy JS fizinés savybés.

MeSO4' [B(CN )4]- M= 236 g/mol
I \ B ’ \ led= 13°C .
/N@N\ M= 192 g/mol /N@N\/ zz ;ﬁig/cm

1,3-dimetilimidazolio metilsulfatas (DMIM) 1-etil-3-metilimidazolio tetracianoboratas (EMIM)

11



M= 252 g/mol
’ \ led= -75°C
N@ N \/\ p=1.55 g/cm3
— Iz n=719 cP

3-metil-1-propilimidazolio jodidas (PMIM)

[BF4]

M= 226 g/mol
/_\ Tiyg=-71°C
D~ Fie
- \/ N n=76 cP

1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroboratas (BMIM)

M= 202 g/mol M= 231 g/mol
- led= -75°C - T| d= -55°C
CI p=1.03 glcm3 Cl p=y 1.01 g/cm?®
1-heksil-3-metilimidazolio chloridas (HMIM) 3-metil-1-oktilimidazolio chloridas (OMIM)
cr TfoN-
[\ M= 160 g/mol N@I \

1-etil-2,3-dimetilimidazolio chloridas (EDMIM)

M= 419 g/mol

2,3-dimetil-1-propilimidazolio
bis(trifluorometilsulfonil)imidas (DMPIM)

Z

\/\/M= 208 g/mol

led= 97°C
p= 1.345 g/cm?3

IO
)

1-butil-2,3-dimetilimidazolio jodidas (BDMIM)

_ I\@ N I- M= 238 g/mol
T

THN 1 2e20”

1-cianometil-3-dimetilimidazolio
bis(trifluorometilsulfonil)imidas (CMMIM)

1,2,3-trimetilimidazolio jodidas (TMIM)
Tf - M=407 g/mol
2 Tyyg= -74°C

oW

1-(2-hidroksietil)-3-metilimidazolio
bls(trlﬂuorometllsulfonll)lmldas (HEMIM)

Lydimosi temperatiira. Kaip jau min¢jome, imidazolio JS biidinga zema
lydimosi temperatiira, kuri daugeliu atveju yra artima kambario temperatirai.
Tokia S§iy junginiy lydymosi temperatiira apsprendzia mazas ju struktiiros
simetriSkumo laipsnis, netolygus kriivio pasiskirstymas molekuléje ir galimybé
sudaryti vandenilini ry$j. Lyginant JS ir neorganiniy drusky lydimosi temperaturas

(pvz.: NaCl lyd. temp. — 803 °C, o 1-propil-3-metilimidazolio chlorido — 60 °C)
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aiSkiai matoma, kad pakeitus maza neorganini katijona dideliu asimetriSku
organiniu katijonu, lydimosi temperatiira zenkliai sumaz¢ja. Didinant 1-alkil-3-
metilimidazolio alkilo grandinés ilgi iki kritinio tasko (8-10 anglies atomy), o tuo
paciu ir katijono asimetriSkumo laipsni, lydimosi temperatiira maz¢ja. Imidazolio
ziede C(2,4,5) esantys pakaitai salygoja glaudaus imidazolio katijony iSsidéstymo
erdvéje buvima ar nebuvima. Sie faktoriai turi jtakos efektyviam jony kristalinés
gardelés formavimui, paremtam Kulono saveikomis, kurios esant dideliems
asimetriSkiems jonams yra iSardomos. Kita vertus, pakaity ivedimas i C(2) padéti
gali stipriai padidinti lydimosi temperattira. Tai rodo, kad Van der Valso saveikos
tarp metilo grupiy ar metil-n saveika yra svarbesnés nei vandenilinis rySys [12].
Didesne lydimosi temperatiira pasiZymi tie junginiai, kuriy katijonai yra
simetriSkesni. Lydimosi temperatiira taip pat padid¢ja esant ilgesnei alkilo
grandinei (daugiau nei 8 anglies atomai) ar didéjant grandinés Sakotumui [15].

Ngo ir kt. [11] nustaté, kad zemesne lydimosi temperatiira pasizymi JS,
turintys fluorintus anijonus — [BF.], [PFe], [{CF3S0,},N] ir pan. Zemesné
lydimosi temperatiira budinga ir tiems JS, kuriuose kriivis yra tolygiau
pasiskirstgs, o vandeniliniai rySiai silpnesni.

Klampa. Joniniai skysciai pasizymi pakankamai didele klampa (nuo 10 iki
500 cP), kuri yra didesné¢ nei daugelio molekuliniy tirpikliy. Palyginimui,
vandens, etilenglikolio ir glicerolio klampos kambario temperatiiroje yra
atitinkamai 0,89, 16,1 ir 934 cP. Joniniy skys¢iu klampa apsprendzia Van der
Valso jégu ir vandeniliniy rySiy stiprumas. Didinant 1-alkil-3-metilimidazolio
alkilo grandinés ilgi (nuo C4 iki C8) tarp katijony susiformuoja stipresnés Van der
Valso jégos, tod¢l molekulés judéjimui reikalinga didesné energija ir JS klampa
padidéja. JS klampa padidina ir i alkilo grupg ivesta hidroksi grupé, kuri sustiprina
vandenilinius rySius. Tuo tarpu didelio asimetriSkumo junginiai pasizymi maza
klampa. [vertinta ir anijony itaka JS klampai. 1-Butil-3-metilimidazolio klampa

mazéja pagal Sia anijony seka: [I] > [PF¢] > [BF4] > [TfO] > [CF;CO,] >
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[THLhN] . Tokia priklausomybé néra tiesiogiai susijusi su anijony dydziu.
Greiciausiai tarp deguonies ar halogeno atomy (anijono molekuléje) ir vandenilio
(imidazolio katijono ziede) gali susidaryti vandenilinis rySys, salygojantis didesng
JS klampa [12, 13].

JS klampa priklauso nuo temperatiiros. Pavyzdziui, temperatiira padidinus
5 laipsniais (nuo 293 K iki 298 K), 1-butil-3-metilimidazolio heksafluorofosfato
klampa sumazéja 27 % [16]. Ne ka mazesne itaka JS klampai turi ir priemaisos
(vandens ar halogenidy). Pavyzdziui, 3 mol/kg CI" priedas apie 9 kartus padidina
1-butil-3-metilimidazolio tetrafluorborato klampa. PrieSingas efektas gaunamas
pridéjus vandens — 5 % vandens priedas 4 kartus sumazina klampa [12, 17].

Tankis. Daugelio zinomy imidazolio JS tankis yra didesnis uz vandens ir
svyruoja tarp 1 ir 1,6 g/cm’. JS tankis mazéja ilgéjant alkilo grandinei ir mazéjant
katijono simetriSkumo laipsniui. Nustatyta, kad JS tankis priklauso ir nuo anijono
molekulinés masés: kuo didesné anijono molekuliné masé tuo didesnis ta pati
imidazolio katijong turin¢io JS tankis. Anijony itaka tankiui galima iSdéstyti tokia
seka: CI' < [BF,] < [C,SO4] < [PFs] < [(CF3SO,),N] [13].

Tirpumas. Imidazolio JS pasizymi ne tik organiniams tirpikliams
budingomis vandenilino rySio, dipolio-dipolio ir Van der Valso, bet ir joninémis
(traukos ar atostimio) saveikomis. JS gebé¢jimas sudaryti vandenilini ry$i tarp
anijono deguonies ar halogenido ir vandenilio atomy imidazolio ziede didina Siy
junginiy tirpuma poliniuose tirpikliuose. Tuo tarpu alkilo grupé padidina ju
tirpuma ir nepoliniuose tirpikliuose. Pavyzdziui, padidinus I-alkil-3-metil-
imidazolio heksafluorofosfato alkilo grandinés ilgi nuo 1 iki 9 anglies atomu, jis
tampa visiSkai netirpiu vandenyje, taciau puikiai tirpsta nepoliniuose organiniuose
tirpikliuose. JS tirpumas priklauso ir nuo anijono prigimties: vietoje [PF¢] ivedus
[BF,]’, JS tirpumas vandenyje stipriai padidéja, prieSingas efektas gaunamas
vietoje [PF¢] ivedus [Tf,N] anijona [14].

Terminis stabilumas. Imidazolio JS terminis stabilumas didéja didé¢jant

linijinés alkilo grandinés ilgiui. Taciau prie azoto atomo prijungta antriné alkilo
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grup¢ destabilizuoja katijona ir sumazina junginio terminj stabiluma. Itin dideliu
terminiu stabilumu pasizymi kambario temperaturos JS, kuriy sudétyje yra silpnai
nukleofiliniy anijony — [BF,], [CF;CO;], [CF3SOs] ir pan. Tokie junginiai

stabiliis drégnoje aplinkoje ir ore [13].

1.2. Joniniy skysc¢iy taikymas

1.2.1. Joniniy skysciy taikymas chemijoje

Kaip minéta, didziausias JS privalumas — galimybé pasigaminti
reikiamomis savybémis pasizyminti jungini, keifiant jo katijono ir/ar anijono
strukttira. Todél nenuostabu, kad daugybé mokslininky grupiy uzsiima naujy JS
sinteze, ju savybiy tyrimu ir taikymu. JS placiai taikomi {vairiose chemijos srityse
- organingje sintezéje, elektrochemijoje, ekstrakcijoje, masiy spektrometrijoje,
chromatografijoje bei elektroforezéje [12, 13]. Trumpai aptarsime JS taikyma
paminétose srityse didesni démesi skirdami chromatografijai.

Organiné sintezé. YpaC placiai Sie junginiai pradéti naudoti tirpikliais
organiniy junginiy sintezéje ir/arba katalizatoriais vairiose reakcijose [1, 12].
Chiraliniai JS placiai naudojami enantioselektyviy junginiy sintezéje [18]. Ypac
svarbia vieta uzima ,,specialios paskirties* JS (angl. ,.task specific®) sintezé ir ju
taikymas [19]. Daugeliu atveju iprastus organinius tirpiklius pakeitus joniniais
skysCiais pageréja reakcijos efektyvumas, gaunamos geresnés iSeigos ir
atrankumas, sumazinamas sunaudojamu toksiSky medziaguy kiekis bei ju
patekimas { aplinka.

Elektrochemija. JS pasiZzymi visomis elektrolitams biidingomis savybémis
— dideliu elektriniu laidumu, placiu elektrocheminiu langu ir mazu lakumu [20].
Todél pirmiausia jie buvo naudojami ivairiuose elektrocheminiuose procesuose —
metaly nusodinime ir valyme, poliravime, oksiduojant/redukuojant ivairius

organinius ir neorganinius junginius [21]. Joniniai skys¢iai buvo panaudoti ir
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elektrocheminiy, optiniy jutikliy ir jutikliy, paremty kvarco kristalo
mikrogravimetrijos metodu, gamybai. Kambario temperatiiros JS taikomi kaip
nelakts elektrolitai dujuy jutikliy kiirimui. Panaudojus JS nebereikia naudoti
membrany, kurios iprastose sistemose biitinos méginio atskyrimui nuo elektrolito.
Jutikliai JS pagrindu yra termiskai atsparts ir gali biiti naudojami ekstremaliomis
salygomis [22].

Masiu spektrometrija. Pasizymintys mazu lakumu JS iSlieka skystame
biuvyje net ir vakuume, todél jie yra puiki matrica lazerinés desorbcijos ir
jonizacijos masiy spektrometrijoje (MALDI) [23]. Tokioje matricoje analités yra
homogeniskai pasiskirs€iusios ir jy iSgarinimo/jonizacijos metu yra iSvengiama
,karsty tasky®. Naujai susintetinti JS buvo panaudoti peptidy, baltymy, sacharidy,
sintetiniy polimery, mazos molekulinés masés organiniy junginiy tyrimui.
Pavyzdziui, imidazolio JS buvo susintetinti su riigStiniais anijonais gautais i$
sinapininés riigities. Sios matricos buvo pritaikytos peptidy, baltymy ir
polietilenglikolio tyrimams [23]. Lovejoy ir kt. [24] parode, kad tetraalkilfosfonio
joninis skystis kartu su iprastinémis matricomis gali biiti naudojamas kaip terpé
dazikliy mustatymui MALDI metodu. Naudojant joning matrica, paruosta i$
joniniy skys¢iy, buvo nustatytos DNR oligomery molekulinés masés [25].
Specifinés matricos JS pagrindu pasizymi didesniu stabilumu vakuume, geresniu
detektavimo jautriu ir geresniu rezultaty atsikartojamumu. Siose matricose
analizuojami junginiai gerai tirpsta, tolygiai pasiskirsto.

Kitame masiy spektrometrijoje naudojamame jonizacijos metode —
jonizacijoje elektriniu lauku — JS naudojami kaip jony pory reagentai mazos
molekulinés masés junginiams nustatyti. Nustatant anijonus méginyje su JS
priedu, jonizacijos metu susidaro teigiamo kriivio jony aduktai, kuriy
detektavimas Zymiai jautresnis [26]. Martinelango ir kt. [27] pirma karta
panaudojo dikatijoninius JS [ClO4] nustatymui MS metodu. Toliau seké ivairiy JS

panaudojimas nitrato, jodido, benzensulfonato ir kt. mazy anijony MS
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detektavimui [28]. Buvo tiriamos ir trikatijoniniy JS panaudojimo galimybés
anijony MS analizei [29, 30].

Ekstrakcija. Dviguba JS prigimtis lemia tai, kad ekstrakcija joniniais
skysCiais gali vykti dviem mechanizmais: pasiskirstymo ir jony mainy.
Hidrofobiniai JS yra tinkami ekstrahentai tiek mazy organiniy junginiy
(aromatiniy ir alifatiniy angliavandeniliy, rigs¢iy, fenoliy ir aminy), tiek ir dideliy
molekuliy (baltymy, DNR, hemoglobino, penicilino) ekstrakcijai i§ vandeniniy
meéginiy [26]. Ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo JS anijono ir katijono
prigimties: keiCiant anijong ir/arba katijono alkilo grandinés ilgi, galima pakeisti
JS tirpuma bei jo ekstrahuojancias savybes [31]. JS, kurie néra tirplis organiniose
tirpiklivose ir/ar vandenyje, gali buti panaudoti formuojant dvifazes ekstrakcijos
sistemas. Tokios sistemos buvo panaudotos organiniy aminy (anilino,
bromanilino), rigsciu (2-aminobenzenkarboksi ir 3,5-dinitrobenzenkarboksi
rugsties), benzeno ir jo dariniy ekstrakcijai i$ heptano [32]. Kai kurios $iy junginiy
kombinacijos  gali sudaryti  trifazg = ekstrakcing  sistema,  pvz.:
heptanas/vanduo/BMIM-PF¢ ir vanduo/BMIM-PF¢/chloroformas. Wang su
kolegomis pirmieji atliko dvigubos DNR spiralés ekstrakcija naudodami
BMIM-PFy sistema [33]. Buvo pastebéta, kad DNR ekstrakcijos efektyvumas
pager¢ja, ekstrahuojant joniniu skys¢iu su ilgesne katijono alkilo grandine.
Panaudojus jonini skysti DNR ekstrakcijai, iSvengiama DNR denatiiracijos, daznai
vykstancios ekstrahuojant jprastiniu fenolio/chloroformo metodu. Véliau JS buvo
panaudoti baltymy ekstrakcijai. Susintetinti specialios paskirties imidazolio JS su
inkorporuotomis tiokarbamido, tioeterio ar karbamido grupémis, galiniomis
kompleksuotis su metalo jonais, buvo panaudoti kadmio ir gyvsidabrio jonuy
ekstrakcijai 1§ vandeniniy tirpaly. Taciau ir tradicinis metodas, kai be JS { mégini
arba i joninj skysti (ekstrahenta) papildomai pridedama metala kompleksuojancio
ligando, s¢kmingai naudojami metaly jony ekstrakcijai i§ vandeniniy matricy [34].
Pavyzdziui, Dai ir bendraautoriai [35] nustaté, kad Sr** ekstrakcija i§ vandens

zymiai efektyvesné naudojant imidazolio jonini skysti su krauneterio priedu.
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Ypac sékminga JS taikymo sritis — mikroekstrakciniai metodai, tokie kaip
kietafazé  mikroekstrakcija, skysCiy-skys€iy  mikroekstrakcija, dispersiné
skystafazé mikroekstrakcija ir kt. [26].

Dujuy chromatografija (DCh). Puikus terminis stabilumas ir mazas
lakumas - dvi pagrindinés savybés, kuriomis turi pasiZzyméti stacionari fazé DCh.
Didzioji dalis tyrimy, skirty kambario temperatiros JS taikymui DCh metode,
atlikta Armstrong grupéje [36-42]. Mokslininkai kvarco kapiliaro sieneles
padengé BMIM-PF¢ ir BMIM-Cl joniniais skysciais, iStyré ju elgsena ir nustate,
kad dé¢l savo savybiuy (klampos ir gebéjimo drékinti) JS yra puiki stacionari fazé
[36]. JS modifikuota stacionari fazé pasizymi dvigubu veikimo mechanizmu:
veikia kaip mazo poliSkumo stacionari fazé nepoliniams junginiams atskirti, taciau
taip pat sulaiko ir junginius, kurie turi protony donorines grupes. RuoSiant
stacionaria faze chiraliniy junginiy atskyrimui, BMIM-Cl panaudotas kaip matrica
mono ir di-metilo-f-ciklodekstrinams tirpinti [37]. Taciau chiraliniy junginiy
atskyrimo efektyvumas buvo Zymiai prastesnis nei naudojant komercing
ciklodekstrino kolonélg, kadangi chiraliniy junginiy atpazinimo procesui trukdé
ciklodekstrino ertmé¢je isitvirtings BMIM katijonas. Tik véliau Armstrong su
bendraautoriais [38] pristaté pirma enantiomery atskyrimui skirta DCh kolonéle,
kurioje stacionaria faze panaudotas chiralinis kambario temperatiros JS. Si
kolonélé¢ buvo pritaikyta alkoholiy, dioliy, alkoksidy, sulfoksidy, epoksidy, ir
acetilinty aminy enantiomery atskyrimui. [domus faktas, kad pakeitus stacionarios
fazés pavirSiuje esancio joninio skyscio anijona, keiciasi ir fazes atrankumas.

Véliau Anderson ir Armstrong [39] susintetino du naujus aukstoje
temperatiiroje stabilius JS, 1-benzil-3-metilimidazolio trifluormetanosulfonaty ir
1-(4-metoksifenil)-3-metilimidazolio trifluormetilanosulfonata, pasizymincius
geresniu terminiu stabilumu (ju darbinés temperatiiros atitinkamai sieké 220 ir
250 °C). Ant tokiuy stacionariy faziy efektyviai atskiriami ivairiausiy anali¢iy
miSiniai — alkanai, alkoholiai, policikliniai aromatiniai angliavandeniliai,

izomeriniai sulfoksidai. Nuo 2005 m. stacionariomis fazémis pradéti naudoti
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polimeriniai JS, stabiliis ir 350 °C temperatiiroje [40, 41]. Butina paminéti, kad
Armstrong grupés darby pagrindu, Supleco (Bellefonte, PA) firma komercializavo
pirma imidazolio JS modifikuota stacionaria fazg dujy chromatografijai [42].

Kapiliariné elektroforezé (KE). Kapiliarinéje elektroforezéje joniniai
skys¢iai gali biiti naudojami elektrolitais, elektrolito priedais arba kapiliaro
sieneliy modifikatoriais (dinaminis ar kovalentinis padengimas) [43, 44].

KE metode atskyrimai atlieckami elektrolito tirpale. Kadangi JS pasizymi
geru elektriniu laidumu, jie gali biiti naudojami elektrolitais, taciau dél didelés
klampos, JS placiau taikomi tik kaip elektrolity priedai. JS tinkami organiniy
elektrolity priedais nevandeningje KE elektrolito laidumui pagerinti. Sia savybe
pasinaudojo Vaher ir kt. [45], vandenyje netirpiu dazikliy atskyrimui panaudoj¢
dialkilimidazolio JS priedus. JS turintys ilga alkilo granding buvo panaudoti vietoj
iprasty detergenty micelin¢je KE atskiriant chiralinius ir achiralinius junginius —
alkilo arilo ketonus, fenolius, chiralinius dinaftilo darinius [46].

Kapiliaro sieneliy dinaminis arba kovalentinis padengimas joniniu skys¢iu
pakeicia elektrosomosinio srauto krypti. KovalentiSkai 1-metil-3-etilimidazolio
katijonu padengtame kapiliare pavyko atskirti ir nustatyti K ir NH, jonus
7mogaus §lapime. Tokiu pat biidu paruostas kapiliaras buvo panaudotas ir Na’,
Li", Ca®", Mg®" ir Ba®" jonams raudoname vyne nustatyti [43]. Nustatyta, kad
kapiliaro pavirSiaus modifikavimas joniniais skysciais praplecia darbing pH sritj ir
pagerina rezultaty atsikartojamuma bei smailiy efektyvuma. Stalcup su kolegomis
[47] fenolio junginiy atskyrimui dinamiskai modifikavo kapiliara 1-alkil-3-
metilimidazolio katijonais. Jie nustaté, kad polifenoliai saveikauja tiek su
adsorbuotais kapiliaro pavirSiuje, tiek ir su esanciais elektrolite imidazolio
katijonais. Nuo to laiko literatiroje publikuota daug darby, kuriuose ivairiausi
junginiai atskiriami joniniais skysc¢iais dinamiSkai modifikuotuose kapiliaruose —
rugstiniai ir baziniai baltymai, bioaktyviis flavono dariniai, mazi neorganiniai ir

organiniai anijonai, DNR fragmentai ir kt. [44].
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Efektyvioji skys¢iu chromatografija (ESCh). Skys¢iy chromatografijoje
JS gali biiti panaudoti judrios fazés priedais bei stacionarios fazés modifikatoriais.

Pirmiausia buvo bandyta iprastus judrios fazés organinius tirpiklius pakeisti
maziau toksiSkais joniniais skysciais. Pirmame darbe Sia tema, Poole ir
bendraautoriai [48] iSbandé alkilamonio tiocianato joninius skyscius. Didziausia
problema — JS klampa, kuri yra visa eile, o imidazolio druskoms net keliomis
eilémis didesné¢ uz organiniy tirpikliy — acetonitrilo ir metanolio — klampa.
Waichigo ir kt. [49] atlikti tyrimai galutinai patvirtino, kad organiniy tirpikliy
judrioje fazéje pakeitimas joniniais skysciais yra problematiskas dél drastiskai
padidéjancio slégio prie§ kolonélg, sumazéjancio UV detektavimo jautrio ir
efektyvumo, bei dél joniniy skys¢iy sukeliamos prietaiso daliy korozijos. Be to, JS
yra brangesni uz organinius tirpiklius. Taigi, ivertinus visus faktorius galima
konstatuoti, kad judrios fazés organiniy tirpikliy pakeitimas joniniais skyscCiais
neperspektyvus.

Situacija 1§ esmés keiCiasi, kai JS naudojami mazais kiekiais
(1-60 mmol/L) judrios fazés priedais. Nedidelis JS kiekis judrioje fazgje tik labai
nezymiai pakeicia jos klampa. Tokiu atveju JS gali blokuoti likutines silanolines
grupes, modifikuoti stacionarios fazés pavirSiy ir/arba saveikauti su analizuojamu
junginiu, t.y. veikti kaip jony pory reagentas. JS katijony elektrostatiné saveika su
likutinémis silanolinémis grupémis ir tuo pat metu vykstanti ju alkilo grandinés
saveika su stacionarios fazés alkilo grupémis efektyviai blokuoja likutines
silanolines grupes. Taip pagerinamas baziniy junginiy atskyrimo efektyvumas
atvirksciy faziy efektyviojoje skysc¢iy chromatografijoje (AFCh) [50]. Pavyzdziui,
efedriny (norefedrino, pseudoefedrino, efedrino ir metilefedrino) atskyrimui C18
kolon¢l¢je AFCh metodu buvo panaudotas 1-alkil-3-metilimidazolio priedas
vandenin¢je judrioje fazéje [51]. Tokioje sistemoje vyrauja miSrus sulaikymo
mechanizmas apimantis jony pory, jony mainy ir hidrofobing saveikas. JS priedas
pagerino smailiy simetriSkuma ir sumazino sulaikymo trukmes, dél ko pageréjo

atskyrimo efektyvumas. Be to, JS pasizymi stipriomis protony akceptorinémis
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savybémis ir yra efektyvesni silanoliniy grupiu blokatoriai nei iprastai naudojami
AFCh metode ketvirtiniy amonio drusky priedai [52]. Padidinus JS koncentracija
judrioje fazéje, jo katijonai pradeda konkuruoti su analitémis dél silanoliniy
grupiy esanciy stacionarios fazés pavirSiuje ir tai sumazina anali¢iy sulaikymo
trukmes. Taciau Zenkliai padidinus JS kieki judrioje fazéje, JS katijonai jau
saveikauja ir su silanolinémis grupémis, ir su alkilo grupémis stacionarios fazés
pavirSiuje, taip padidindami angies ikrovimo laipsni kolonéléje, o tuo paciu ir
anali¢iy sulaikymo trukmes. Nepaisant kriavio, JS katijonai gali adsorbuotis C18
stacionarios fazés pavirSiuje. Adsorbuotas kiekis priklauso nuo katijono
hidrofobisSkumo, tiesiogiai susijusio su alkilo grandinés ilgiu. Nustatyta, kad
40 umol 1-etil-, 80 wmol 1-butil-, 200 wmol 1-heksil- ir 500 pmol 1-oktil-3-
metilimidazolio katijony adsorbavosi ant Kromasil C18 stacionarios fazés, kai {
30/70 % (v/v) ACN/H,O judria faze buvo pridedama 30 mmol/L atitinkamo
imidazolio heksafluorofosfato [53].

Kitas svarbus faktorius yra tai, kad joninis skystis AFCh judrioje fazgje
disocijuoja, todél ne tik jo katijonas, bet ir anijonas gali itakoti analités
chromatografini sulaikyma. Anijonai taip pat gali adsorbuotis ant hidrofobinés
stacionarios fazés pavirSiaus priklausomai nuo ju chaotropiSkumo pagal
Hofmeisterio anijony seka: [PF4]"> [SCN] > [ClO4] = [BF;] > [NO3] > I > Br >
Cl > F > [H,PO, > [SO,]* > citratas”™ [54]. Tadiau anijony adsorbcija
stacionarios fazés pavirSiuje itakoja ir JS katijono prigimtis. Pavyzdziui, nustatyta,
kad pridéjus i judria faze EMIM-PF¢, didzioji dalis [PFs]” adsorbavosi tiesiogiai
C18 stacionarios fazés pavirSiuje, tuo tarpu OMIM-PF; atveju, didzioji dalis [PF]
adsorbavosi déka elektrostatinés saveikos su pries tai adsorbuotu OMIM katijonu.
Priklausomai nuo i judria fazg pridedamo JS anijono ir katijono savybiy, anali¢iy
sulaikymo trukmés gali ir padidéti, ir sumazeti [53]. Pavyzdziu galéty biti JS
anijono ir/ar katijono itaka imipramino sulaikymui. Judrioje fazéje 0,01 mol/L

NaCl pakeitus 0,01 mol/L NaBF,, pablogéjo ipramino smailiy simetriSkumas,
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taCiau beveik dvigubai padidéjo sulaikymo trukmé. Toks efektas aiSkinamas ir
[BF,;]" anijono adsorbcija C18 stacionarios fazés pavirSiuje, ir jo saveika su
ipraminu judrioje fazéje. D¢l pirmojo faktoriaus padidé¢jo neigiamas kriivis
stacionarios fazés pavirSiuje ir sustipréjo ipramino katijony sulaikymas. Dél
antrojo faktoriaus sumazéjo imipramino poliSkumas, todél sustipréjo jo
hidrofobiné saveika su sorbento alkilo grupémis. JS katijono itaka ipramino
sulaikymui buvo tiriama NaCl pakeitus BMIM-CIl. Siuo atveju BMIM katijonas
adsorbuojasi stacionarios fazés pavirSiuje ir ji igyja teigiama kriuvi. Veikiant
kriivio-kriivio atostimio saveikoms, imipramino sulaikymo trukmé sumazgéjo apie
30 % bei pageréjo jo smailés efektyvumas. Galiausiai { judria fazg¢ buvo
pridedama 0,01 mol/L BMIM-BF,. Siuo atveju abu JS jonai gali adsorbuotis
stacionarios fazés pavirSiuje, taciau [BF,]” anijonas dar gali ir asocijuotis su
ipraminu judrioje faz¢je. Rezultatas — imipramino sulaikymo trukmé padidéjo, o
smailiy simetriSkumas pageré¢jo [55]. Kartu su imipraminu buvo analizuojamas
neutralus junginys — o-toluidinas. Sio junginio sorbcijai jtakos neturi nei kriviai
stacionarios fazés pavirSiuje, nei jony pory susidarymas judrioje fazgje, todél jo
atskyrimo parametrai i§liko nepakite.

Judrios fazés priedais JS buvo panaudoti septyniy B-inhibitoriy [56],
alkaloidy, aminy, augimo hormony, amino ir nukleortigs¢iy atskyrimui [43]. Gauti
rezultatai atskleidé JS pranaSuma — geresni efektyvuma ir smailiy simetriSkuma.

Apibendrinat biitina pazyméti, kad JS, kaip judrios fazés prieda, reikia
pasirinkti atsizvelgiant i analiCiy prigimti. Jei analizuojamas bazinis junginys yra
polinis ir silpnai sulaikomas, tokiu atveju rekomenduotina pasirinkti polini JS su
stipriai chaotropisku anijonu - MIM-PF¢, EMIM-PF¢ ar EMIM-ClO,. Atskiriant
hidrofobiSkesnes bazes tikslinga naudoti maziau polini jonini skysti su
kosmotropiniu anijonu - BMIM-Cl ar HMIM-CI. JS priedai pagerina smailiy
formas ir pagreitina atskyrima nedidinant organinio tirpiklio kiekio judrioje fazéje

[50, 56]. Taciau dél mazo lakumo jie néra suderinami su MS detektoriumi.
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JS stacionarios fazés modifikavimui ESCh metode pradéti naudoti po to,
kai buvo teigiamai ivertinta jy, kaip judrios fazés priedy, itaka atskyrimui.
Stacionarios fazes, modifikuotos JS, pasizymi ir hidrofobinémis, ir joninémis
savybémis bei galimybe atskirti tiek organinés kilmes, tiek ir neorganinés kilmes
junginius. Pirmiausiai JS buvo panaudoti silikagelio daleléms chemiskai
modifikuoti. Jiang su grupe [57] buvo pirmieji, pabandg atskirti efedrinag ant vinil-
heksilimidazolio tetrafluorboratu modifikuotos silikagelio stacionarios fazés.
Taciau gauti rezultatai nebuvo tokie geri lyginant su efedrino atskyrimu ant
komerciniy AF koloné¢liy. Véliau ta pati mokslininky grupé imidazolio joniniu
skys¢iu modifikuota stacionaria faz¢ sékmingai pritaiké anijony, aminy,
nukleotidy atskyrimui [58]. Kolon¢lé¢ pasizyméjo stipriomis anijony mainy ir
hidrofobinémis savybémis, taciau atskyrimo efektyvumas buvo blogesnis nei ant
iprastiniy jony mainy kolonéliy. Stalcup ir bendraautoriai [59] ant silikagelio
pavirSiaus kovalentiskai prijungé n-butilimidazoli. Si kolonélé pasizyméjo
komercinei fenilsilikagelio stacionariai fazei biidingomis savybémis, todél buvo
panaudota neutraliy aromatiniy junginiy atskyrimui. Wang su kolegomis [60]
PMIM-Br ir BMIM-Br modifikuotas stacionarias fazes panaudojo ivairiy
organiniy junginiy atskyrimui. Pagrindinis stacionariy faziy su pavirSiuje
imobilizuotais JS privalumas — geras atskyrimo efektyvumas pasiekiamas net ir
naudojant vandening judria faz¢ be arba su labai mazu (1 %) organinio tirpiklio

priedu.

1.2.2. Pramoninis joniniy skysciy taikymas

Iki Siol pagrindinis démesys buvo skiriamas naujy JS sintezei, jy savybiy
tyrimui ir jy taikymui moksliniy tyrimy laboratorijy lygmenyje. Taciau jau yra ir
keletas joniniy skys¢iy taikymo pramongje atvejy ir, neabejotinai, ateityje tokiy
atveju tik daugés. Plechkova ir Seddon [61] publikavo labai detalig JS taikymo

pramonéje apzvalga. Intensyviausiai Sioje srityje dirba BASF kompanija. Jie
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pirmieji panaudojo 1-metilimidazoli kaip rugstis suriSanti agenta BASIL (angl.
Biphasic Acid Scavenging utilizing Ionic Liquids) procese [62]. Tokia
technologija placiai taikoma {vairiuose procesuose, kuriuose biitina suristi ragsti.
Idomu tai, kad tgsiant proceso pritaikyma buvo sukurti naujos kartos, labai mazi ir
labai efektyviis gary reaktoriai. BASF kompanija panaudojo JS katalizatoriais
pramoninéje organinéje sintez¢je. loLiTec kompanija kartu su Wandres
MicroCleaning pritaiké JS jautriy pavirSiy valymui. Uzpurkstas ant besisukanciy
Sepeciy joninis skystis veikia kaip antistatinis agentas. JS panaudojimas zenkliai
pagerino proceso efektyvuma. Linde kompanija JS pagrindu pagamino didelio
efektyvumo dujy kompresoriy [61].

Hidrofobiskumas, elektrocheminis patvarumas, elektrinis laidumas ir
plastiSkumas leidzia JS panaudoti elektrochemijos pramon¢je. Pastaraisiais metais
intensyviai tiriamas JS pritaikymas baterijy, akumuliatoriy, energijos Saltiniy,
kuro elementy ir fotoelektriniy prietaisy gamyboje. Baterijos JS pagrindu
iSsprendzia kai kurias analogiSky maitinimo elementy ankstesniy versiju
problemas [63]. Iprastinése baterijose naudojamas vandeninis elektrolitas greitai
iSgaruoja. Tuo tarpu JS pasizymi nedideliu lakumu, yra skystos biisenos kambario
temperatiiroje, klampesni uz vandeni ir puikiai praleidzia elektros srovg. Vandens
pakeitimas joniniais skys¢iais paSalina ir kita problema - kristaliniy dendrity
formavimasi ant elektrody pakrovimo metu, kurie sumazina darbiniy cikly skaiciy
ir maitinimo Saltinio eksploatavimo trukmg. Panaudojus JS tikimasi i§gauti didelio
efektyvumo akumuliatorius. JS taip pat jau taikomi kaip elektrochemiskai aktyviis
redokso poros junginiai saulés elementy gamybai [64].

Kaip jau buvo ne karta minéta, JS gali buti lengvai modifikuojami jvedant
papildomas funkcines grupes, keifiant anijona ar katijona. Tokie, specifiniam
tikslui (angl. task specific) susintetinti joniniai skysciai rado savo nisa farmacijoje
[65]. Iterpus aktyvia medziaga i JS anijono ir/ar katijono struktiira, galima gauti

vaista, pasizymint] daugiafunkciniu veikimu. Pvz. joninis skystis, pagamintas

24



didecildimetilamonio bromido ir natrio ibuprofeno (didecildimetilamonio
ibuprofenas) pasizymi ir antibakterinémis, ir uzdegima slopinanc¢iomis savybémis.

Dideli kieki azoto turintys JS tinka sprogstamyjy medziagy gamybai.
Pagrindiniai produktai susidar¢ terminés reakcijos metu yra azotas, anglies
dioksidas ir vanduo, todél JS pagrindu sukurtos medziagos gali biiti priskirtos
“zaliajai chemijai [66].

Apzvelgus JS taikymo tendencijas yra tikétina, kad ateityje jie pakeis daugeli
pramongje placiai naudojamy, taciau toksiSky organiniy tirpikliy. JS yra lengvai
perdirbami, termiSkai ir chemiskai stabiliis. JS pasizymi mazu lakumu, tod¢l jais
pakeitus organinius tirpiklius biity iSvengiama oro tarSos. Kurj laika JS buvo
priskiriami visiSkai nekenksmingoms medziagoms, taciau neseniai atlikus tyrimus
paaiskeéjo, kad kai kurie i§ juy gali buti toksiSkesni uz iprastinius tirpiklius.
Pavyzdziui, vykstant hidrolizés procesui heksafluorfosfatas iSlaisvina fluorido
anijonus. Todé¢l joniniy skys¢iy su [PF¢]” ir [BF;]" anijonais panaudojimas
pramon¢je turéty buti ribojamas. Remiantis atlikty tyrimuy rezultatais [67],
imidazolio JS toksiSkumas didé¢ja ilgé¢jant alkilo grandinei, o anijonai Siuose
junginiuose pasirodé esantys maziau toksiski. Biitina atsizvelgti i galima vandens
tarSa vandenyje tirpiais joniniais skysCiais. Nustatyta, kad 1-butil-3-
metilimidazolio druskos (placiai naudojamos katalizei) yra pakankamai stabilios ir
pasizymi zemu skilimo laipsniu biologiniuose procesuose. Sie junginiai i§ valymo

sistemy galéty pasiekti atvirus vandens telkinius ir tapti nuolatiniais terSalais.

1.3. Imidazolio katijony atskyrimas skys€iu chromatografijos metodais

Milziniskas susidoméjimas joniniais  skysCiais, intensyvéjantis juy
komercializavimas bei taikymas reikalauja ir efektyviy ju savybiy tyrimo,
grynumo bei kiekybinio nustatymo metody. Kadangi skirtingi JS pasizymi
panaSiomis savybémis bei yra nelakiis, ju nustatymui tinkamiausi skysciy

chromatografiniai metodai. Toliau apZzvelgsime darbus, kuriuose tiriamos
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imidazoliy  katijony atskyrimo galimybés taikant skirtingus skysciy
chromatografijos metodus.

Skysciy chromatografijoje analités pasiskirstyma tarp judrios ir stacionarios
faziy lemia tarpusavio saveikos. Imidazolio katijonai pasizymi labai
ivairiapusiSkomis savybémis (skirtingomis funkcinémis grupémis, konjuguota ©
elektrony sistema, kruviu), todél ju atskyrimui gali biiti taikomi ivairts skysciy
chromatografijos variantai. Imidazolio katijono funkcinés grupés gali dalyvauti
tokiose saveikose kaip m-m, hidrofobine, jony mainy ir kt. Be to, H2 vandenilio
atomas imidazolio Ziede pasizymi stipriomis rigstinémis savybémis, todel visas
katijonas gali dalyvauti sudarant vandenilinius rySius [68]. Iki Siol imidazolio
katijony atskyrimui buvo taikyti keturi skys€iy chromatografijos metodai —
atvirks¢iy faziy skys¢iy chromatografija (AFCh), jony mainy chromatografija,
jony pory chromatografija (JPCh) bei hidrofilinés saveikos chromatografija
(HILIC).

Atvirksc¢iy faziy skys€iy chromatografija. Pirmame publikuotame darbe
[69] buvo optimizuotos vienuolikos 1-alkil- ir 1-arilimidazolio joniniy skysciy
katijony atskyrimo salygos naudojant skirtingas AF stacionarias fazes (C18 ir C8
LiChrospher Select ir C8 MetaSil Basic). Geriausi imidazolio katijony atskyrimo
parametrai gauti naudojant C8 kolon¢lg su didesniu anglies ikrovimo laipsniu.
Optimizuojant atskyrima buvo kei¢iama judrios fazés sudétis. Metanoli pakeitus
acetonitrilu, padidéjo jautris ir skiriamoji geba, o amonio acetato buferio priedas
pagerino rezultaty atsikartojamuma ir smailiy simetriSkumo laipsni. Vis tik, AFCh
salygose polinés analités yra silpnai sulaikomos, o hidrofobiskesni imidazolio
junginiai sulaikomi labai stipriai. Pakankamas visy imidazolio katijony atskyrimas
pasiektas tik panaudojus gradienting eliucija, nors Siose salygose ir pablogéjo
silpnai sulaikomy anali€iy atskyrimas.

Skirtingos stacionarios fazés su prijungtais C4, C8, C18, fenilo, arilo,

alkilamido, cholesterolio ir miSriais (cianopropilo, aminopropilo, fenilo, C8 ir
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C18) ligandais buvo tiriamos siekiant nustatyti imidazolio katijony ir stacionarios
fazés saveikos mechanizma. Bendru atveju, imidazolio katijony sulaikymas
stiprejo, stipréjant stacionarios fazés hidrofobinéms savybéms. Taciau ant arilu
modifikuotos stacionarios fazés buvo gautas stipresnis imidazoliy sulaikymas,
kuri salygojo papildoma nt—r tipo saveika tarp imidazolio katijony ir arilo ligando.
D¢l elektrostatinés stimos tarp JS katijony ir protonizuoty ligandy, silpniausiai
imidazoliai sulaikomi ant protonizuotis linkusiy cholesterolio ir miSrios
stacionariy faziy. Neutralios (pH 7) judrios fazés salygojo geresni analiCiy
sulaikyma, bet blogesni efektyvuma dé¢l papildomos imidazolio katijony saveikos
su deprotonizuotomis likutinémis silanolinémis grupémis. Panaudojus gradienting
eliucija kolon¢l¢je su C18 stacionaria faze penki imidazolio ir vienas piridinio
katijonas buvo atskirti per 13 min, taciau smailiy efektyvumas ir simetriSkumas
nebuvo geri [70]. Apibendrinus tyrimy rezultatus buvo padaryta iSvada, kad
imidazolio katijjony sulaikymo mechanizmas AFCh salygose susideda i§
hidrofobinés, joninés bei m—m (aromatiniam ligandui) saveiky.

n—7 saveikos svarba imidazolio katijony atskyrimui ivertino Stepnowski su
bendraautoriais [71]. Jie nustaté, kad fenilo funkcines grupes turincios
stacionarios fazés pagerina labiau poliniy katijony sulaikyma ir atskyrima.
Stipresné m—m saveika pasireiské tarp stacionarios fazés ir trumpesng alkilo
granding turinCiy imidazoliy. Tuo tarpu labiau hidrofobiniy analic¢iy atveju
dominuoja hidrofobiné saveika, o m—m saveika, greiCiausiai dél nepatogaus
erdvinio i$sidéstymo, yra silpnesné. n—m saveikos stiprumui ivertinti, tyrimo metu
buvo analizuojami ir arilo grupes turintys JS katijonai, taciau zymiy sulaikymo
pokyCiu nenustatyta. Tai rodo, kad atskyrimo metu dominuoja tik vieno
aromatinio ziedo saveika su sorbento funkcinémis grupémis, tuo tarpu antrojo -
labai silpna. Siy saveiky stiprumui jtakos turi ir judrioje fazéje esanéio organinio
tirpiklio prigimtis (acetonitrilas ar metanolis). PrieSingai nei metanolis,

acetonitrilas turi didelj elektronuy tanki ir slopina m—m saveika tarp analités ir
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stacionarios fazés. Tai reiSkia, kad judrios fazés modifikatoriumi naudojant
acetonitrila, atskyrimo metu dominuos hidrobobiné saveika.

Visi auk$€iau paminéti tyrimai buvo atlikti naudojant judrias fazes su
buferinio tirpalo priedu. JS atskyrimo tyrimus tik acetonitrilo/vandens judrioje
fazéje atliko Berthod grupé [72]. Vienuolikos skirtingy 1-alkil-3-metil imidazolio
katijony atskyrimui naudota Kromasil C18 kolon¢le. Nustatyta, kad naudojant
judria fazg¢ be priedy galima atskirti imidazolio katijonus, turinius skirtingus
anijonus. | judria faze pridéjus druskos, atsiranda papildomos saveikos, t.y.
pasikeicia smailiy ir adsorbcijos izotermés forma. Naudojant acetonitrilo/vandens
judria faze visiems tirtiems joniniams skys¢iams gautos igaubtos adsorbcijos
izotermés ir iStgstas smailiy frontas. PrieSingas efektas buvo nustatytas i judria
faze pridéjus 0,01 mol/L NaCl. Siuo atveju gaunamos iSgaubtos adsorbcijos
izotermés ir smailés su ,,uodegomis®. [ judrig fazg pridéjus acetatinio, fosfatinio
buferinio tirpalo arba bet kurios kitos druskos (pvz., NaCl arba NaBF,) atskiriami
tik skirtinga alkilo grupe¢ turintys imidazolio katijonai. Imidazoliy sulaikymas
stipréja, didéjant neorganiniy anijony giminiSkumui nepolinei stacionariai fazei.
Sis reigkinys vadinamas chaotropiskumu (chaotropiné anijony eilé: CI” ~ [H,PO,]
< [BF4] ~ [ClO4] < [PFg]). Drusky, turin€iy chaotropinius anijonus, priedai
judrioje fazéje sumazina JS anijony itaka ir pagerina mazos molekulinés masés
poliniy anali¢iy atskyrima [73]. Galiausiai nustatyta, kad kiekybinei analizei yra
geriau naudoti judria faz¢ su 0,01 mol/L NaCl priedu. Taip gaunamos apie 20
karty mazesnés aptikimo ribos ir geresnis rezultaty atsikartojamumas.

Visus anksc¢iau atlikty tyrimy rezultatus apibendrina kompleksinis judrios ir
stacionarios fazés itakos imidazolio katijony atskyrimui AFCh metodu tyrimas
[74]. Kaip jau minéta, imidazolio katijony sulaikyma lemia ju saveika su judria ir
stacionaria fazémis. Panaudojant kolonéles su skirtingomis stacionariomis fazémis
ir keic¢iant judrios fazés pH, buvo nustatyta, kad imidazolio katijony sulaikyme

dominuoja miSrus mechanizmas apimantis hidrofobing, m—m ir joning saveikas.
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Pastaroji gali buti nulemta keliy veiksniy: jony pory susidarymo, jony mainy ar
elektrostatinés saveikos su likutinémis silanolinémis grupémis.

Jonu mainy ir jonuy poruy chromatografija. Gao ir Yu [75]
alkilimidazolio  katijony  atskyrimui  pirmieji  panaudojo  jonu pory
chromatografijos metoda. Tyrimo metu naudota monolitiné C18 kolon¢lé ir
ACN/citriny rugsties/natrio  1-heptansulfonato judri faze. Nustatyta, kad
imidazolio katijony sulaikymo mechanizmas paremtas klasikiniu jony pory
saveikos principu, t.y. padidinus natrio 1-heptansulfonato koncentracija judrioje
fazéje, imidazolio katijonu sulaikymas stipréja. Tokioje sistemoje sulaikymas
vyksta dviem mechanizmais. Anijoninis jony pory reagentas su imidazolio
katijonais judrioje fazé¢je sudaro neutralias jony poras, kurios sulaikomos vykstant
hidrofobinei saveikai su nepoline stacionaria faze. Be to, jonu pory reagentas
adsorbuojasi ant stacionarios fazés sukurdamas dinamiskas katijony mainy vietas.
Siuo atveju sulaikymas vyksta katijonams saveikaujant su adsorbuotu priejoniu.
Taip pat nustatyta, kad didinant acetonitrilo koncentracija judrioje fazéje
imidazolio katijony sulaikymas silpnéja bei geréja smailiy simetriskumas. Sis
efektas aiskinamas padidéjanciu judrios fazés hidrofobiskumu ir stipresne
acetonitrilo absorbcija stacionarios fazés pavirSiuje, sumazinanc¢ia hidrofobing
saveika tarp neutralios jonuy poros ir stacionarios fazés. Imidazolio katijony
sulaikymo trukméms judrios fazés pH (intervale 3,5-5) zymios jtakos netur¢jo.
Optimizuotomis salygomis (judri faz¢ 10 % ACN/1,0 mmol/L natrio 1-
heptansulfonato, pH 4) keturi imidazolio katijonai buvo atskirti per 13 min.

Stepnowski ir Mrozik [76] JS atskyrimui pritaiké jony mainy
chromatografijos metoda. AStuoni skirtingo polisSkumo alkilimidazolio katijonai
buvo atskiriami ant stipraus katijonito stacionarios fazés. Tyrimo metu pastebéta,
kad, priklausomai nuo judrios fazés sudéties, analiiy sulaikyma gali lemti
katijony mainy, nespecifinés hidrofobinés saveikos ar adsorbcijos procesai. Esant
mazam organinio tirpiklio (20 % ACN) kiekiui judrioje fazéje analités sulaikomos

tipiniu atvirk§ciy faziy mechanizmu. Tuo tarpu padidinus ACN kiekj iki 50-60 %,
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dominuoja jony mainy saveikos mechanizmas. Tokioje sistemoje susilpnéja
imidazolio katijony sulaikymas ir pasikei¢ia ju sulaikymo eiliSkumas, taciau
atrankumas lieka nepakitgs. Imidazolio katijony sulaikymo trukmés sumazéja
pridéjus i judria faze buferinio tirpalo (K,HPO,), kurio katijonai konkuruoja su
imidazolio katijonais dél sorbento paviriuje esanciy sulfo funkciniy grupiu. Sio
metodo privalumas lyginant su tradiciniu AFCh metodu - galimybé atskirti ir
hidrofilinius imidazolio katijonus.

IdentiSkas imidazolio ir piridinio katijony atskyrimo mechanizmas
nustatytas ir naudojant vidutinio stiprumo katijony mainy sorbentg su krauneterio,
karboksilato ir fosfato funkcinémis grupémis ir konduktometrinj detektavima [77].
Optimizuotose salygose su 30 % ACN ir 2,5 mmol/L metansulfoninés rtgsties
(MSA) judria faze vienuolikos imidazolio ir piridinio katijony atskyrimo trukmé
sieké net 80 min. Padidinus MSA koncentracija judrioje faze¢je iki 5 mmol/L,
analizés trukmé sumazéjo iki 60 min, taciau ir Siuo atveju nei efektyvumas, nei
atskyrimo atrankumas, nei atskyrimo trukmé nebuvo pakankami analizei.

Jony mainy metodo su konduktometriniu detektavimu sistema imidazolio
katijony ir anijony atskyrimui tyrinéta Markowska ir Stepnowski darbe [78].
Siame darbe optimizuotos imidazolio katijony ir anijony atskyrimo salygos
nuosekliai sujungus dvi, anijony mainy ir katijony mainy, koloné¢les. Naudojant 5
mmol/L kalio hidroftalato, 15 mmol/L ftalio riigSties ir 45 % ACN (pH 3,5) judria
faz¢ pavyko atskirti BMIM, HMIM, OMIM, NMIM, DMIM katijonus ir CI’, Br,
THN, BE,, PFg anijonus. Ivertintas §io metodo tinkamumas rutininéms analizéms
atlikti.

Yu ir bendraautoriy darbe [79] buvo optimizuota judrios fazés sudétis penkiy
tos pacios homologinés eilés imidazolio katijony atskyrimui. Tgsdami tyrimus
autoriai jvertino skirtingy katijonity itaka imidazolio katijony atskyrimui.
Nustatyta, kad naudojant silpno katijonito sorbentus yra daugiau galimybiy

atskyrimo salygu optimizavimui nei ant stipraus katijonito sorbenty [80].
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Hidrofilinés saveikos chromatografija. Kaip alternatyva imidazolio
katijony atskyrimui jonuy pory, jony mainy ir atvirk§¢iy faziy skysCiy
chromatografijos metodais, Le Rouzo su bendraautoriais [81] pasirinko
hidrofilinés saveikos chromatografijos metoda (HILIC). Siekdami ivertinti
imidazolio katijony sulaikyma ant diolio stacionarios fazés, autoriai tyré organinio
tirpiklio (ACN) koncentracijos ir judrios fazés priedy itaka. Buvo nustatyta, kad
esant ACN koncentracijai judrioje faz¢je nuo 60 iki 95 %, imidazolio katijony
sulaikymas stipréja ju hidrofiliSkumo stipréjimo tvarka. Tai aiSkinama tuo, kad
analités atskiriamos vykstant pasiskirstymui tarp labai polinio vandens sluoksnio
sorbento pavir§iuje ir maziau polinés judrios fazés. Pagrindinés saveikos —
vandenilinio rySio susidarymas ir dipolio-dipolio saveika. Sumazinus ACN
koncentracija, sumazéja skiriamoji geba ir efektyvumas. Kitas svarbus faktorius
analizuojant polinius joninius junginius HILIC metodu yra judrios fazés priedai,
susilpninantys nepageidaujamas elektrostatines saveikas. IStyrus amonio acetato
koncentracija judrioje fazéje intervale nuo 5 iki 20 mmol/L, nustatyta, kad
didéjant druskos koncentracijai, imidazolio katijony sulaikymas silpnéja. Sis
efektas buvo aiSkinamas stipréjanciu neutraliy, todél geriau tirpstanciy judrioje
fazeje, jony pory tarp imidazolio katijony ir acetato anijony susidarymu. Keista,
kad autoriai visiskai nevertino galimos jony mainy saveikos jtakos imidazoliy
sulaikymui. Geriausias atskyrimas pasiektas izokratiniame rezime naudojant
ACN/H,0 90/10 (v/v) su 10 mmol/L amonio acetato priedu judria faze¢. Galiausiai
autoriai palygino penkiy imidazolio katijony atskyrima HILIC ir JPCh metodais
(1.3 pav.). Nors HILIC metodu imidazolio katijonai buvo atskirti truputi grei¢iau
(HILIC — 50 min, JPCh — 60 min), taciau ir Siuo atveju nei efektyvumas, nei

atskyrimo trukmeé nebuvo pakankami praktinei analizei.
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1.3 pav. Imidazolio katijony atskyrimo JPCh (A) ir HILIC (B) metodais
palyginimas. 1 — 1-etil-3-metilimidazolis; 2 — 1-butil-3-metilimidazolis; 3 — 1-
butil-2-metil-3-metilimidazolis; 4 — 1-heksil-3-metilimidazolis; 5 — 1-oktil-3-
metilimidazolis [81].

Naujausiame $ios grupés darbe [82] imidazoliy katijony atskyrimui HILIC
metodu panaudotos tradicinés (amido, aminopropilo, cianopropilo, karbamato ir
diolio) ir miSrios saveikos (hidrofobiniai ar hidrofiliniai ligandai su prijungtomis
katijonitinémis ar anijonitinémis grupémis) stacionarios fazés. Visose minétose
kolon¢lese imidazolio katijony sulaikymas stipréjo stipréjant ju hidrofiliSkumui.
Palyginus tradicinius sorbentus nustatyta, kad geriausiai imidazolio katijonai
atskiriami diolio kolon¢l¢je. Tai paaiSkinama puikiu diolio geb¢jimu sudaryti
plona vandens sluoksni savo pavirSiuje. Kadangi imidazoliai turi kriivi, ju
atskyrimui HILIC metodu buvo iSbandyti ir misrios saveikos sorbentai. Kaip ir
tikétasi, dél elektrostatinés stimos ant sorbento su anijonitinémis grupémis
imidazolio katijonai buvo nesulaikomi. Tuo tarpu ant sorbento su prijungtu oktilo
ligandu ir katijonitinémis funkcinémis grupémis visi penki tirti imidazolio

katijonai buvo atskirti per 20 min.
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Apibendrinus literatiiroje publikuotus duomenis matome, kad iki Siol
nepavyko pasitlyti tinkamo metodo imidazolio ir kity joniniy skysciy katijony
atskyrimui. Aprasytos chromatografinés sistemos nepasizymi nei greiciu, nei
efektyvumu, nei atskyrimo atrankumu. Stebina tai, kad didzioji dalis darby yra
skirta imidazolio katijony atskyrimui bitent atvirks¢iy faziy ir jony mainy
chromatografijos metodais, kurie yra ilgi ir neefektyvis. Tuo tarpu paskutini
deSimtmet] ypac iSpopuliaréjgs ir labai perspektyviu polinéms/katijoninéms
analitéms atskirti laikytas HILIC metodas Siam tikslui rim¢iau apskritai nebuvo

tyrinétas.

1.4. Hidrofilinés saveikos chromatografija

HILIC metode atskyrimas atlickamas ant poliniy normaliy faziy
chromatografijos sorbenty naudojant polines atvirk$¢iy faziy chromatografijos
judrias fazes. 1990 metais §i normaliy/atvirksciuy faziy chromatografijos hibrida
Alpert pavadino hidrofilinés saveikos chromatografija [83]. Jau tada Alpert buvo
labai optimistiSkas ir prognozavo, kad HILIC taps vienu i§ pagrindiniy skysc¢iuy
chromatografijos metodu, tokiu kaip AFCh ar jony mainy chromatografija. Dabar
jau drasiai galima teigti, kad metodo pradininko prognozé pasitvirtino. HILIC
metoda pradéjus naudoti angliavandeniy, amino riig§¢iy ir peptidy atskyrimui
[84], véliau, atskleidus metodo privalumus, jis sékmingai pritaikytas vaisty ir ju
metabolity, alkaloidy, toksiny, jvairiausiy biologiniy junginiy ir kity joniniy ir

neutraliy poliniy junginiy analizei [85].

1.4.1. HILIC savybés bei atskyrimo mechanizmas

HILIC metode atskyrimas atlickamas ant poliniy, iprastai normaliy faziy
chromatografijoje naudojamu sorbenty, dazniausiai ant silikagelio, refiau ant

polinémis funkcinémis grupémis (pvz., amino, amido, ciano, diolio ir pan.)

33



modifikuoto silikagelio. Tuo tarpu judrios fazés sudétis atitinka atvirks¢iy faziy
chromatografijoje naudojamas judrias fazes: didesng jos dali (>60 %) sudaro
polinis organinis tirpiklis (daZniausiai acetonitrilas), o likusioji dalis — vanduo.
Polinio sorbento pavirSiuje vandeniliniy rySiy pagalba susiformuoja vandens
multisluoksnis (maziausiai i§ dvieju sluoksniy), atliekantis taip vadinamos skystos
nejudrios fazés vaidmeni. Atskyrimo metu analités pasiskirsto tarp labai polinio
gryno vandens sluoksnio sorbento pavirSiuje ir maziau polinés judrios fazés
sudarytos i§ vandens/ACN miSinio. Kuo geriau analité tirpsta vandenyje, t.y. kuo
ji poliskesné, tuo stipriau ji yra sulaikoma. Scott ir Traiman [86] padaré prielaida,
kad dél stacionarios fazés pavirSiuje suformuoto vandens sluoksnio negali biiti
tiesioginés saveikos tarp analizuojamo junginio ir stacionarios fazés. Vis tik,
reikia atkrepti démesi i tai, kad vandens sluoksnis formuojasi ne ant inertiSko
stacionarios fazés pavirSiaus. Polinés funkcinés grupés (pvz., silanolinés, amido,
amino ir kt.) néra pilnai uzblokuojamos vandens sluoksnio, todeél gali vykti ir
tiesioginé analités saveika su stacionaria faze. Polinés mazos molekulinés masés
analités gali lengvai prasiskverbti per vandens sluoksnj ir tiesiogiai saveikauti su
stacionarios fazés pavirSiuje esan¢iomis funkcinémis grupémis. McCalley ir Neue
atlikti tyrimai [87] rodo, kad esant dideliam ACN kiekiui judrioje fazgje
susiformuoja labai plonas vandens sluoksnis stacionarios fazés pavirSiuje, o
didinant vandens kieki judrioje faz¢je Sis sluoksnis stor¢ja. Tai reiskia, kad esant
mazam vandens kiekiui judrioje faz¢je yra galima tiesioginé analités ir
stacionarios fazés saveika. Taciau reikia pazymeéti, kad yra darby, kuriuose
teigiama prieSingai: hidrofilin¢ saveika stipréja mazinant vandens kieki judrioje
fazéje ir kitos saveikos (pvz., elektrostatinés) tampa maziau reikSmingos [88].
Alpert dar savo pirmajame straipsnyje [83], priskirdamas HILIC metodui
pasiskirstymo mechanizma, pasteb¢jo, kad anali¢iy sulaikyma HILIC rezime gali
itakoti ir kitos saveikos. Tokiomis saveikomis jis ivardino vandenilinio rySio
susidaryma ir dipolio-dipolio saveika. Véliau daugelis autoriyu rémeési Alpert

padaryta prielaida ir, neatlikdami detalesniy sulaikymo mechanizmo tyrimuy,
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sulaikymo mechanizma priskirdavo grynam pasiskirstymui. Hermstrong ir Irgum
2006 metais iSleistoje apzvalgoje [89] pateikia detalia publikuoty duomeny
studija. Jie atliko pakartotini kity autoriy publikuoty duomeny vertinima ir
sulaikymo mechanizmui HILIC metode iSaiSkinti pritaiké pasiskirstymo (idealiu
atveju atitinka AFCh sulaikymo mechanizma) ir adsorbcijos modelius (normaliy
faziy chromatografijos sulaikymo mechanizma). Gauti rezultatai parodé, kad
HILIC rezime (sorbentas — aminopropilsilikagelis) vykstantj sulaikyma sunku
apraSyti vienu modeliu. Pvz., 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandioliui gautos
sulaikymo faktoriaus priklausomybés nuo vandens kiekio judrioje fazéje log k —
oo (R?=0,968) ir log k — log ¢ino (R*=0,958), 0 2-amino-2-etil-1,3-propandioliui
- log k — gmo (R*=0,912) ir log k — log ¢mo (R*=0,992). Pirmojo junginio
sulaikymas geriau apraSomas pasiskirstymo mechanizmu, tuo tarpu antrajam —
geriau tinka adsorbcijos modelis. Taciau grieztai teigti, kad vienu ar kitu atveju
tiriamy junginiy sulaikyma lemia tik adsorbcija ar tik pasiskirstymas, negalima.
Jei du, savo sandara tokie panaSiis junginiai identiSkomis salygomis sulaikomi
skirtingu mechanizmu, sunku nubrézti riba, skiriancia sulaikyma pasiskirstymo ir
adsorbcijos mechanizmais. Taip pat reikia pazymeti, kad tyrimas buvo atliktas
naudojant H,O/ACN judria fazg be buferio priedy, t.y. neslopinant elektrostatiniy
saveiky. Tokiomis salygomis galéjo pasireiksti atostiimio jégos tarp analités
amino grupés ir amino grupiy stacionarios fazés pavirSiuje.

Remiantis darbe [90] pateiktais rezultatais, trijy tetracikliny sulaikymui ant
aminopropilsilikagelio, vandens koncentracijy judrioje faz¢je intervale nuo 10 iki
30 % gautos tiesinés log k — ¢@upo priklausomybés, o vandens koncentracijy
intervale 15-50 % nustatytas log & — log ¢uo priklausomybiy tiesiSkumas.
Sulaikyma salygojan¢io mechanizmo aiSkinimas yra apsunkinamas ir dél
elektrostatinio  atostimio  jégy,  veikian¢iy  tarp  tetraciklino  ir
aminopropilsilikagelio: abu komponentai tirtose salygose turi teigiama kriivi
(judrios fazés pH 3,5 ir 5,0). Paminéti pavyzdziai rodo, kad, greiCiausiai, anali¢iy

sulaikymas HILIC salygomis vyksta misriu mechanizmu, o kuris i§ ju bus
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dominuojantis priklauso nuo analités ir stacionarios fazés prigimties bei nuo
judrios fazés sudéties. Be to, kai kuriais atvejais HILIC sulaikymo mechanizmas
néra pastovus ir gali kisti, keiciantis eksperimento salygoms. Netgi esant tai paciai
stacionariai fazei ir keiCiant tik tirpikliy santyki judrioje faz¢je, analités sulaikymo
mechanizmas gali pasikeisti i$ hidrofobinés saveikos i hidrofiling. Vienas iS tokios
elgsenos pavyzdziy pateikiamas Dong ir Huang darbe [91], kuriame buvo tirta
epirubicino analogy sulaikymo ant silikagelio stacionarios fazés priklausomybeé
nuo ACN koncentracijos judrioje fazéje. Kai vandens kiekis judrioje fazéje yra
mazesnis nei ~40 %, anali¢iy sulaikymo trukmes ilgéja anali¢iy hidrofiliSkumo
stipréjimo tvarka. Siose salygose vanduo yra stipresnis judrios fazés tirpiklis ir jo
koncentracijos didinimas judrioje faz¢je sumazina anali¢iy sulaikymo trukmes.
Taciau kai vandens kiekis judrioje fazéje virSija ~60 %, poliniy analiciy
sulaikymo tvarka apsiverCia: analiCiy sulaikymas stipréja, stipréjant ju
hidrofobiSkumui. Tokiu atveju dominuojanti tampa hidrofobiné saveika budinga
AFCh metodui. Deja, pastarasis HILIC atskyrimo rezimas iki Siol apskritai
nebuvo nuodugniau tyrinétas.

Apzvelgiant naujausius sulaikymo mechanizmo HILIC rezime tyrimus,
reikéty iSskirti McCalley darba, skirta stipriy baziy, stipriy rags¢iy ir neutraliy
junginiy atskyrimui ant amidinés (TSKgel Amide-80), diolio (Luna HILIC),
miSraus rezimo diolio (HILIC-1), silikagelio ir cviterjoninés (ZIC-HILIC)
stacionariy faziy [92]. Gauti rezultatai parodé, kad anali¢iy sulaikymo procesas
yra kompleksinis, susidedantis i$ pasiskirstymo, adsorbcijos, jony mainy, o kartais
net ir hidrofobinés saveikos. RySkiausiai jony mainy jtaka baziniy junginiy
sulaikymui buvo stebima ant amidinés, misriaus rezimo diolio, silikagelio ir
cviterjoninés stacionariy faziy. Tuo tarpu naudojant Luna HILIC stacionaria faze,
elektrostatiniy saveiky itaka baziniy junginiy sulaikymui buvo zymiai mazesné,
galimai todél, kad sutinklintas diolio ligandy sluoksnis stacionarios fazés

pavirsiuje zymiai efektyviau blokuoja likutines silanolines grupes.
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RyS8ys tarp sulaikymo mechanizmo ir vandens kiekio judrioje faz¢je HILIC
rezime buvo tiriamas ir Liang grupés darbe [93]. Naudodami skirtingas
komercines bei paciy susintetintas polines stacionarias fazes, jie matavo
nukleozidy sulaikymo parametry kitima keiCiant vandens kieki judrioje fazéje.
Remdamiesi gautais duomenimis, mokslininkai pasiiilé sulaikymo mechanizma
HILIC metode aprasanti modeli, kuris ivertina analités saveikas su stacionaria ir
judria faze (zitur. 3.2.1. skyriy). Pritaikius §i modeli, iSmatuoty sulaikymo
parametry priklausomybiy nuo vandens kiekio judrioje fazéje koreliacijos
koeficientai daugeliui nukleozidy virSijo 0,99. Pasiiilytas modelis dar karta
parode, kad sulaikymas HILIC rezime negali buti priskiriamas tik vienos rusies
saveikai. Sis modelis taip pat puikiai apra$é vandenyje tirpiy vitaminy sulaikyma
ant diolio stacionarios fazés [94]. Tiesinés log k — log @uo priklausomybés,
gautos esant didesniam kiekiui vandens judrioje fazéje parodé, kad tokioje
sistemoje dominuoja pasiskirstymo mechanizmas. Taiau sumazinus vandens
kieki judrioje fazgje, sulaikymo parametrus itakoja ir adsorbcija, vandenilinio
rySio susidarymas bei elektrostatinés saveikos.

Apibendrinant literattiros duomenis galima konstatuoti, kad be visuotinai
priimto anali¢iy sulaikymo pasiskirstymo mechanizmu, HILIC sistemoje
pasireiSkia ir kitos saveikos, tokios kaip vandenilinio ryS$io, hidrofobiné ir jony
mainy saveikos. Konkreciy saveiky itaka sulaikymui priklauso ir nuo sorbento bei

anali¢iy savybiy, ir nuo judrios fazés sudéties.
1.4.2. Eksperimentiniy veiksniy jtaka
Pagrindiniai eksperimentiniai veiksniai, itakojantys atskyrimo kokybg
(sulaikyma, atrankuma, efektyvuma) HILIC metode — kolonélés temperatiira,

tirpikliy santykis judrioje faz¢je, judrios fazes pH ir druskos koncentracija judrioje

fazéje [89, 95].
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Kolonélés temperatiira. Kolon¢lés temperatiira jau senai jvardijama kaip
pakankamai svarbus faktorius atskyrimui skys¢iu chromatografijos metoduose.
Keiciant temperattira keiCiasi judrios fazeés klampa, analités difuzijos greitis ir
analités pernaSos tarp faziy entalpijos verté. Tai ijtakoja atskyrimo greiti,
atrankuma bei anali¢iy smailiy efektyvuma. Kaip ir AFCh, taip ir HILIC metode
anali¢iy saveika su nejudria faze dazniausiai yra egzoterminé, todél keliant
kolonélés temperatiira sulaikymo trukmés mazéja [96]. Be to nustatyta, kad
auksStesnéje temperatiiroje judrios fazés poliSkumas sumazéja. Vis tik reikia
pazyméti, jog kolon¢lés temperatiira turi mazesng itaka anali¢iy sulaikymui nei
judrios fazés sudétis. Pavyzdziui, acetonitrilo koncentracijos padidinimas judrioje
fazeje 1 %, sulaikymo faktoriy paveikia tiek pat, kiek temperatiiros kolonéléje
padidinimas 5 °C [97].

Apzvelgdamas temperatiiros itaka Dolan padaré iSvada, kad AFCh metode
kolon¢lés temperatiira stipriau jtakoja jonizuoty ir poliniy junginiy atskyrimo
atrankuma [98]. Remdamiesi S$iuo teiginiu, galime daryti prielaida, kad
temperatiiros pokyciai turéty smarkiai jtakoti atrankuma ir HILIC metode. Visy
pirma tode¢l, kad HILIC bitent ir skirtas poliniy ir/arba jonizuoty junginiy
atskyrimui. Be to, HILIC metode naudojamuose poliniuose sorbentuose svarbus
vaidmuo tenka elektrostatinéms saveikoms. Nustatyta, kad temperatiiros jtaka
atrankumui priklauso nuo analités prigimties ir nuo saveiky tarp analités ir
stacionarios fazés pobiidzio. Temperatiros itaka pasireiSkia stipriau atskiriant
junginius, kurie skiriasi dydziu, molekuliy forma ir/arba vandeniliniy rySiy
stiprumu, ypa¢ atskiriant dalinai jonizuotus junginius. Zenkliai maZesné
temperatiiros jtaka nustatyta neutraliy poliniy junginiy atskyrimo atrankumui [95].
Temperatiira gali turéti itakos ne tik analités pernasos tarp faziy entalpijos
pokyc€iams, bet ir keisti pacios analités biivi. Pvz., gliukozés mutarotacija tirpale
priklauso nuo temperatiiros — aukStesnéje temperatiiroje sulétéja angliavandeniy

izomery susidarymas ir tai papildomai jtakoja ju chromatografing elgsena [99].
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RyS8ys tarp kolonélés temperatiiros ir anali¢iy sulaikymo gali biiti taikomas
sulaikymo mechanizmo nustatymui. Koloné¢lés temperatiiros itaka analiCiy
sulaikymui chromatografijoje apraSoma van‘t Hoff*o lygtimi (zitr. 3.2.6 skyriy).
Tiesinés In k& — 1/T priklausomybés yra budingos AFCh metodui [100, 101].
Taciau tiesinés priklausomybés taip pat nustatytos ir normaliy faziy bei jonu
mainy chromatografijos metoduose, kur analités sulaikomos adsorbcijos arba
elektrostatinés saveikos pagalba [102]. Yra laikoma, kad netiesinés temperatiirinés
priklausomybés rodo anali¢iy sulaikymo mechanizmo kitima kintant temperattrai
ir/arba anali¢iy sulaikyma miSriu mechanizmu. Neigiamas van‘t Hoffo kreivés
polinkis arba neigiama sulaikymo entalpija rodo, kad analités pernasos tarp
judrios ir stacionariy faziy procesas yra egzoterminis ir atvirksc¢iai [103, 104].

Stalikas ir bendraautoriai [94] tyré vandenyje tirpiy vitaminy (nikotino
rugsties, L-askorbo rigsties ir tiamino) sulaikymo mechanizma ant diolio
kolon¢lés judria faze naudodami ACN/H,O (90/10 v/v) miSini su 10 mmol/L
amonio acetato priedu. Van‘t Hofo priklausomybiy nuokrypi nuo tiesiSkumo
autoriai priskyré antrinéms elektrostatinéms saveikoms (atostiimio - nikotino ir L-
askorbo rtgstims, ir traukos — tiaminui). Taip pat pastebéta, kad padidinus judrioje
fazéje vandens kieki nuo 10 % iki 20 %, van‘t Hofo priklausomybiy tiesiSkumas
pageréja (R*>0,99). Tai aiskinama tuo, kad didesnis vandens kiekis palengvina
salygas pasiskirstymui, t.y. judrioje faz¢je su daugiau vandens pradeda dominuoti
pasiskirstymo mechanizmas. Gua ir Gaiki [104] tyré kolonélés temperattros itaka
mazy poliniy junginiy sulaikymui. Tyrimo rezultatai apibendrinti taikant van‘t
Hofo priklausomybes. Gautas tiesines neigiamo polinkio (sorbcija — egzoterminé)
priklausomybes autoriai aiSkino stipriy specifiniy saveiky tarp analiCiy ir
stacionarios fazés nebuvimu.

Judrios fazés tirpikliai. Judri fazé HILIC metode sudaryta i§ organinio
tirpiklio ir vandens. Organinio tirpiklio kiekis judrioje fazéje neturi biiti didesnis
uz 95 % ir ne mazesnis nei 60 %. DaZzniausiai naudojamas organinis tirpiklis yra

acetonitrilas. Keliuose darbuose organiniu judrios fazes tirpikliu buvo panaudoti
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metanolis, tetrahidrofuranas, izopropanolis ir etanolis, taciau tai tik pablogino
atskyrimo kokybg [105, 106]. Siekiant wuztikrinti hidrofilinés saveikos
mechanizma, likusia judrios fazés dalj turi sudaryti grynas vanduo arba vandeninis
buferio tirpalas. PrieSingai nei AFCh metode, HILIC sistemoje vanduo yra
stipresne iSstimimo jéga pasizymintis tirpiklis. Todél siekiant sustiprinti silpnai
sulaikomy anali¢iy sulaikyma bei pagerinti ju atskyrima, yra mazinamas vandens
kiekis judrioje fazé¢je. Tam tikrais atvejais vanduo gali biiti dalinai arba net pilnai
pakeistas poliniu organiniu tirpikliu. Pavyzdziui, metakrilo riigsties, citozino,
notriptilino ir nikotino riigsties sulaikymas ant BEH HILIC kolon¢lés stipréjo ir
atskyrimas pager¢jo kai 5 % judrioje fazeje (90/10 ACN/vanduo+10 mmol/L
amonio acetato) esancio vandens buvo pakeista organiniu tirpikliu [107]. Anali¢iy
sulaikymas stipré¢jo silpnéjant organinio tirpiklio poliSkumui tokia eile:

metanolis <etanolis<2-propanolis. Vandeni pilnai pakeitus kitu poliniu protoniniu

tirpikliu, stacionarios fazés pavirSiuje susiformuoja protoninio tirpiklio sluoksnis.
Nukleozidy, nukleoriigs¢iy ir dezoksinukletotidy atskyrimo salygos buvo
optimizuotos naudojant ACN ir protoninio tirpiklio (etilendiolio, metanolio ar
etanolio) judrias fazes [108]. Nors vandens pakeitimas kitu tirpikliu nepagerino
atskyrimo, toks bevandenis HILIC metodas galéty biiti taikomas vandenyje blogai
tirpiy poliniy junginy atskyrimams.

Judrios fazés pH. Judrios fazés pH yra vienas i§ svarbesniy atskyrimo
kokybeg itakojanciuy veiksniy HILIC metode. PrieSingai nei AFCh metode, kur
anali¢iy jonizacija turi neigiama poveiki atskyrimui ir jos stengiamasi iSvengti,
HILIC atveju jonizuoty anali¢iy sulaikymas daZznai sustipréja bei pager¢ja
atskyrimas. pH itaka reikSminga tuomet, kai analités ir/arba stacionarios fazés
funkcinés grupés dalyvauja protonizacijos/deprotonizacijos procese, t.y. pasiZzymi
silpnomis rigstinémis ar bazinémis savybémis. Jeigu keiciant judrios fazés pH,
keiciasi ir sorbento pavirSiaus, ir analités kruvis, tuomet, priklausomai nuo

konkrecios situacijos, analités sulaikymas gali stipréti, Zenkliai nesikeisti arba
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silpnéti. Jei analités ir stacionarios fazés funkcinés grupés turi ta pati kravi, tokiu
atveju stipré¢jant analités jonizacijai jos sulaikymas dél elektrostatinés stimos
susilpnéja. Elektrostatinés traukos saveika, vykstanti tarp prieSinga kriivi turinciy
analités ir stacionarios fazés funkciniy grupiy, padidina analizuojamy junginiy
sulaikymo trukmes. Pavyzdziui, kei¢iant judrios fazés pH nuo 6,5 iki mazdaug
4,8, citozino (pK,; ~4,6) sulaikymo trukmé ant aminopropilsilikagelio stacionarios
fazés nezymiai mazéja. Staigus sulaikymo trukmés sumaze¢jimas vyksta kai pH
sumazinamas nuo 4,8 iki mazdaug 3,5. Siame pH intervale intensyviai vyksta ir
citozino, ir amino grupiy silikagelio pavirSiuje protonizacija, kurios metu analité ir
sorbento pavirSius igyja teigiama kriivi. D¢l sustipréjusios elektrostatinés stimos
analités sulaikymas susilpnéja. Tuo tarpu padidinus judrios fazés pH nuo 3,3 iki
4,8, acetilsalicilo riigSties (pK, ~3,5) sulaikymas ant amino ligandu modifikuoto
silikagelio reik§mingai sustipréjo, o toliau didinant pH iki 6,5 beveik nekito. Siuo
atveju didinant pH sustipréja elektrostatinés traukos jégos tarp teigiama kriivi
turin¢iy amino grupiy ir acetilsalicilato anijono [104].

Neutraliy junginiy sulaikymo ant diolio stacionarios fazés, judrios fazés pH
nejtakoja. Pavyzdziui, keiCiant judrios fazés pH intervale 3-6, vandenyje tirpiy
vitaminy nikotinamido, piridoksino ir riboflavino kriivis nekinta, todél Siy
junginiy sulaikymas ant diolio stacionarios fazés nepriklauso nuo pH. Tuo tarpu
nikotino riigsties (pK, ~2,2) ir L-askorbo rugsties (pK, ~4,1) sulaikymo trukmeés
padidéjo, esant didesniam judrios fazés pH dé¢l vykstancios deprotonizacijos [94].

Vienu i§ populiariausiy sorbenty HILIC metode yra nemodifikuotas
silikagelis. Didinant judrios fazés pH, jo pavirSiuje esancios silanolinés grupés yra
linkusios deprotonizuotis ir stacionari fazé igyja neigiama kriivi. Tokie
stacionarios fazés pavirSiaus pokyciai sustiprina baziniy junginiy elektrostating
saveika su sorbentu ir padidina ju sulaikymo trukmes [105]. Netgi neutraliais
ligandais modifikuotos silikagelio stacionarios fazés deél likutiniy silanoliniy

grupiy jonizacijos taip pat gali igyti neigiama krtivi. Likutiniy silanoliniy grupiy
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itaka analizuojamy junginiy atskyrimui nustatyta amido [104] ir diolio [109]
stacionarioms fazéms.

Drusky itaka. Druskos koncentracija judrioje fazéje (arba judrios fazés
joniné jéga) itakoja kriivi turinfiy junginiy chromatografing elgsena. Drusky
priedai judrioje fazéje susilpnina jony mainy saveikas bei pagerina analiCiy
smailiy forma. Elektrostatinés traukos atveju, t.y. kai analité ir stacionari faz¢ yra
prieSingo kruvio, didinant druskos koncentracija judrioje faz¢je analiCiy
sulaikymo trukmés mazéja [110]. PrieSingas efektas gaunamas kai analités ir
stacionarios fazés kriivis vienodas, t.y. kai kolonéléje tarp analités ir sorbento
pasireiskia elektrostatiné stima [94]. Butent tokia amonio acetato koncentracijos
itaka buvo nustatyta atskiriant saliciliiro riig§ti ant amido, amino, sulfobetaino ir
silikagelio stacionariy faziy. Padidinus druskos koncentracija, sulaikymas ant
amino sorbento zenkliai susilpnéjo dél susilpnéjusios elektrostatinés saveikos tarp
saliciliro riigSties anijony ir teigiamy sorbento amino grupiy. PrieSingas efektas
gautas ant amido, silikagelio ir sulfobetaino stacionariy faziy. Net ir sistemose su
nejoninémis polinémis stacionariomis fazémis, kuriose elektrostatinés saveikos
nevyksta, druskos koncentracijos judrioje fazéje didinimas sustiprina analiCiy
sulaikyma. Tai aiSkinama tuo, kad judrioje fazéje esanti druska palengvina
vandenilinio rySio susidaryma tarp analités ir stacionarios fazés ir/arba padidina
adsorbuoto vandens sluoksnio stori stacionarios fazés pavirsiuje [104].

Kitas svarbus faktorius yra tai, kad skirtingy drusky priedai gali skirtingai
itakoti analizuojamy junginiy sulaikyma. Trietilamino fosfato druskos priedas
sustiprino baziniy peptidy sulaikyma ant silpnomis anijony mainy savybémis
pasizymincio sorbento. Tuo tarpu naudojant natrio metilfosfonato prieda, tie patys
peptidai buvo sulaikomi Zymiai silpniau. Tai paaiSkinama tuo, kad fosfatas
sukuria papildoma sluoksni stacionarios fazés pavirSiuje, kuriame vienas
neigiamas kriivis neutralizuoja sorbento ligando teigiama kriivi, o kitas laisvas

neigiamas kriivis pritraukia teigiamas peptidy funkcines grupes. Natrio
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metilfosfonato atveju laisvas tik vienas neigiamas kriivis, kuris gali saveikauti
arba su sorbento pavir$iumi, arba tik su baziniais peptidais [111].

Biitina pazyméti, kad HILIC metode gali biiti naudojamos tik judrioje fazéje
su dideliu ACN kiekiu tirpios druskos, pvz., trietilamonio fosfatas, natrio
metilfosfatas, amonio acetatas ar amonio formiatas. Pastarosios dvi yra labiausiai

tinkamos dél gero suderinamumo su MS detektoriumi.

1.4.3. Sorbentai HILIC metode

HILIC metode populiariausios stacionarios fazés — grynas silikagelis arba
ivairiomis polinémis funkcinémis grupémis (pvz., amino, amido, diolio ir kt.)
modifikuotas silikagelis [112, 113]. Pirmieji darbai HILIC metodu buvo atliekami
naudojant tradicinei normaliy faziy chromatografijai skirtas stacionarias fazes ir
tik paskutini deSimtmeti atsirado polinés stacionarios fazés pritaikytos specialiai
HILIC metodui. Siuo metu jau yra pakankamai platus HILIC metodui skirty
komerciniy kolonéliy pasirinkimas.

Vis tik pagrindine stacionaria faze, ypaC farmacijos srityje, iSlieka
nemodifikuoto silikagelio sorbentas [114]. Priklausomai nuo paruosimo biido,
komerciskai prieinami silikagelio sorbentai skiriasi savo grynumu ir savybémis. A
tipo silikagelis yra nusodinamas i§ Sarminiy silikato tirpaly ir turi metaly
priemaiSy, kurie aktyvuoja pavirSiaus silanolines grupes. Toks silikagelis
netinkamas HILIC metodui. Sferinés B tipo silikagelio sorbento dalelés gaunamos
vykstant silicio deleliy agregacijai ore. Toks sorbentas turi maziau metaly
priemaidy ir yra stabilesnis iki 9 pH judrioje fazéje. Sio tipo silikagelis pasizymi
geresniu baziniy junginiy atskyrimu. C tipo silikagelis arba ,silicio hidridas* yra
modifikuotas, t.y. apie 95 % jo pavirSiuje esanciy silanoliniy grupiu (=Si-OH)
hidrosilaninimo proceso metu yra pakeistos i silicio hidrido (=Si-H) grupes. C tipo
silikagelis yra maziau polinis uz nemodifikuota silikageli, jis silpniau saveikauja

su vandeniu ir pasizymi geresniu rezultaty atsikartojamumu. Pasirenkant kolonéle,
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biitina atkreipti démesi i tai, kad naudojant skirtingy gamintoju kolonélés gali
zenkliai skirtis analizuojamy junginiy chromatografiniai parametrai: sulaikymas,
efektyvumas ir smailiy simetriSkumas.

Naudojant silikagelio stacionarias fazes bitina atsizvelgti { silikagelio
pavirSiuje esanciy silanoliniy grupiy jonizacija. Ypac tai svarbu atskiriant bazinius
junginius, kuriy elektrostatiné saveika su disocijavusiomis silanolinémis grupémis
gali zenkliai itakoti tiek ju sulaikyma, tiek ir smailiy efektyvuma [115, 116].

HILIC metode naudojamos mazos klampos judrios fazés, todél net ir
dirbant su labai mazo dydzio sorbento dalelémis nesusidaro dideli slégiai pries

kolonéle [117]. 2007 m. Waters firma pagamino 1,7 um daleliy dydzio etileno
tilteliais modifikuota silikagelio sorbenta (BEH) skirta HILIC metodui. BEH

HILIC silikagelio sorbentas pasizymi didesniu cheminiu atsparumu lyginant su
nemodifikuotu silikagelio sorbentu, d¢l to gerai suderinamas su MS detektoriumi
(neiSsiplauna funkcinés grupés) [107].

Aminopropilsilikagelis (=Si-O-(CH,),-NH,) buvo pirmasis modifikuoto
silikagelio sorbentas, kuris iki $iol daznai naudojamas amino riigsciy, peptidy,
karboksirtig§¢iu, nukleozidy, cukry ir kai kuriy vaisty atskyrimui HILIC metodu.
Stacionarios fazés pavirSiuje esanCios amino grupés yra labiau giminingos
rugStiniams junginiams. Dirbant su partgsStintomis judriomis fazémis amino
grupés protonizuojasi ir sorbento pavirSius igyja teigiama kriivi. Taip atsiranda
papildoma jony mainy saveika su neigiama krivi turiniomis analitémis,
sustiprinanti tokiy anali¢iy sulaikyma ir netgi galinti sukelti negriztama kai kuriy
junginiy adsorbcija stacionarios fazés pavirSiuje. Be to, lyginant su silikagelio
sorbentais, aminopropilsilikagelis maziau stabilus, ji bitina Zzymiai ilgiau
kondicionuoti, o jo tarnavimo trukmé dél ligandy isSsiplovimo gerokai trumpesné.
Pirminés amino grupés yra labai reaktingos ir, saveikaudamos su aldehidais, gali
suformuoti Sifo bazes, kas gali neigiamai jtakoti angliavandeniy atskyrima [118].

Antriniai ir tretiniai aminai pasizymi mazesniu reaktingumu, todé¢l jais
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modifikuotas silikagelis (pvz., YMPC Pack Poliamine II) yra chemiskai
stabilesnis uz aminopropilsilikageli. Pagrindinis aminopropilsilikagelio sorbenty
privalumas — Zzymiai geresnis sacharidy atskyrimas nei ant nemodifikuoto
silikagelio. Amino grupés pagreitina cukry mutarotacijos procesa ir eliminuoja
dviguby smailiy susidaryma [112].

Amidu modifikuotas silikagelis. Sioms stacionarioms fazéms priskiriamas
karbamoil arba amido (=Si-O-(CH,),-CO-NH-R) funkcinemis grupémis
modifikuoti silikagelio sorbentai. Amido grupé yra prijungiama per alkilo
granding. PrieSingai nei aminopropilas, Sios grupés yra maziau reaktingos ir
nepasizymi bazinémis savybémis, todél jonizuoty anali¢iy sulaikymui mazesng
itaka turi jony mainai [112]. Taigi, dirbant su amidiniais sorbentais reciau reikia
naudoti joninius judrios fazés priedus, dél to mazesni drusky kiekiai patenka i MS
detektoriy. Be to, ant amidu modifikuoto silikagelio reciau pasireiSkia negriztama
adsorbcija ir geriau atsikartoja rezultatai. Sios stacionarios fazés jprastai
naudojamos peptidy, oligosacharidy, glikoproteiny, glikozidy atskyrimui [119].
Kai kurios amidu modifikuotos stacionarios fazés buvo sukurtos specialiai HILIC
metodui. Pavyzdziui, karbamoil-silikagelis HILIC TSK-gel Amide-80, kuris tapo
pagrindine stacionaria faze atskiriant mono ir oligosacharidus, angliavandeniy
darinius, peptidus ir aminortgstis [120]. Specialiai HILIC atskyrimams UESCh
metodu buvo pagamintas 1,7 um daleliy dydzio BEH Amide sorbentas.

Dioliu modifikuotas silikagelis (=Si-O-(CH,),-O-CH,-CHOH-CH OH)
savo poliSkumu ir gebé&jimu formuoti vandenilinius rySius yra artimas
nemodifikuotam silikageliui. Sio sorbento pavir§iuje néra jonizuoty grupiuy,
iSskyrus likutines silanolines grupes, kurios gali biiti dalinai uzblokuotos
silaninimo agento, taip iSvengiant negriztamos poliniy junginiy adsorbcijos.
Diolio stacionari fazé placiai taikoma baltymy atskyrimui [121], bet pastaruoju
metu §is sorbentas pradétas naudoti ir mazos molekulinés masés fenoliniams

junginiams atskirti AFCh ir HILIC metoduose [122]. Diolio stacionarios fazés
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buvo papildomai modifikuotos ivedant undekan-1,2-diolio liganda. Tokia
stacionari faze turi ilga alkilo granding su poline diolio funkcine grupe grandinés
gale, tod¢l pasizymi dvigubu AFCh/HILIC sulaikymo mechanizmu [123]. Cukry
mutarotacijos procesas ant diolio sorbento vyksta létai, prieSingai nei naudojant
aminopropilsilikageli, todél galima registruoti visas anomerines formas [124].
Dioliu modifikuoto silikagelio sorbentai nepasizymi dideliu atsparumu
rugstinei judriai fazei. Taciau naujos kartos sutinklintos diolio stacionarios fazés
jau yra atsparesnés hidrolizei, pasizymi stipresne hidrofobine saveika, geresne
skiriamaja geba ir efektyvumu lyginant su tradicinémis diolio kolon¢lémis [125].
Ciklodekstrino stacionarios fazés. Ciklodekstrinai yra cikliniai
oligosacharidai, dazniausiai naudojami a, P ir y-ciklodekstrinai, kurie atitinkamai
yra sudaryti i§ 6, 7 ir 8 D-gliukozés ziedy. Kadangi ertmés yra suformuotos i$
optiskai aktyvaus cukraus, ciklodekstrinai placiai naudojami kaip chiraliniai
selektoriai enantiomery atskyrimui AFCh. Didzioji dalis hidroksigrupiy yra
iSsidéste ciklodekstrino kiigio iSoréje, todel ciklodekstrinais modifikuotas
silikagelis yra tinkamas naudoti ir HILIC metode monosacharidy ir oligosacharidy
atskyrimui [126]. Sulaikymas HILIC salygose stipréja didéjant monosacharidy
kiekiui ir yra labiau priskiriamas hidrofilinei saveikai tarp judrios fazés ir dalinai
imobilizuoto vandens sluoksio iSorin¢jé ciklodekstrino molekulés dalyje, nei
analités saveikai su ciklodekstrino ertme [127]. Ciklodekstrinais modifikuotas
silikagelis yra daug zadantis sorbentas enantiomery atskyrimui HILIC metodu.

Pavyzdziui, P-ciklodekstrinais modifikuota stacionari fazé pasizymi ir

enantioselektyviomis savybémis. Ciklodekstrinais modifikuotos stacionarios fazés
yra stabilesnés, gaunamas geresnis rezultaty atskikartojamumas ir geresni amino
rugsciy ir kity poliniy junginiy sulaikymo parametrai nei naudojant amidu
modifikuota (TSKgel Amide 80) stacionaria fazg. Ciklodekstrinais modifikuotos
stacionarios fazes pritaikytos flavanoidy ir izoflavanoidy atskyrimui, kurie AFCh

salygomis buvo nesulaikomi [89].
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Cviterjoninés stacionarios fazés tradiciSkai sukurtos jony mainy
chromatografijai, taciau pasirodé¢ tinkamomis ir HILIC metodui. Irgum grupé
[128, 129] specialiai HILIC metodui sukuré sulfoalkilbetainu modifikuotas
stacionarias fazes, kurios buvo pritaikytos neorganiniy drusky, mazy joniniy
organiniy junginiy ir baltymy analizei. Sios stacionarios fazés — tai silikagelis,
kurio pavirSiuje kovalentiSkai prijungti ligandai su rigs§tinémis savybémis
pasizymin¢iomis sulfo funkcinémis grupémis ir stipriomis bazinémis savybémis
pasizyminc¢iomis ketvirtinio amonio grupémis, atskirtomis trumpa alkilo grandine.
Tokia stacionari fazé gali buiti panaudota katijony, anijony ir neutraliy poliniy
junginiy atskyrimui. Sorbento pavirSiuje moliniu santykiu 1:1 esancios ketvirtinio
amonio ir sulfo funkcinés grupés duoda artima nuliui sorbento pavirSiaus kriivy,
taCiau sulfoalkilbetaino cviterjonas yra osmolitas, gebantis sorbento pavirSiuje
stipriai sulaikyti vandenj. Pagrindinés neutraliy anali¢iy saveikos ant S§ios
stacionarios fazés — vandenilinio rySio sudarymas ir dipolio-dipolio saveika. Tuo
tarpu joniniy anali¢iy sulaikyme dominuoja jony mainai [112].

Sioje apzvalgoje paminétos tik populiariausios komercializuotos stacionarios
fazés. Matome, kad stacionariy faziy pasirinkimas jau dabar yra pakankamai
gausus, taCiau, atsizvelgiant { spar€iai augant] HILIC metodo populiaruma,

ateityje ju skaiCius ir {vairové neabejotinai plésis.
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II. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Aparatira

Tyrimai buvo atliekami ultraefektyviosios skys¢iu chromatografijos
(UESCh) sistema Waters Acquity UPLC (Waters, Milford MA) sukomplektuota i$
aukSto slégio 2 kanaly gradientinio siurblio su automatiniu judrios fazés
nudujinimu, automatinés méginiy ileidimo sistemos, fotodiodinés matricos (PDA)
skenuojancio detektoriaus (190-500 nm) ir kolonélés termostato su temperatiiros
programavimo irenginiu.

Tyrimams buvo naudojamos Sios kolonélés (Waters):

Acquity UPLC BEH HILIC, 1,7 pm, 100 % 2,1 mm;
Acquity UPLC BEH Amide, 1,7 um, 100 x 2,1 mm,;
Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 100 x 2,1 mm;
Acquity UPLC BEH C8, 1,7 pm, 100 x 2,1 mm;
Acquity UPLC BEH Phenyl, 1,7 pm, 100 % 2,1 mm.

[leidziamo méginio tiiris — 2 pL. Detektavimas buvo atliekamas prie 210 nm
bangos ilgio. Kolonélés temperatiira tyrimo metu buvo palaikoma 30 °C. Judrios
fazés sudétys ir eliucijos gradiento programos pateiktos atitinkamuose ,,Rezultatai
ir ju aptarimas“ dalies skyriuose. Rezultatams apdoroti buvo naudojama
,2Empower 2 programing¢ iranga (Waters).

Tirpaly pH buvo kontroliuojamas pH-metru “pH-673. M (Rusija).
2.2. Reagentai ir tirpalai
Tyrimams naudoti imidazolio joniniai skysc¢iai (Merk, Vokietija):
1-Butil-2,3-dimetilimidazolio jodidas (BDMIM).

1-Butil-3-metilimidazolio tetrafluoroboratas (BMIM).

1-Cianometil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas (CMMIM).
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1,3-Dimetilimidazolio metilsulfatas (DMIM).
2,3-Dimetil-1-propilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas (DMPIM).
1-Etil-2,3-dimetilimidazolio chloridas (EDMIM).
1-Etil-3-metilimidazolio tetracianoboratas (EMIM).
1-Heksil-3-metilimidazolio chloridas (HMIM).
1-(2-Hidroksietil)-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imidas (HEMIM).
3-Metil-1-propilimidazolio jodidas (PMIM).
3-Metil-1-oktilimidazolio chloridas (OMIM).
1,2,3-Trimetilimidazolio jodidas (TMIM).

Darbe naudotos medziagos:
Acetonitrilas (ACN), gradientinés ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Amonio formiatas, 99,9 % (Sigma-Aldrich, JAV).
Tris-(hidroksimetil)Jaminometanas (Tris), 99,9 % (Sigma-Aldrich, JAV).
Metansulfoniné rugstis (MSA), >99,5% (Sigma-Aldrich, JAV).
Trifluoracto riigstis (TFA), 99,9 % (Sigma-Aldrich, JAV).
Perchloro rugstis, 70,0 % (Reachim, Rusija).
Natrio oktansulfonatas (NaOS), 99,0 % (Sigma-Aldrich, JAV).
Metanolis, gradientinés ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Etanolis, ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Izopropanolis, ESCh grynumo (Sigma-Aldrich, JAV).
Bidistiliuotas vanduo.

Visi judrios fazés tirpalai buvo filtruojami per 0,2 um membranini filtra.

Pirminiai standartiniai 2,5 mmol/L koncentracijos joniniy skysciy tirpalai

buvo gaminami acetonitrilo - vandens miSinyje (1:1) ir laitkomi tamsiuose induose

4 °C temperatiroje. Darbiniai standartiniai tirpalai buvo ruosiami kiekviena diena,

pirminio standarto tirpala skiedziant acetonitrilu arba vandeniu, priklausomai nuo

naudojamos judrios fazés sudéties. Buferiniai tirpalai buvo gaminami i§ amonio

druskos vandeninio tirpalo pridedant atitinkamos rtigSties reikiamai pH vertei
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nustatyti. Darbe pateiktos judrios fazés pH vertés atitinka vandeninio tirpalo pH

vertes, neatsizvelgiant | organinio tirpiklio itaka.
2.3 Procediiros

Anali¢iy sulaikymo faktoriai £ buvo skai¢iuojami pagal formulg:

tr — analités sulaikymo trukmé (min); #,, — nesulaikomos medziagos (tolueno arba

tiokarbamido) sulaikymo trukmé (min).

Smailiy asimetriSkumo faktoriai A; buvo skai¢iuojami pagal formulg:

A=Y

a ir b atstumai (2.1 pav.) iSmatuoti ties 1/10 smailés aukscio.

2.1 pav. Smailés asimetriSkumo faktoriaus nustatymas.

Smailiy efektyvumas buvo skai¢iuojamas pagal formulg:

2

Ir

Wo s

N =5,54x

N — teoriniy léksteliy skaicius (bedimensinis); #x — analités sulaikymo trukmé

(min); wo s — smailés plotis puséje smailés auksc¢io (min).
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Kolon¢lés teorinés lékstelés auksStis H (mm) buvo skaiCiuojamas pagal

n-t

formule:

L — koloné¢lés ilgis, mm.

Visi skai¢iavimai buvo atlickami naudojantis kompiuterine chromatografijos
duomeny apdorojimo programa Empower 2 (Waters). Rezultatai, pateikiami
skyriuje ,,Rezultatai ir jy aptarimas®, yra vidutinés vertés gautos atlikus ne maziau

kaip tris tyrimus.
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III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Imidazolio joniniy skys€iy atskyrimas skys€iy chromatografijos

metodais

Kaip buvo minéta literatiiros apzvalgoje, joninis skystis — tai druska,
sudaryta i§ organinio katijono (dazniausiai imidazolio, reCiau — piridinio ar
pirolidinio dariniy) ir nedidelio organinio arba neorganinio anijono. Pagrindinis
komponentas, nulemiantis joniniy skys¢iy savybes chromatografiniuose
metoduose yra imidazolio (piridinio, pirolidinio) katijonas. Todél, kai kalbama
apie joniniy skys€iy chromatografini atskyrima, turime omenyje ju katijony
atskyrima. Literatiiros apzvalgoje pateikti pavyzdziai rodo, kad joniniy skysciuy
atskyrimas yra sudétingas procesas. Priklausomai nuo JS savybiy, judrios fazés
sudéties ir sorbento prigimties, ju katijony sulaikymo mechanizmas gali apimti

hidrofobing, indukcing, n-w, vandenilinio rysio, joning saveikas (3.1 pav.).

n—mn sgveika/

joniné @

e .
sgveika NG| hidrofobine
NN -'R Y, saveika
\\‘\ 7/ N~ //)
indukcine Y ! ]
sgveika R=H-Cy;

N vandenilinis rysys
///
Me

3.1 pav. Imidazolio katijono struktiira ir galimos jo saveikos su stacionaria faze.
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Tokia galimy saveiky jvairové atveria galimybe atskirti JS jvairiais skysciu
chromatografijos metodais, pradedant nepoliniams ir vidutinio poliSkumo
junginiams atskirti naudojamu AFCh metodu, ir baigiant tik jonams atskirti
tinkamu JPCh metodu. Deja, iki Siol néra darby, kuriuose biity kompleksiskai
tvertintos skirtingy skys€iuy chromatografijos metody galimybés JS katijonams
atskirti. Be to, visuose publikuotuose darbuose tyrimai buvo atliekami naudojant
efektyviosios skysCiy chromatografijos iranga, kuri pastaraisiais metais yra
intensyviai iSstumiama naujos kartos ultraefektyviaja skysc¢iy chromatografija.

Si disertacinio darbo dalis skirta nuodugniai istirti ir palyginti imidazolio JS
atskyrimo galimybes skirtingais skys¢iy chromatografijos variantais (AFCh, JPCh
ir HILIC) ultraefektyviosios skys¢iu chromatografijos salygomis. Tyrimams
pasirinkome S$eSis placiausiai naudojamus imidazolio grupés joniniy skysciy
katijonus: 1,3-dimetilimidazoli (DMIM), 1-etil-3-metilimidazoli (EMIM), 3-metil-
l-propilimidazoli (PMIM), 1-butil-3-metilimidazoli (BMIM), 1-heksil-3-
metilimidazoli (HMIM) ir I-oktil-3-metilimidazoli (OMIM). Ju cheminés

struktliros ir savybés pateiktos literatiiros apzvalgoje 1.1 lenteléje.

3.1.1. Atvirksciy faziy skys€iuy chromatografija

Atvirks¢iu faziy skysCiy chromatografija labai universalus ir lankstus
metodas, puikiai tinkantis tiek visiSkai nepoliniams, tiek ir palyginti poliniams
junginiams  atskirti. Siame metode naudojami nepoliniai  sorbentai
(oktadecilsilikagelis, oktilsilikagelis, anglis ir pan.) ir polinés judrios fazés
(vandens-acetonitrilo, vandens-metanolio miSiniai) [70]. AFCh metode atskyrimas
pagristas hidrofobine anali¢iy saveika su nepoliniu sorbentu. Pagrindinés
problemos atskiriant imidazolio katijonus $iuo metodu gali buti Sios: blogas labai
poliniy anali¢iy sulaikymas dél silpnos ju saveikos su nepoliniu sorbentu ir

smailiy asimetriSkumas dél papildomos elektrostatinés saveikos tarp katijoninés
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analités ir neigiamo kriivio disocijavusiy likutiniy silanoliniy  grupiu.
Optimizuojant imidazolio katijony atskyrimo AFCh metodu salygas didZiausias
démesys buvo skiriamas dviems chromatografiniams parametrams — analiCiy
sulaikymo trukméms ir chromatografiniy smailiy efektyvumui.

Pirmiausia iStyréme sorbento prigimties itaka imidazolio katijony
sulaikymui. Tuo tikslu imidazolio katijony atskyrimas buvo atliekamas izokratinés
eliucijos salygomis naudojant tris skirtingais sorbentais uzpildytas kolonéles
(Acquity UPLC BEH C18, Acquity UPLC BEH C8 ir Acquity UPLC BEH
Phenyl). D¢l silpno labiau poliniy junginiy sulaikymo AFCh metode,
preliminariam tyrimui pasirinkome nedidele iSstimimo jéga pasiZymincia judria
fazg — ACN:H,O 10:90 (v/v) su 0,025 % (m/v) metansulfoninés rugsties (MSA)
priedu. ISmatuotos imidazolio katijony sulaikymo trukmés palygintos 3.1
lenteléje.

Visose kolon¢lése imidazolio katijony sulaikymas stipréja ilgéjant jo alkilo
grandinei, t.y. stipréjant hidrofobiSkumui. Tokia anali¢iy chromatografiné elgsena
yra biidinga AFCh metodui. Atsizvelgiant i tai, kad anali¢iy smailiy efektyvumai
visose kolon¢lése buvo labai panasis, pagrindiniu kolon¢lés pasirinkimo
kriterijumi laikéme anali¢iy sulaikymo stipruma. Kaip ir buvo galima tikétis,
nepriklausomai nuo sorbento prigimties, poliSkesnés analites (DMIM, EMIM,
PMIM) yra silpnai sulaikomos ir beveik neatskiriamos. Stipriausias sulaikymas
bei geriausias poliSkiausiy katijony atskyrimas buvo gautas naudojant Acquity
UPLC BEH Phenyl kolonélg. Be hidrofobinés saveikos Sioje koloné¢l¢je atsiranda
papildoma m-m tipo saveika tarp imidazolio ziedo ir fenilo funkciniy grupiy
sorbento pavirsiuje [71]. Si kolonélé ir buvo pasirinkta tolimesniems tyrimams.

Pagrindinés smailiy iSplitimo ir asimetriSkumo (smailiy su ,,uodegomis®)
priezastys gali biiti kolon¢lés perkrova arba katijoniniy anali¢iy elektrostatine
saveika su disocijavusiomis likutinémis silanolinémis grupémis sorbento
pavirSiuje. Kolon¢lés perkrovos faktoriy turéjome atmesti, kadangi, net ir

sumazinus ileidziamo méginio kieki, smailiy forma nepager¢jo. Gerai zinoma, kad
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modifikuoto silikagelio pavirSiuje likusios silanolinés grupés gali saveikauti su
teigiama kriivi turinéia analite. Si saveika daZniausiai salygoja maza efektyvuma,
smailiy iSplitima ir bloga sulaikymo trukmiy atsikartojamuma. Dazniausiai
analités-silanoliniy grupiy joninéms saveikoms sumazinti AFCh metode yra
naudojamos judrios fazés su riigsciy (pvz.. TFA, HCIO,, H;PO,) ar juy drusky
priedais [130, 131]. Judrios fazés partugstinimas slopina silanoliniy grupiy
disociacija, o pridedamuy riugs¢iy ar drusky anijonai gali sudaryti jony poras su
analizuojamu katijonu, taip sumazindami ju teigiama kravi ir padidindami

sulaikymo trukmes [132, 133].

3.1 lentelé. Imidazolio katijony sulaikymo trukmiy skirtingose koloné¢lése
palyginimas. Judri fazé: 0,025 % (m/v) MSA ACN:H,O (10:90 v/v) miSinyje,
tekmeés greitis — 0,25 mL/min.

Kolonele Analite Sulaikymo trukmeé,
min
DMIM 0,82
EMIM 0,85
Acquity UPLC PMIM 0,89
BEH C18 BMIM 1,22
HMIM 4,08

OMIM 12

DMIM 1,00
EMIM 1,07
Acquity UPLC PMIM 1,20
BEH C8 BMIM 1,85
HMIM 9,64
OMIM >25
DMIM 1,05
EMIM 1,13
Acquity UPLC PMIM 1,35
BEH Phenyl BMIM 2,08
HMIM 11,0
OMIM >25

Toliau optimizuojant imidazolio katijony atskyrimo salygas buvo tirta
rugsciy (TFA, MSA, HCI ir HCIO,) judrioje fazéje jtaka analic¢iy sulaikymo

trukméms ir smailiy efektyvumui. 3.2 pav. pateiktos keturiy hidrofiliSkiausiy
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imidazolio katijony chromatogramos, iSmatuotos su skirtingy riigs¢iy priedais
judrioje fazéje. PanaSi chromatografiné elgsena nustatyta ir HMIM bei OMIM,
tatiau Sie junginiai yra zymiai stipriau sulaikomi, todél nepavaizduoti
chromatogramose. Pirma smailé¢ chromatogramose priskiriama PMIM prie§joniui
I', kuris taip pat absorbuoja Sviesa 210 nm bangos ilgyje, taCiau yra visiskai
nesulaikomas koloné¢léje. Visos tirtos riigstys yra stiprios, todél, nepriklausomai
nuo ragsties prigimties, judrios fazés pH nevirSijo 3. Tokioje terpéje likutiniy
silanoliniy grupiy disociacija yra beveik pilnai nuslopinama ir maksimaliai
susilpninamos joninés saveikos. Biitent tai ir sumazina katijony sulaikymo
trukmes bei pagerina ju smailiy simetriSkuma.

3.2 pav. pateiktose chromatogramose matome, kad anali¢iy sulaikymo
trukmés priklauso ir nuo pridedamos rtgsties prigimties. Kaip jau buvo minéta,
rugs¢iy anijonai gali asocijuotis su imidazolio katijonais. Tokiu atveju
sumazinamas efektyvus anali¢iy kriivis ir sustiprinamas ju sulaikymas. Tirty
rugsciy anijony gebéjimas sudaryti jony poras silpnéja tokia seka: [ClO4]” > TFA”
> MSA”™ > CI' [54]. Matome, kad tiriamy katijony sulaikymo stiprumas atitinka
pateikta rigsciu gebéjimo sudaryti jony poras seka. Stipriausias analiCiy
sulaikymas bei geriausias ju atskyrimas gautas naudojant judria faze su HCIO,4
priedu.

Toliau buvo tirta HCIO4 koncentracijos judrioje faze¢je itaka imidazolio
katijony sulaikymui ir atskyrimui. Keiciant riig§ties koncentracija intervale
1-10 mmol/L, reikSminguy pokyc¢iu nepastebéta. Padidinus HCIO, koncentracija
judrioje fazeéje nuo 1 iki 10 mmol/L, anali¢iy sulaikymas truputi sustipréjo (pvz.,
BMIM sulaikymo trukmeé padidéjo nuo 2,16 iki 2,28 min), o smailiy efektyvumo
pokyc¢iai buvo nereikSmingi.

Remiantis ankscCiau pateiktais tyrimy rezultatais matome, kad poliskiausi
imidazolio katijonai yra silpnai sulaikomi, tuo tarpu hidrofobiskesni imidazolio
katijonai (HMIM ir OMIM) sulaikomi zymiai stipriau. Pavyzdziui, DMIM ir
OMIM sulaikymo trukmés skiriasi apie 30 karty. Hidrofobiskesniy imidazolio
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katijony eliucija galima pagreitinti panaudojus stipresnés eliucinés gebos judria
faze, taCiau tuomet bus neatskiriami hidrofiliniai DMIM, EMIM ir PMIM
katijonai. Akivaizdu, kad greitas visy 6 imidazolio joniniy skys¢iy katijony

atskyrimas izokratinése AFCh salygose neimanomas.

r Be priedo

BNIM

5 mmol/L HCI
EMIt
PMIM
!N

omm 5 mmol/L MSA

MJ\T(

oHm S mmo/L TFA

|- [EMIM

3

I oMim
EMIM

Nz

0.60 2.00 4.00 6.(’)0
min

5§ mmol/L HCIO

3.2 pav. Rigsciy itaka imidazolio katijony atskyrimui atvirkséiy faziy
chromatografijos metodu. Kolon¢lé: Acquity UPLC BEH Phenyl. Judri fazé:
ACN:H,0 10:90 (v/v) su atitinkamu rugsties priedu. Tékmes greitis - 0,4 mL/min.

Gradientinés eliucijos salygoms optimizuoti pradinémis judriomis fazémis

pasirinkome 2,5 mmol/L HCIO, vandeninj tirpala (judri faze A) ir 2,5 mmol/L
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HCIO, tirpala ACN:H,0 90:10 (v/v) miSinyje (judri faz¢ B) ir skirtingu greiciu,
atskyrimo metu, keitéme jy santyki. Optimalus gradientas: nuo 0 iki 3 min judrios
fazés B koncentracija tolygiai didinama nuo 5 iki 75 % (v/v). I§ 3.3 pav.
pavaizduotos imidazolio katijony miSinio chromatogramos matyti, kad
gradientinés eliucijos salygomis pilnai ir labai greitai atskiriami visi SeSi
imidazolio katijonai. Gautos simetriSkos smailés ir puikus efektyvumas. Vieno
imidazolio katijony atskyrimo ciklo trukmé — 6 min (1 min grizimui | prading

judrios fazés sudéti ir 2 min pusiausvyros nusistovejimui).

0.30+
—_ EMIM PMIM
£ 0.20- DMIM
< BMIM
o
-
o 4
S i OMIM
%]
2
5 0.10
n
Ke]
<

0.00- U LJ

T T T T T T T 1
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3.3 pav. Imidazolio katijony atskyrimas AFCh metodu naudojant gradienting
eliucija. Kolon¢lé: Acquity UPLC BEH Phenyl. Judri fazé A: 2,5 mmol/L HCIO,
vandeninis tirpalas; judri fazé¢ B: 2,5 mmol/L HCIO, ACN:H,O 90:10 (v/v)
miSinyje. Linijinis gradientas: 5% —75% B per 3 min. Tékmés greitis —
0,25 mL/min.

Lyginant gradientini imidazolio katijony atskyrima su atskyrimu
izokratinémis salygomis, galima iSvardinti keleta gradientinio rezimo privalumuy:
zymiai (~10 karty) trumpesné atskyrimo trukmeé, geresnis smailiy efektyvumas bei

didesnis detektavimo jautris (signalas/triukSmai santykis).
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3.1.2. Jony pory chromatografija

Kitas metodas joniniy junginiy atskyrimui yra jony pory chromatografija
[134]. Jony atskyrimui JPCh metodu naudojami tradiciniai atvirks$¢iy faziy
sorbentai (pvz. oktadecilsilikagelis, oktilsilikagelis ir kt.) ir iprastinés AFCh
judrios fazés su jonuy pory reagento (prieSingo analitei kriivio ilgagrandzio jono)
priedu. Katijoniniams junginiams atskirti jony pory reagentais dazniausiai
naudojami alkilsulfonatai. Imidazolio katijony atskyrimo JPCh metodu tyrimams
pasirinkome nepolini oktadecilsilikagelio sorbenta (kolon¢lé — Acquity UPLC
BEH C18), o jony poru reagentu — natrio 1-oktansulfonata (NaOS). Tokioje
sistemoje katijoninés analités su jony pory reagento anijonu judrioje fazéje gali
sudaryti neutralias jony poras ir taip sustiprinti hidrofobing saveika su sorbentu
ir/arba gali vykti jony mainai tarp sorbento pavirSiuje adsorbuoty OS™ anijony ir
analizuojamy katijony. Pagrindiniai veiksniai jtakojantys joniniy junginiy
atskyrima Siuo metodu yra jony pory reagento koncentracija ir vandens/organinio
tirpiklio santykis judrioje fazéje.

Atsizvelgdami { tyrimy rezultatus, gautus AFCh metodu, pradiniams
tyrimams judria faze pasirinkome 20:80 ACN:H,O (v/v) miSini su 5 mmol/L
amonio formiato buferiu (pH 3,2), kuriame palaipsniui didinome NaOS
koncentracija nuo 0,1 iki 5,0 mmol/L. Nustatéme, kad didinant NaOS
koncentracija judrioje fazéje nuo 0,1 iki 0,6 mmol/L visy imidazolio katijony
sulaikymo trukmeés did¢jo. Toliau didinant NaOS koncentracija judrioje fazéje
anali¢iy sulaikymo trukmés reikSmingai nesikeité. Be to, pridéjus i judrig faze
NaOS, anali¢iy smailiy efektyvumas pageréjo mazdaug 2-3 kartus. Taip pat
nustatéme, jog stipriausiai NaOS koncentracija itakoja ilgesng alkilo grupeg
turiniy  imidazolio  katijony sulaikyma. Tokia katijoniniy junginiy
chromatografiné elgsena yra budinga JPCh metode. Geriausias atskyrimo

atrankumas pasiekiamas, kai NaOS koncentracija yra 0,6-1,2 mmol/L intervale.
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Tolimesniems tyrimams naudojome judrig fazg¢ su 1 mmol/L koncentracijos NaOS
priedu.

3.4 pav. palygintos imidazolio katijony miSinio chromatogramos, gautos
naudojant judrias fazes su skirtinga ACN koncentracija. Kaip ir tikétasi, didinant

ACN koncentracija judrioje fazéje visy imidazolio katijony sulaikymas silpnéja.

DhIM 20% ACN

EMIM

PMIM

BMIM
HMIM

e N

DMIM

EMIM 30% ACN

PMIM

BMIM

HMIM

OMIM

40% ACN

r T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

min

3.4 pav. Acetonitrilo koncentracijos judrioje faze¢je itaka imidazolio katijony
atskyrimui JPCh metodu. Kolon¢lé: Acquity UPLC BEH CI18. Judri faze: 1
mmol/L NaOS tirpalas ACN:H,O miSinyje. Tékmés greitis — 0,25 mL/min.
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Taciau deél per didelés judrios fazés eliucinés gebos labiau poliniai junginiai
yra silpnai sulaikomi ir beveik neatskiriami. Sumazinus ACN koncentracija
(ACN:H,0 30:70 v/v) skiriamoji geba Siek tiek pageréja, taciau, dél susilpnéjusios
judrios fazes eliucinés jégos, HMIM ir OMIM yra stipriai sulaikomi, o juy smailés
smarkiai iSsipleCia. Dar sumazinus ACN koncentracija (ACN:H,O 20:80 v/v),
pasiekiamas pilnas visy SeSiy imidazolio katijony atskyrimas. Taciau §iuo atveju
atskyrimo trukmeé siekia mazdaug 50 min (pilna chromatograma nepateikta).

Papildomai iStyréme judrios fazés pH itaka imidazolio katijony sulaikymui.
Judrios fazés pH buvo kei¢iamas intervale 3,0-7,0, naudojant fosforo
rugsties/amonio fosfato ir acto rugsties/amonio acetato buferinius tirpalus
(5 mmol/L). Nustatyta, kad judrios fazés pH beveik neturi itakos imidazolio
katijony atskyrimo charakteristikoms. Visais atvejais anali¢iy sulaikymo trukmiy
ir smailiy efektyvumuy pokyc¢iai buvo nereikSmingi (<10 %). Todé¢l tolimesni
tyrimai buvo atliekami nenaudojant buferinio tirpalo judrioje fazéje.

IS 3.4 pav. pateikty rezultaty matyti, kad nors imidazolio katijony atskyrimas
izokratinés eliucijos rezimu yra imanomas, taiau atskyrimo trukmé siekia 50
minuciy, o stipriai sulaikomy anali¢iy smailiy efektyvumas yra labai blogas.
Todéel, kaip ir AFCh, JPCh metode imidazolio katijonams atskirti taip pat biitina
taikyti gradienting eliucija. Optimizavus gradientinés eliucijos salygas, visi tirti
imidazolio katijonai yra atskiriami per 4 min (3.5 pav.). Stipriausiai sulaikomy
hidrofobiniy HMIM ir OMIM katijony smailiy efektyvumas pageréjo beveik
penkis kartus.

Bitina pazyméti, kad gradientinés eliucijos taikymas Siame metode
komplikuotas, kadangi sorbentas yra dinamiSkai modifikuojamas jonuy pory
reagentu. Tokiu atveju, atskyrimo metu keiciant tirpikliy santyki, keiciasi ir
sorbento pavirSiuje adsorbuoto oktansulfonato kiekis. Todél tarp atskyrimo cikly
bitina ilgiau kondicionuoti sorbenta pradine judria faze pusiausvyrai koloné¢léje
pasiekti [135]. PrieSingu atveju, anali¢iy sulaikymo trukmés labai blogai

atsikartoja.  Papildomai buvo ivertintas anali¢iy sulaikymo trukmiy
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atsikartojamumas (n=60) esant identiSkoms gardientinés eliucijos salygoms ir
skirtingai kolonélés kondicionavimo tarp atskyrimo cikly trukmei: 3, 5, 10 ir
15 min. Nustatyta, kad jau po 5 min pusiausvyra kolonél¢je nusistovi, o visy
imidazolio katijony sulaikymo trukmiy santykiniai standartiniai nuokrypiai
nevirSija 0,2 %. Taigi, atliekant imidazolio katijony atskyrima JPCh metodu, tarp
analizés cikly maziausiai 5 min biitina kondicionuoti kolonélg, o viso atskyrimo
ciklo trukmé siekia 10 min. Nors Siame darbe buvo naudojamas UV detektavimas,
atsizvelgiant { pastaraisiais metais smarkiai populiaréjanti masiy spektrometrinio
detektoriaus taikyma, biitina jvardinti pagrindini JPCh metodo trikuma: jony pory

reagento panaudojimas yra nesuderinamas su masiy spektrometriniu detektoriumi.
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3.5 pav. Imidazolio katijony atskyrimas JPCh metodu naudojant gradienting
eliucija. Kolon¢lé: Acquity UPLC BEH C18. Judri fazé¢ A: 1 mmol/L vandeninis
NaOS tirpalas; judri fazé¢ B: 1 mmol/L NaOS ACN:H,O 90:10 (v/v) miSinyje.
Linijinis gradientas: 15% —60% B per 4 min. Tékmés greitis - 0,25 mL/min.

3.1.3. Hidrofilinés saveikos chromatografija

Kaip buvo minéta literatiros apzvalgoje, HILIC metode atskyrimas vyksta

ant poliniy stacionariy faziy su maziau poline judria faze (dazniausiai
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vandens/acetonitrilo misSiniu). Tam, kad buty uztikrinta hidrofiliné saveika,
didziaja dali (>60 %) judrios fazés turi sudaryti ACN, o likusia — vanduo [89].
Imidazolio katijonams atskirti pasirinkome dvi HILIC metodui skirtas
kolonéles. Acquity BEH HILIC kolonélé uzpildyta gryno silikagelio sorbentu, o
Acquity BEH Amide — amido funkcinémis grupémis modifikuotu silikageliu.
BEH sorbentuose dalis (~30 %) silanoliniy ir siloksaniniy funkciniy grupiy yra
pakeistos etileno tilteliais (3.6 pav.), tod¢l tokie sorbentai Zymiai atsparesni

hidrolizei auksStesnése temperatiirose bei pasizymi platesniu darbiniu pH intervalu.
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3.6 pav. BEH HILIC ir BEH Amide sorbenty struktiiros.

Sorbentams palyginti pasirinkome iprasting HILIC metodui judria fazg —
5 mmol/L amonio formiato buferi (pH 3,2) ACN:H,O (90:10 v/v) miSinyje.
Imidazolio katijony standartinio mi$inio chromatogramos palygintos 3.7 pav.
Naudojant tiek amido, tiek silikagelio sorbenta imidazolio katijonai yra pilnai
atskiriami izokratinés eliucijos rezime. Abiem atvejais gaunamas geras smailiy
simetriSkumas ir efektyvumas. Taciau silikagelio sorbentu imidazolio katijonai
sulaikomi beveik dvigubai stipriau. Galimos kelios stipresnio sulaikymo
priezastys. Nemodifikuotas silikagelis yra poliskesnis uz amidu modifikuota
silikageli, tod¢l jo pavirSiuje gali susidaryti storesnis adsorbuoto vandens
sluoksnis. Tai padidina sistemos faziy tiiriy santyki, o tuo paciu sustiprina anali¢iy

sulaikyma. Kita galima stipresnio sulaikymo priezastis - silikagelio sorbento
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pavir§iuje yra Zzymiai didesnis silanoliniy grupiy skaicius, todél sustipréja
papildoma jony mainy saveika tarp katijoniniy anali¢iy ir disocijavusiy silanoliny
grupiy. Atsizvelgiant i stipresni sulaikyma, tolimesniems tyrimams buvo

pasirinkta BEH HILIC kolon¢le.
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3.7 pav. Imidazolio katijony miSinio atskyrimas HILIC metodu Acquity BEH
HILIC ir Acquity BEH Amide kolon¢lése. Judri fazé: 5 mmol/L amonio formiato
(pH 3,2) ACN:H,0 90:10 (v/v) miSinyje. Tékmes greitis - 0,5 mL/min.

3.8 pav. pateikta anali¢iy sulaikymo trukmiy priklausomybé nuo ACN/H,0
santykio judrioje fazéje. Siekiant eliminuoti buferio itaka, tyrimas buvo
atlickamas naudojant judrias fazes be buferio. Mazinant acetonitrilo koncentracija
judrioje fazéje, imidazolio katijony sulaikymas silpnéja bei mazéja juy skiriamoji
geba. Esant 50-60 % ACN koncentracijai analités yra beveik nesulaikomos ir
neatskiriamos. Rezultatai rodo, kad tiriamoje sorbentas/judri fazé sistemoje
vanduo pasizymi stipresne nei ACN iSstimimo jéga. Tokia priklausomybe
budinga tiek HILIC, tiek ir normaliy faziy adsorbcinés chromatografijos

metodams. Taciau peré¢jus prie 100 % ACN judrios fazés (rezultatai nepateikti),
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anali¢iy sulaikymo trukmeés drastiskai sumazéjo (iki ~0,6-0,8 min). Jei atskyrimas
vykty adsorbcinés normaliy faziy chromatografijos mechanizmu, gryname
acetonitrile analiiy sulaikymas turéty dar labiau sustipréti. Tuo tarpu HILIC
rezime atskyrimas vyksta pasiskirstymo mechanizmu: silikagelio sorbento
pavir§iuje susidarantis adsorbuoto vandens sluoksnis atlieka skystos nejudrios
fazés vaidmenj, o analités atskiriamos déka nevienodo juy pasiskirstymo tarp
stacionaraus adsorbuoto vandens sluoksnio ir maziau polinés judrios fazes. Taigi,
visiSkai paSalinus vandeni i§ judrios fazés atskyrimo mechanizmas keiciasi i$
HILIC i adsorbcini, todél drastiSkai sumazéja imidazolio katijony sulaikymo

trukmés.

50 55 60 65 70 75 80 85 90
ACN, %

3.8 pav. Imidazolio katijony sulaikymo trukmiy priklausomybé nuo acetonitrilo
koncentracijos judrioje fazéje. Koloné¢lé: Acquity UPLC BEH HILIC. Tékmés
greitis — 0,5 mL/min.

Deja, nepriklausomai nuo ACN koncentracijos judrioje fazéje, visy anali¢iy
smailés labai iSplitusios ir nesimetriSkos. Tai susij¢ su papildoma jony mainy
saveika tarp katijoniniy anali¢iy ir neigiamy silanoliniy grupiy. Nepageidautina

jony mainy saveika susilpninama arba visiskai eliminuojama papildomai pridedant
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1 judria faze elektrolito (dazniausiai amonio acetato arba formiato), jony poras su
katijoninémis analitémis sudarancio junginio ir/arba pariigStinant judria fazg.
Toliau buvo tiriama amonio formiato (pH 3,2) koncentracijos judrioje fazéje
itaka imidazolio katijony sulaikymui. IS 3.9 pav. pateikty rezultaty matyti, kad
didinant amonio formiato koncentracija anali¢iy sulaikymas silpnéja. Ypac ryskus
sulaikymo silpnéjimas nustatytas keiciant buferio koncentracija intervale nuo 1 iki

5 mmol/L.

3.5 5
—O— OMIM
—@— HMIM
—{J—BMIM
—=— PMIM
—>—EMIM

—8—DMIM
2.5 4
£
S
L

1.5 4

!

10 15 20
¢ (HCOONH, ), mM

I

3.9 pav. Imidazolio katijony sulaikymo trukmiy priklausomybé nuo amonio
formiato koncentracijos judrioje fazéje. Kolonélé: Acquity UPLC BEH HILIC.
Judri fazé: skirtinga amonio formiato (pH 3,2) koncentracija ACN:H,O 85:15
(v/v) miSinyje. Tékmés greitis — 0,5 mL/min.

Be to amonio formiato priedas judrioje faz¢je pagerino anali¢iy smailiy
simetriSkuma ir efektyvuma. Tai iliustruoja 3.10 pav. palygintos dviejy imidazolio
katijony smailés, gautos judrioje fazéje be buferio ir su 10 mmol/L. amonio

formiato priedu. Joninés jégos didinimas susilpnina antrines elektrostatines

saveikas (pvz., jony mainus) tarp analités ir silanoliniy grupiy sorbento pavirSiuje.



DMIM

DMIM

N

Be amonio formiato 10 mmol/L
amonio formiato

BMIM

3.10 pav. Amonio formiato itaka smailiy efektyvumui.

Geriausias atskyrimas pasiektas naudojant 85:15 (v/v) ACN:H,0 judria faze
su 5 mmol/L amonio formiato (pH 3,2) buferio priedu (3.11 pav.). HILIC metodu
izokratinémis salygomis visi $esi imidazolio katijonai efektyviai atskiriami per 2
min.

0.034

PMIM EMIM
BMIM DMIM

Absorbcija (210 nm)

0.00 1.00 2.00
min

3.11 pav. Imidazolio katijony mi$inio atskyrimas izokratinémis salygomis HILIC
metodu. Kolonélé: Acquity UPLC BEH HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L amonio
formiato (pH 3,2) ACN:H,O (85:15 v/v) miSinyje. Tékmés greitis — 0,5 mL/min.
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3.1.4. Metody palyginimas

Atlikti tyrimai parodé, kad imidazolio katijonai gali buti atskiriami trimis
skys¢iy chromatografijos variantais — AFCh, JPCh ir HILIC. Lyginant su anks¢iau
Sia tema publikuotais darbais, galime konstatuoti, kad naudojant UESCh gaunami
net iki 25 karty greitesni bei zymiai efektyvesni atskyrimai, nei analogiSkais ESCh
variantais [82].

3.2 lentel¢je palygintos optimizuoty UESCh metody charakteristikos. Vienas
i§ pagrindiniy AFCh ir JPCh metody trukumy yra smarkiai besiskiriantis
nevienodo poliskumo analic¢iy saveikos su sorbentu stiprumas. Polinés analités yra
silpnai sulaikomos ir daznai blogai atskiriamos, tuo tarpu hidrofobinés analites yra
sulaikomos labai stipriai, todél Siems metodams bitinas gradientinés eliucijos
rezimas. Gradientiné eliucija labiau apsunkina operatoriaus darba, jai reikalinga
brangesné iranga ir grynesni tirpikliai, be to Sis metodas imlesnis klaidoms.
Taciau net ir gradientinés eliucijos rezime imidazolio katijony atskyrimo trukmés
3-5 kartus didesnés, o smailiy efektyvumai néra geresni nei juos atskiriant
izokratinémis salygomis HILIC metodu. Reik§mingas JPCh metodo trikumas yra
2-3 kartus ilgesnis dinamiSkai jony pory reagentu modifikuojamo sorbento
paruoSimas analizei. Galiausiai, dél mazai lakaus NaOS priedo judrioje fazéje
JPCh metodas visiskai nesuderinamas su MS detektoriumi.

3.2 lentelé. Imidazolio katijony atskyrimo ultraefektyviosios skysciuy
chromatografijos metodais palyginimas.

Atskyrimo Efektyvumas
Metodas .. (teoriniy léksteliy Trikumai
trukmé€, min o
skai¢ius N)
AFCh 6 min (1183%%158{;50) Biitinas gradientas.
Nesuderinamas su MS
' Geras detektoriur'ni‘. .
JPCh 10 min (8000-12000) Ilgas sorbento kondicionavimas
pries analizg (50-60 min).
Biitinas gradientas.
. Labai geras
HILIC 2 min (17000-18000) i
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Akivaizdu, kad imidazoliy katijonams atskirti tinkamiausias yra HILIC
metodas. Be jau paminéty privalumy reikéty pazyméti, kad dél puikaus judrios
fazés lakumo (didelis kiekis ACN ir naudojami lakiis buferiniai tirpalai) $is
metodas idealiai tinka apjungimui su MS detektoriais. Be to, Zymiai mazesné
HILIC metode naudojamy judriy faziy klampa (daug ACN) leidzia greitinti

atskyrima didinant judrios fazés tekéjimo greiti.

3.2. Imidazolio katijony chromatografinés elgsenos hidrofilinés saveikos

chromatografijoje tyrimas

Hidrofilinés saveikos chromatografijoje anali¢iy sulaikymo mechanizmas yra
paremtas pasiskirstymu tarp judrios fazés ir dinamiskai imobilizuoto hidrofilinio
vandens sluoksnio sorbento pavirSiuje (3.12 pav.). Taciau paskutiniu metu atlikty
tyrimy rezultatai rodo, kad HILIC sulaikymo mechanizmas yra Zymiai
sudétingesnis. Be tradicinio pasiskirstymo tarp dvieju skysCiy, analités gali
saveikauti su sorbento pavirSiumi susidarant vandeniliniam rySiui, vykstant jony
mainams ir netgi hidrofobinei saveikai. Kokia saveika bus dominuojanti priklauso

nuo analités bei sorbento prigimties ir netgi nuo judrios fazés sudéties [112].

3.12 pav. Imidazolio katijony atskyrimas ant BEH silikagelio sorbento HILIC
metode pasiskirstymo mechanizmu.
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Kitas svarbus faktas yra tai, kad sulaikymo mechanizmas HILIC metode néra
pastovus ir gali keistis keiCiant eksperimento salygas. Ilga laika buvo manoma,
kad kai vandens koncentracija HILIC judrioje faz¢je padidinama iki >40 %,
analités yra nebesulaikomos, nes sistemoje nebesusidaro dvi skirtingo poliSkumo
skystos fazés (stacionari adsorbuoto vandens ir judri HyO/ACN). Taciau neseniai
buvo nustatyta, kad baziniams junginiams ant silikagelio sorbento budinga taip
vadinama ,,U* formos sulaikymo trukmiy nuo ACN/H,O santykio judrioje faz¢je
priklausomyb¢ [91]. Didinant H,O koncentracija, baziniy anali¢iy sulaikymas
silpnéja, pasiekia minimuma esant 50:50 H,O:ACN (v/v), taiau toliau didinant
vandens kieki anali¢iy sulaikymas vél pradeda stipréti, bei pasikeic¢ia analiCiy
eliucijos tvarka. Tai netipiSkas atvejis, unikalus tuo, kad naudojant ta pati sorbenta
ir keiCiant tik judrios fazés tirpikliy santyki, analités gali biiti sulaikomos
hidrofiliSkumo stipréjimo (daug ACN) arba silpnéjimo (daug H,O) tvarka. Tokia
HILIC sistema, kai naudojama vandeniu prisotinta judri fazé, Sandra su kolegomis
pavadino vandenine skys¢iy chromatografija (angl. per aqueous liquid
chromatography, PALC) [136]. Ivertinus tai, kad Sis HILIC variantas apskritai dar
nebuvo i§samiau tyrinétas, buvo idomu istirti ir palyginti imidazolio katijony
chromatografing elgsena hidrofilinés saveikos chromatografijoje, naudojant
vandeniu prisotinta (PALC rezimas) ir acetonitrilu prisotinta (tradicinis HILIC
rezimas) judrias fazes. Siame darbo etape tyrimai buvo atlickami su visais dvylika
komerciskai prieinamy imidazolio grupés joniniy skysciy (1.1 lentel¢). Tyrimams

buvo naudotas BEH HILIC hibridinis silikagelio sorbentas (3.6 pav.).

3.2.1. Acetonitrilo koncentracijos jtaka

Pirmiausiai iStyréme ACN:H,O santykio judrioje fazé¢je itaka imidazolio
katijony sulaikymui. ACN kiekis vandenyje buvo kei¢iamas nuo 5 % iki 90 %
(v/v). Elektrostatiniy saveiky tarp imidazolio katijony ir disocijavusiy silanoliniy

grupiy susilpninimui, i judria faz¢ buvo pridedama 5 mmol/L. amonio formiato
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(pH 3,2) buferio. Anali¢iy sulaikymas buvo vertinamas sulaikymo faktoriumi &
(zitr. darbo metodingje dalyje), kuris geriau charakterizuoja sistema lyginant
atskyrimus  skirtinguose  rezimuose.  Siekdami  iSvengti = papildomo
chromatografiniy zony iSsiplétimo deél tirpikliy nesuderinamumo, analites
tirpinome ACN:H,O miSiniuose, atitinkanc¢iuose konkrecios judrios fazés sudéti.
Tyrimo rezultatai keturiems imidazolio katijonams pavaizduoti 3.13 pav.
AnalogiSkos priklausomybés nustatytos ir likusioms analitéms. Gauta ,,U* formos

sulaikymo faktoriy priklausomybé nuo tirpikliy tiiriy santykio judrioje fazéje.

0 20 40 60 80 100
ACN, %

3.13 pav. Acetonitrilo koncentracijos judrioje fazéje jtaka imidazolio katijony
sulaikymui. Kolonélé: Acquity UPLC BEH HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L. amonio
formiatas (pH 3,2) ACN:H,0 miSinyje. Tékmés greitis - 0,5 mL/min.

Kaip jau buvo parodyta ankstesniame skyriuje, didinant ACN kieki HILIC
rezime (>50 % ACN) anali¢iy sulaikymas tolygiai stipréja. Sioje srityje
imidazolio katijonai sulaikomi hidrofiliSkumo stipré¢jimo tvarka, o vanduo
pasiZzymi stipresne i§stimimo jéga uz acetonitrila. Tai ir yra pagrindinis atskyrimo

HILIC mechanizmu pozymis. Kai ACN koncentracija judrioje fazéje sumazinama
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iki ~30-50 %, analités tampa beveik nesulaikomos ir neatskiriamos. Toliau
mazinant ACN kieki (PALC rezimas), katijony sulaikymas vél pradeda stipréti.
Idomu tai, kad kai ACN koncentracija judrioje fazé¢je mazesné uz 30 %, pasikeicia
anali¢iy eliucijos tvarka bei judrios fazés tirpikliy isstimimo jéga. Sioje srityje
ACN isstimimo jéga jau stipresné uz vandens, o anali¢iy sulaikymas stipréja,
stipréjant jy hidrofobiSkumui. Tai rodo, kad PALC rezime pasikeité analiciy
saveikos su sorbentu mechanizmas. Greiciausiai i§ hidrofilinés saveikos jis
pasikeicia | hidrofobing saveika.

Norédami detaliau iSsiaiSkinti adsorbcijos ar pasiskirstymo mechanizmas
lemia imidazolio katijony sulaikyma PALC ir HILIC salygose, gauty rezultaty
analizei pritaikéme pasiskirstymo ir adsorbcijos modelius. Yra nustatyta [137,
138] kad, jei sulaikymo mechanizmas yra paremtas (idealiomis salygomis) tik

pasiskirstymu, sulaikymas apraSomas lygtimi:
logk =logk,—S¢p @3.1)

kur k — analités sulaikymo faktorius; k, — silpnesne eliucine geba pasizymincio
judrios fazeés tirpiklio sulaikymo faktorius, ¢ - stipresne eliucine geba
pasizymincio tirpiklio tiirio dalis judrioje fazgje, S - tiesinés log k priklausomybés
nuo ¢ polinkio koeficientas [139].

Jei anali¢iy sulaikymas vyksta tik adsorbcijos mechanizmu, jis apraSomas
analités sulaikymo priklausomybe nuo stipresne eliucine geba pasizymincio
tirpiklio B tiirio dalies ¢ judrioje faz¢je, iSreiksta lygtimi:

A
logk =logk, —n—Sloggo (3.2)

B
kur £ — analités sulaikymo faktorius; kg — analités sulaikymo faktorius esant tik
tirpikliui B judrioje fazéje, ¢ - stipresne eliucine geba pasizymincio tirpiklio tiirio
dalis judrioje fazéje, A ir ng — sorbento pavirSiaus plotai, kuriuos atitinkamai

uzima adsorbuota analités molekulé ir tirpiklio B molekulé [139].
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Tiesinés log k priklausomybeés nuo ¢ rodo anali¢iy sulaikyma pasiskirstymo
mechanizmu, o tiesinés log k priklausomybés nuo log ¢ — sulaikyma adsorbciniu
mechanizmu.

3.14 pav. pateiktos abiejy tipy priklausomybés, gautos keturiems imidazolio
katijonams HILIC salygose, kur stipresne eliucine geba pasizymi H,O. Nors
literatiiroje dominuojantis anali¢iy sulaikymo mechanizmas HILIC metode yra
priskiriamas pasiskirstymui, tyrimo rezultatai imidazolio katijonams to

nepatvirtino (gautos netiesinés log k — @y, priklausomybés 3.14a pav.).

a) 1.5+ b) 15+
—%— DMIM )
—— PMIM —— DMIM
~—&— HMIM —— PMIM
—&— OMIM —— HMIM
—— OMIM
14 14 e
0.5 4 0.5 4
=< x
8 g
0+ 04
-0.5 4 054
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3.14 pav. Imidazolio katijony sulaikymo (log k) priklausomybés nuo vandens
turio dalies ¢(a) ir nuo log ¢ (b) judrioje fazéje HILIC salygose.

Be to (3.14b pav.), esant palyginti mazam vandens kiekiui (5-20 %) judrioje
fazéje, gaunamos tiesinés log k£ — log ¢ priklausomybés (R > 0,996), liudijancios
apie Siose salygose dominuojancius adsorbcijos procesus.

Labai panasiis rezultatai gauti ir PALC salygose, kur stipresne eliucine geba
pasizymi ACN (3.15 pav.). Ir Siuo atveju abiem sulaikymo modeliams gautos
priklausomybés rodo sulaikyma miSriu mechanizmu, kuriame dominuoja

adsorbciniai procesai. Taigi, tiek HILIC, tiek ir PALC salygose imidazolio
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katijony sulaikymas negali buti apraSytas nei grynu pasiskirstymo, nei grynu

adsorbciniu mechanizmu.

a) 0.5 - b) 0.5 4

log k
log k

-0.54 -0.5 4

T T T T T T 1 - T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 -1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 04

Pacn log Peen

3.15 pav. Imidazolio katijony sulaikymo (log k) priklausomybés nuo ACN tiirio
dalies ¢(a) ir nuo log ¢ (b) judrioje fazéje PALC salygose.

Neseniai Liang su bendraautoriais [93] anali¢iy sulaikymui HILIC metode

aprasyti pasitlé iSplésting lygti:

Ink = a+bln(0+0(p (3.3)
kur ¢- stipresne eliucine geba pasizymincio tirpiklio tiirio dalis judrioje fazeje;
a - konstanta, susijusi su molekuliniu analités tiiriu; b — koeficientas, aprasantis
tiesioging analités ir sorbento saveika; ¢ — koeficientas, apraSantis analités ir
judrios fazés saveika.

Sis modelis apjungia ir analité — judri fazé, ir analité — sorbentas saveikas bei
ivertina ju indé¢li anali¢iy sulaikymui, todél geriau apraso misriu mechanizmu
vykstant] atskyrima. 3.16 pav. pateiktos sulaikymo faktoriaus priklausomybeés nuo
stipresnio eliuento tiirio dalies judrioje fazéje keturiems imidazolio katijonams,
aproksimuotos pagal 3.3 lygti HILIC ir PALC metodams. Apskaiciuotos lygties
koeficienty (a, b ir ¢), apraSanciy atitinkamas analiiy saveikas, vertés ir gauty In &

priklausomybiy nuo stipresnio eliuento judrioje fazéje dalies koreliacijos
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koeficientai pateikti 3.3 lenteléje. IS gauty rezultaty matome, kad 3.3 lygtis gerai
apraso anali¢iy sulaikyma tiek PALC, tiek ir HILIC rezime. Visiems 12-ai
katijony, i§skyrus DMIN PALC rezime, koreliacijos koeficientai R > 0,996.

a) . b)

0.5+

In k

-25 T T T T T T T T -2 T T T T 1
005 01 015 02 025 03 035 04 0 0.1 02 03 04 05

@ AcN ¢ H0

3.16 pav. Sulaikymo faktoriaus (In k) priklausomybés nuo stipresnio eliuento tiirio
dalies judrioje fazéje, aproksimuotos pagal 3.3 lygti PALC (a) ir HILIC (b)
metodams.

3.3 lentelé. ISpléstines lygties (3.3) koeficienty (a, b ir ¢), aprasanciy analités
saveikas vertés ir In k priklausomybiy nuo stipresnio eliuento turio dalies judrioje
fazéje koreliacijos koeficientai.

Imidazolio HILIC PALC

katijonas a b c R a b c R

DMIM -2,965 | -1,901 0,982 [ 0,9995 | -4,151 | -0,850 [ 3,608 0,9788

PMIM -3.503 | -1.941 1,804 | 0,9994 | -3,842 [ -1,045 | 2,529 0,9965

HMIM -4.114 | -2,020 | 2,230 | 0,9991 | -4,460 [ -1,605 | 2,350 0,9974

OMIM -4,207 | -2,012 1,972 | 0,9991 | -3,244 | -1,430 | -0,888 0,9991

Apibendrinant pateiktus rezultatus galime konstatuoti, kad imidazolio

katijonai ir HILIC, ir PALC salygose yra sulaikomi miSriu mechanizmu.
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Silikagelio pavirSiuje susidarantis vandens sluoksnis neapsaugo nuo tiesioginés
analités saveikos su sorbentu. Imidazolio katijonai gali prasiskverbti per vandens
sluoksni ir tiesiogiai saveikauti su silikagelio pavirSiumi. Atsizvelgdami i tai, kad
miusy analité turi teigiama kriivi, o stacionarios fazés pavirSiuje yra silanoliniy
grupiy, galime daryti i§vada, kad imidazolio katijony sulaikymui HILIC ir PALC
metodais gali turéti itakos ir joninés saveikos. Tolimesnis tyrimas skirtas
iSsiaisSkinti jony mainy itaka imidazolio katijony sulaikymui abiejuose metoduose

(PALC ir HILIC).

3.2.2. Judrios fazés pH jtaka

Yra Zzinoma, kad atskiriant organinius katijonus atvirkS§¢iy faziy
chromatografijos metodu, dél sorbento silanoliniy grupiy jonizacijos slopinimo,
zymiai geresnis smailiy efektyvumas ir simetriSkumas pasiekiamas su
partigStintomis judriomis fazémis [92]. Judrios fazés pH ijtaka imidazolio katijony
chromatografinei elgsenai buvo tiriama PALC (2,5% ACN) ir HILIC (90% ACN)
rezimuose esant dviem judrios fazés pH vertéms — 3,2 (5 mmol/L amonio
formiato buferinis tirpalas) ir 6,5 (5 mmol/L amonio acetato buferinis tirpalas).
Tyrimy rezultatai visiems dvylikai imidazolio katijony susisteminti 3.4 lentel¢je.
PALC rezime su neutralia (pH 6,5) judria faze duomenys OMIM katijonui
nepateikti, kadangi Siose salygose jis stipriai sulaikomas, jo smailé labai iSplitusi,
todel kompiuteriné programa neskaiciavo reikiamy charakteristiky.

Tyrimy rezultatai rodo, kad tieck PALC, tiek ir HILIC salygose, imidazolio
katijony sulaikymas stipresnis esant didesnei judrios fazés pH vertei. Didinant
judrios fazés pH, sorbento pavirSiuje esancios silanolinés grupés deprotonizuojasi,
dél to jo pavirSiuje padidéja neigiamy kriiviy tankis ir sustipréja jony mainy
saveika. Taciau palyging abu metodus matome, kad HILIC rezime padidinus
judrios fazés pH, anali¢iy sulaikymo faktoriai padidéjo ~1,6—1,8 kartus, kai tuo

tarpu PALC rezime esant pH 6,5 anali¢iy sulaikymo faktoriai net ~3,5-5,0 kartus
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didesni nei esant pH 3,2. Akivaizdu, kad HILIC rezimas maziau jautrus pH
pokycCiams ir tai, greiiausiai, susij¢ su zymiai didesne ACN koncentracija judrioje
fazéje HILIC metode. SkysCiu chromatografijoje iprasta matuoti judrios fazés
vandeninés dalies pH, o iSmatuota vert¢ pateikti kaip galutinés judrios fazés (su
atitinkamo organinio tirpiklio priedu) pH. Be abejo, pridéjus { vandenini buferio
tirpala organinio tirpiklio, gauto misinio reali pH verté pasikei¢ia. Kuo didesnis
organinio tirpiklio kiekis judrioje faz¢je, tuo smarkiau pasikeicia galutinés judrios
fazés pH verté [140, 141]. Taigi, dél nevienodos ACN koncentracijos PALC ir
HILIC judriose fazése, ju realus pH taip pat tur¢jo skirtis. Be to, silikagelio
sorbento silanoliniy grupiu pK, verté taip pat priklauso nuo kontaktuojancio su juo
tirpalo sudéties: jam kontaktuojant su ACN prisotinta judria faze pK, bus didesné

nei kontaktuojant su analogiska vandenine judria faze.

3.4 lentelé. Imidazolio katijony chromatografinés charakteristikos* nustatytos
PALC ir HILIC metoduose esant dviem judrios fazés pH vertéms.
PALC HILIC

Analités pH 3,2 pH 6,5 pH 3,2 pH 6,5
k N | A, k N A k N As k N As
CMMIM | 0,2 | 5100 |1,2 | 1,0 | 4200 | 1,3 | 3,2 | 18100 | 1,2 | 5,4 | 17500 | 0,9
HEMIM | 0,3 | 5200 | 1,4 | 1,4 | 4800 | 1,5 | 5,3 | 17600 | 1,2 | 9,2 | 16800 | 1,3
DMIM | 0,4 | 5500 |1,4 | 1,9 | 4800 | 1,5 | 4,6 | 18800 | 1,2 | 7,7 | 17200 | 1,3
EMIM | 0,6 | 5200 |1,5 | 2,8 | 4500 | 1,7 | 3,8 | 20000 | 1,1 | 6,3 | 18900 | 1,1
T™™IM | 0,6 | 5100 | 1,5 | 2,7 | 4700 | 1,8 | 4,2 | 18900 | 1,2 | 6,9 | 18100 | 1,1
PMIM | 1,0 | 4400 | 1,8 | 3,9 | 4100 | 2,1 | 3,2 | 19400 | 1,1 | 5,3 | 18300 | 1,0
EDMIM | 1,0 | 4500 | 1,8 | 4,0 | 3800 | 2,2 | 3,5 | 18500 | 1,1 | 5,9 | 18300 | 1,1
BMIM | 1,5 | 4300 (2,0 | 5,8 | 2500 | 2,7 | 2,7 | 19000 | 1,1 | 4,5 | 17900 | 1,0
DMPIM | 1,5 | 3900 |2,1 | 5,9 | 2700 | 2,6 | 3,0 | 18600 | 1,0 | 4,9 | 18100 | 1,0
BDMIM | 2,2 | 3600 (2,1 | 83 | 2100 | 3,3 | 2,5 | 18200 | 1,0 | 4,4 | 17400 | 0,9
HMIM (3,2 | 2100 |2,4 | 10, | 860 | 3,9 | 2,1 | 19500 | 1,0 | 3,6 | 18700 | 0,9
2
OMIM |73 | 1200 |2,9 - - - 1,9 | 18500 | 0,9 | 3,1 | 17200 | 0,9

*sulaikymo faktorius (k), efektyvumas (V) ir smailiy asimetriSkumo faktorius (4;)
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Be abejo, jony mainy jtaka baziniy junginiy sulaikymui priklauso ne tik nuo
silanoliniy grupiy jonizacijos laipsnio, bet ir nuo pacios analités kriivio. Todél
visai tikétina, kad dél mazesnés dielektrinés konstantos HILIC judrioje fazéje
sustipréja anali¢iy asociacija su buferio anijonais, sumazinanti efektyvy ju kriivi.

IS lenteleje pateikty rezultaty matyti, kad PALC rezime judrios fazés pH
itakoja imidazolio katijony smailiy efektyvuma bei simetriSkuma: padidinus
judrios fazés pH, visy anali¢iy smailiy efektyvumas sumazéjo, o asimetriSkumo
faktoriai padidéjo. Taciau ryskus smailiy efektyvumo/simetriSkumo kitimas
registruojamas ir esant tai paciai judrios fazés pH vertei. Pavyzdziui, esant pH 3,2
silpniausiai sulaikomo CMIM efektyvumas siekia 5100 teoriniy lékSteliy, o
As-1,2, tuo tarpu stipriausiai sulaikomo OMIM — efektyvumas tik 1200 teoriniy
1eksteliuy, o A5 — 2,9. AnalogiSka tendencija nustatyta ir neutralioje judrioje fazéje.
Taigi akivaizdu, kad smailiy efektyvumas/simetriSkumas PALC rezime priklauso
ne nuo judrios fazés pH, bet nuo anali¢iy sulaikymo stiprumo. Tai patvirtino
papildomas eksperimentas, kurio metu PALC rezime matavome pasirinkty
anali¢iy smailiy efektyvumus/asimetriSkumus esant pH 3,2 ir 6,5 taip parinktose
judriose fazése (t.y. keisdami ACN:H,O santyki judrioje fazéje), kad tos pacios
analités sulaikymo faktoriai esant skirtingoms pH vertéms reikSmingai nesiskirty.
Nustatéme, kad Siuo atveju tai paciai analitei esant skirtingoms pH vertéms gauti
smailiy efektyvumai ir asimetriSkumo faktoriai buvo panasiis arba netgi truputi
geresni neutralioje judrioje fazéje. Tai irodo, kad skirtinga imidazolio katijony
smailiy efektyvuma/asimetriSkuma PALC salygomis, esant skirtingoms judrios
fazés pH vertéms, lemia méginio perkrova kolonéléje, kuri Zymiai stipriau
pasireiskia esant didesniems anali¢iy sulaikymo faktoriams. Toks pat efektas buvo
nustatytas atskiriant bazinius junginius AFCh metodu [142].

HILIC salygose visy anali¢iy smailés pasizymejo puikiu efektyvumu ir
simetriSkumu tiek neutralioje, tiek rugscioje judriose fazése. Labiau hidrofobiniy

(silpniau sulaikomy) katijony smailés buvo su labai nezymiai iSplitusiu frontu, tuo
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tarpu stipriau sulaikomy hidrofiliSkesniy katijony smailés turéjo nedideles

,uodegas®.

3.2.3. Buferinio tirpalo koncentracijos jtaka

Chromatografinio atskyrimo, pagristo jony mainy saveika, metu analiciy
sulaikymas silpnéja didinant druskos (tiksliau, konkuruojancio jono) koncentracija
judrioje fazéje. Sulaikymo faktoriaus priklausomybé nuo konkuruojancio jono
koncentracijos  judrioje  faz¢je katijoninéms analittms jony mainy

chromatografijoje apraSoma lygtimi:

k = const - ! 3.4
X (3.4)

kur [X'] - konkuruojan¢io katijono koncentracija judrioje fazéje; const —
konkreciai chromatografinei sistemai pastovus dydis, i kurj ieina sorbento jony
mainy talpa bei analités/konkuruojancio jono jony mainy pusiausvyros konstanta.

Jony mainy itaka joniniy anali¢iy sulaikymui chromatografijoje ivertinama
analités sulaikymo faktoriaus priklausomybe nuo konkuruojanc¢io jono
koncentracijos judrioje fazéje atvirkStinio dydzio. Jei atskyrimas vyksta tik jony
mainy mechanizmu, tuomet §i priklausomybé turéty biti ties¢, einanti per
koordina¢iy pradzia, o gautos tiesés polinkis yra proporcingas jony mainy
pusiausvyros konstantai ir krivi turiniy centry (nagrinéjamu atveju —
disocijavusiy silanoliniy grupiy) skaiiui stacionarios fazés pavirSiuje. Tiese,
einanti ne per koordinaCiy pradzia, rodo, kad analit¢ sulaikoma miSriu
mechanizmu [143, 144]. Jei didinant konkuruojancio jono koncentracija judrioje
faz¢je, analiciy sulaikymas nesilpnéja, jony mainai sulaikymo procese apskritai
nevyksta.

Siekiant i$siaiskinti jony mainy indéli imidazolio katijony sulaikymui, buvo

iStirta buferinio tirpalo katijony - amonio jony - koncentracijos itaka analiCiy
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sulaikymui. Dvylika imidazolio katijony buvo tiriami PALC ir HILIC metodais
esant skirtingoms judrios fazés pH (pH 3,2 ir 6,5) vertéms, keiciant [NH,]"
koncentracija judrioje fazéje nuo 2,5 iki 15 mmol/L. 3.17 pav. pavaizduota
amonio jony koncentracijos judrioje fazéje itaka trijy imidazolio katijony (BMIM,

MPIM, TMIM) sulaikymo faktoriams.

a) HILIC b) PALC
8 —o—pH=3.2 BMIM gd | o pH=3.2
—o—pH=6.5 e pH=6.5 BMIM
7 - 71
PMIM 6 4
6 4
TMIM 5 PMIM
5 4
= ™M S 47
4 - TMIM
PMIM 31
3 - f/?/’o/——@ BMIM 5
PN TMIM
2 - 1 o PMIM
O O O BMIM
1 T T T T 0 T T T T
100 200 300 400 100 200 300 400

+ -1
VINH, .M 1NH, ', M

3.17 pav. Amonio jonuy koncentracijos judrioje fazé¢je itaka imidazolio katijony
sulaikymo faktoriams HILIC (a) ir PALC (b) salygomis. Judri fazé: PALC (2,5%
ACN); HILIC (90% ACN); amonio formiato buferis (pH 3,2), amonio acetato
buferis (pH 6,5). Tékmés greitis - 0,5 mL/min.

Visais atvejais didinant [NH,]" katijono koncentracija judrioje fazéje,
anali¢iy sulaikymas silpnéjo. Tai rodo, kad imidazolio katijony sulaikymo procese
vyksta jony mainai. Taciau i§ gauty rezultaty matyti sulaikymo mechanizmo
skirtumai PALC ir HILIC salygose. PALC metode esant abiems pH vertéms
gautos tiesinés priklausomybés (R > 0,988) (3.17b pav.). Abiem atvejais tiesés
eina ne per koordinaciy pradzia. Vadinasi PALC salygose anali¢iy sulaikyma
lemia ne tik jony mainai. Greiciausiai tai yra hidrofobinés ir jony mainy saveiky

miSinys. Be to, 3.17b pav. matyti, kad rtgscioje judrioje fazéje (pH 3,2)
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konkuruojanc¢io jono koncentracijos jtaka sulaikymui jau labai nezymi. Tai
logiska, kadangi sumazinus judrios fazés pH, protonizuojantis silanolinéms
grupéms, jony mainy jtaka neiSvengiamai susilpnéja. Siuo atveju analidiy
sulaikymo procese dominuojantis mechanizmas yra hidrofobiné saveika.

HILIC salygomis abiem atvejais gautos iSgaubtos priklausomybés
(3.17apav.). Zymiai didesnés sulaikymo faktoriaus vertés, gautos neutralioje
judrioje fazéje (pH 6,5), rodo, kad ir Siuo atveju jony mainai Zenkliai jtakoja
imidazolio katijony sulaikyma. Tuo tarpu kai judrios fazés pH=3,2, jony mainy
itaka anali¢iy sulaikymui silpnesné. Netiesinés priklausomybes rodo, kad HILIC
salygose atsiranda papildomas sulaikyma itakojantis veiksnys. Reikeéty atsizvelgti,
kad esant didelei ACN koncentracijai judrioje fazéje, sumaz¢ja judrios fazés
dielektriné¢ konstanta, sustiprinanti jony pory saveikas judrioje fazéje. HILIC
rezime, didinant buferio koncentracija judrioje fazg¢je, sustipréja asocijacija tarp
buferio anijono ir anali¢iy katijony, sumazinanti anali¢iy krivi, o tuo paciu ir ju
sulaikyma.

Triju imidazolio katijony smailiy efektyvumo priklausomybé nuo [NH,]"
koncentracijos PALC ir HILIC metoduose pavaizduota 3.18 pav. HILIC salygose
smailiy efektyvumas esant skirtingoms pH vertéms reikSmingai nesiskyré
(<15 %), todél galima teigti, kad [NH4]" koncentracija néra svarbus veiksnys
atskyrimo efektyvumui Siame metode. PrieSingai PALC metode, abiem atvejais
didinant [NH,]" koncentracija, smailiy efektyvumas didéjo. Maziau rigscioje
judrioje fazé¢je druskos koncentracijos itaka efektyvumui buvo zymiai stipresné.
Padidinus amonio koncentracija intervale 2,5-15 mmol/L (pH 6,5), smailiy
efektyvumas padidéjo mazdaug 3-4 kartus. Tuo tarpu padidinus amonio jonuy
koncentracija tose paciose ribose esant pH 3,2, smailiy efektyvumas padidéjo tik

1,3-1,6 kartus.
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3.18 pav. [NH,'] jonuy koncentracijos judrioje fazéje itaka imidazolio katijony
smailiy efektyvumui.

3.2.4. Rigsties priedy jtaka imidazolio katijony sulaikymui

Skys¢iy chromatografijoje katijoniniy anali¢iy sulaikymui ant atvirk$ciy
faziy sorbenty sustiprinti bei juy smailiy efektyvumui pagerinti i judria fazg daznai
dedamos riigStys [92]. Dazniausiai Siuo tikslu naudojamos judrios fazés su HCIO,
arba TFA rigsciy priedais [130, 131]. Rigstys slopina silanoliniy grupiy
disociacija tuo pagerindamos organiniy katijony smailiy efektyvuma. Be to,
rugsties anijonas veikia kaip jonuy pory reagentas judrioje fazéje, dél to padidéja
organiniy katijony hidrofobiskumas ir sustipré¢ja ju sulaikymas [132, 145]. PALC
salygomis, kaip ir AFCh, analités sulaikomos hidrofobiskumo stipréjimo tvarka,
todél buvo idomu jvertinti rugsc¢iy itaka Siame, dar netyrinétame rezime.

Tyrimams naudojome 1 mmol/L ir 10 mmol/L koncentraciju MSA, TFA ir
HCIO, rugsciy priedus. 3.19 pav. palygintas penkiy imidazolio katijony
atskyrimas PALC salygose naudojant atitinkamuy rags¢iy 10 mmol/L
koncentracijos prieda judrioje fazé¢je. Deja, laukto anali¢iy sulaikymo sustipréjimo
efekto nenustatéme. Lyginant su duomenimis, gautais analogiSkose salygose

amonio formiato buferyje (pH 3,2), visos trys riigStys (1 mmol/L) sumaZzino
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anali¢iy sulaikymo trukmes mazdaug 40-50 %. Tai sietina su silanoliniy grupiy
protonizacijos sustipréjimu. Nezymiai stipresnis analic¢iy sulaikymas (~20-30 %)
nustatytas pridéjus i judria fazg¢ 10 mmol/L atitinkamos rtagsties priedo. Tai rodo,
kad jony pory tarp rigsties anijono ir imidazolio katijony susidarymas vyksta tik

labai nezymiai.

HCIO,4
J\W/\/\_/\ N
TFA
M/\/\‘/\ /\
MSA
= HCOONH
i s =2 = S ¢
' S8 = = = s
o o %
}\ A
052 0.78 1.04 1.30 1.56 1.82 2.08 234 2.60 2.86

min
3.19 pav. Rigsties prigimties itaka imidazolio katijony atskyrimui PALC metodu.
Judri fazé: 10 mmol/L atitinkamos rtgsties ACN:H,O 2,5:97,5 (v/v) miSinyje.
Tekmes greitis — 0,5 mL/min.

Sulaikymo faktoriai ir smailés efektyvumai, priklausomai nuo rugsties
prigimties, nezymiai svyravo (<15 %), taciau akivaizdaus rySio tarp Siy parametry
ir rugsties prigimties nenustatéme. Gauti rezultatai rodo, kad PALC metode
rugsties priedas nepasizymi efektyviu veikimu. Tokias iSvadas patvirtina Wang ir
Carr darbas [146], kuriame nustatyta, kad AFCh metode su labai nedideli ACN
kieki turinciomis judriomis fazémis, anijoniniai priedai beveik neijtakoja arba tik

labai silpnai jtakoja baziniy junginiy sulaikyma.
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HILIC salygose (judri fazé — ACN:H,0O 90:10 (v/v) ir atitinkamos riigsties
priedas) rtgsciy priedy jtaka imidazolio katijony sulaikymui zymiai stipresné

(3.20 pav.).

Aj\\/y B

TFA

MSA
: HCOONH,
s - s = = s
5% : § B -

"

0.54 0.81 1.08 1.35 1.62 1.89 216 2.43 2.70 2.97

min

3.20 pav. Riigsties prigimties jtaka imidazolio katijony atskyrimui HILIC metodu.
Judri fazé: 10 mmol/L atitinkamos riigsties ACN:H,O 90:10 (v/v) miSinyje.
Tekmes greitis — 0,5 mL/min.

Nepriklausomai nuo TFA ir HCIO, koncentracijos anali¢iy sulaikymas
susilpnéjo taip, kad jos tapo beveik nesulaikomos. Anali¢iy sulaikymo faktoriai
svyravo 0,05-0,4 ribose (t.y. buvo ~10-25 karty mazesni nei su amonio formiato
buferiu). Tokios chromatografinés elgsenos paaiskinimas galéty biti tai, kad be
silanoliniy grupiy disociacijos slopinimo, prisotinta acetonitrilu judri faz¢ yra
palanki jonu poruy susidarymui. Jony asociacija sumazina anali¢iy krivi ir
padidina juy hidrofobiskuma, todé¢l anali¢iy sulaikymas susilpnéja. Su MSA priedu
analités sulaikomos stipriau — sulaikymo faktoriaus k vertés svyravo intervale

0,5-1,6. Tai paaiskinama silpnesniu MSA geb¢jimu sudaryti jony poras [147].
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Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti, kad riigs¢iy panaudojimas
atskiriant imidazolio katijonus yra efektyvus tik esant didelei acetonitrilo

koncentracijai judrioje fazéje, t.y. HILIC rezime.

3.2.5. Organinio tirpiklio prigimties jtaka

Remiantis paskutiniu metu publikuotais darbais, galima pastebéti, kad
acetonitrilas yra placiausiai naudojamas HILIC metode [118]. Pakeitus ACN
kitais poliniais organiniais tirpikliais, pabloge¢ja atskyrimas bei efektyvumas.
Taciau miisy ziniomis iki Siol néra atlikty tyrimy, vertinan¢iy organinio tirpiklio
prigimties jtaka PALC rezime. D¢l Sios priezasties triju alkoholiy (metanolio
(MeOH), etanolio (EtOH) ir izopropanolio (i-PrOH) ijtaka imidazolio katijony
atskyrimui buvo tiriama tik PALC salygomis.

Tyrimui buvo naudojama judri faz¢ su 5 mmol/L amonio acetato buferio
(pH 6,5) atitinkamo organinio tirpiklio ir vandens miSinyje 5:95 (v/v). Nustatéme,
kad imidazolio katijony sulaikymo faktoriai didé¢jo tokia seka: i-PrOH < EtOH =
ACN < MeOH (3.21 pav.). Tai atitinka eliuotroping Siy tirpikliy eilg tradicingje
AFCh [109].

Iverting organinio tirpiklio prigimties itaka imidazolio katijony smailiy
efektyvumui nustatéme, kad silpniausiai sulaikomy imidazolio katijony (CMMIM,
HEMIM, DMIM, EMIM, TMIM) efektyvumas skiriasi santykinai nezZymiai
(<25 %), esant skirtingiems tirpikliams judrioje fazéje. Taciau stipriau sulaikomuy,
t.y. maziau hidrofiliniy imidazolio katijony smailiy efektyvumas didéja tokia
tirpikliy seka: MeOH <ACN < EtOH < i-PrOH. Pavyzdziui, pakeitus i-PrOH
metanoliu, EDMIM ir BDMIM junginiams efektyvumas sumazéja atitinkamai 2,1
ir 3,9 karto. Kaip jau buvo minéta anksciau, dél sustipréjusio analiciy sulaikymo
silpnesne eliucine geba pasizymincioje judrioje faz¢je (H,O/MeOH) sustipréja

masés perkrovos efektai ir smailiy asimetriSkumas. Acetonitrilo pakeitimas
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alkoholiais imidazolio katijony atskyrimo atrankumo PALC rezime reikSmingai

neijtakojo.
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3.21 pav. Organinio tirpiklio prigimties jtaka imidazolio katijony sulaikymo
trukméms PALC metode. Judri fazé: 5 mmol/L amonio acetatas (pH 6,5)
atitinkamo organinio tirpiklio:H,O miSinyje (5:95, v/v). Tékmés greitis — 0,5
mL/min.

Tirpikliy eliuciné geba HILIC rezime priklauso nuo tirpiklio poliSkumo ir
gebéjimo dalyvauti protonuy donoru/protony akceptoriy saveikose. Pavyzdziui,
metanolis yra labai artimas vandeniui polinis tirpiklis, t.y. tieck vanduo, tiek
metanolis pasizymi protony donorinémis savybémis. Todél gebantis sudaryti
stiprius vandenilinius rySius metanolis konkuruoja su vandeniu dél silikagelio
pavirSiaus, tokiu biudu ardydamas vandens sluoksni sorbento pavirSiuje ir
uzimdamas jo vieta. Kiti poliniai alkoholiai (EtOH, i-PrOH) pasizymi panasiomis
tik silpnesnémis protony donorinémis savybémis. Tuo tarpu ACN yra aprotoninis
tirpiklis, nedalyvaujantis protony donorw/akceptoriy saveikose, todé¢l jis sudaro
tinkamas salygas susidaryti stabiliam vandens sluoksniui stacionarios fazés

pavirSiuje ir vykti hidrofilinei saveikai. Taigi, ACN pakeitimas judrioje fazéje

86



poliniu protoniniu tirpikliu tik pablogina atskyrima ir efektyvuma HILIC metode,
o alternatyviy ACN aprotoniniy tirpikliy néra.

Tuo tarpu dalies vandens judrioje fazé¢je pakeitimas poliniu protoniniu
tirpikliu galéty ir teigiamai itakoti anali¢iy sulaikyma, smailiy efektyvuma ir
atrankuma [148]. Norédami tai isStirti, 8% vandens HILIC judrioje fazéje
pakeitéme poliniais tirpikliais (MeOH, EtOH ir i-PrOH). Tyrimui naudojome
judria faz¢ su 5 mmol/L amonio acetato buferio (pH 6,5) atitinkamo organinio
tirpiklio, acetonitrilo ir vandens miSinyje 8:90:2 (v/v/v). Tyrimo rezultatai

penkiems skirtingo poliskumo imidazolio katijonams pavaizduoti 3.22 pav.

15 -
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3.22 pav. Organinio tirpiklio prigimties jtaka imidazolio katijony sulaikymo
trukméms HILIC. Judri fazé: 5 mmol/L amonio acetatas (pH 6,5) atitinkamo
organinio tirpiklio:ACN:H,O miSinyje 8:90:2 (v/v/v). Tékmeés greitis —
0,5 mL/min.

Kaip ir buvo galima tikétis, analiciy sulaikymas stipréjo stipréjant pridedamo
tirpiklio polisSkumui: i-PrOH < EtOH < MeOH < H,O. Silpniausiai imidazolio
katijonai sulaikomi naudojant judria fazeg, kurioje dalis vandens pakeista

izopropanoliu. Tacdiau nei vienu atveju nepasikeité nei anali¢iy eliucijos tvarka,

nei smailiy simteriSkumo laipsnis.
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3.2.6. Kolonélés temperatiiros jtaka

Kolon¢lés temperatiiros itaka anali¢iy sulaikymui skys€iy chromatografijoje
aprasoma Van‘t Hoff*o lygtimi:

lnk=—AH +£+ln<b (3.5)
RT R

kur k£ — analités sulaikymo faktorius; AH° — analités pernaSos tarp faziy entalpijos
pokytis; AS — analités pernasos tarp faziy entropijos pokytis; R — universalioji duju
konstanta; 7'— absoliuti kolonélés temperatiira; @ — faziy turiy santykis kolonéléje.

Kolonélés temperatiira buvo kei¢iama 20-70 °C intervale. Abiem atskyrimo
metodais visiems imidazolio katijonams gautos tiesinés (R>0,99) Van't Hoff*o
priklausomybés (In £ — 1000/T). Tai iliustruoja 3.23 pav. PALC salygose (3.23a
pav.) visy anali¢iy sulaikymas didinant kolonélés temperatira silpné¢ja. Tokia
priklausomybé liudija taip vadinama ,,normalig* anali¢iy elgsena, kuri dazniausiai
stebima atvirk$¢iy faziy chromatografijoje. Toks pat chromatografinis elgesys
buvo nustatytas Dong ir Huang [91], kurie tyré epirubicino ir jo dariniy sulaikymo
mechanizma ant silikagelio sorbento, naudodami vandeniu prisotinta judria fazg.
Taciau juy tyrimo metu gautos Van't Hoff'o kreivés nebuvo tiesinés. Autoriai
kreiviy eiga aiSkino miSriu (jony mainai + adsorbcija) anali¢iy sulaikymo
mechanizmu. Miisy rezultatai akivaizdziai rodo, kad imidazolio katijonai taip pat
sulaikomi veikiant miSriam mechanizmui, taCiau miisy temperatiirinés
priklausomybés yra tiesinés. Lyginant Siame darbe gautus rezultatus su Dong ir
Huang publikuotais rezultatais, reikia atsizvelgti { tai, kad epirubicinas ir jo
dariniai — silpnos bazés. Zinoma, kad kintant temperatiirai, kinta riigi¢iy ir baziuy
disicijacijos konstanty vertés. Netiesiné priklausomybé minétame darbe
greiCiausiai susijusi su analiciy pK, ver¢iy, o tuo paciu ir juy efektyvaus kravio
pokyc¢iu [149]. PrieSingai nei epirubicinas ir jo dariniai, Siame darbe tiriami
imidazolio katijonai néra silpnos bazés, tad ir jyu kravis nepriklauso nuo

temperaturos.
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3.23 pav. Kolonélés temperatiiros itaka imidazolio katijonuy sulaikymui PALC (a)
ir HILIC (b) salygose. Judri fazé: 5 mmol/L amonio acetato buferinis tirpalas (pH
6,5), 2,5% ACN (PALC) arba 90% ACN (HILIC).

Kaip ir buvo tikétasi, keliant kolonélés temperatira PALC rezime, visy
anali¢iy smailiy efektyvumas Siek tiek pageréjo. Pavyzdziui, CMMIM atveju buvo
gautas ~10 % geresnis efektyvumas, o HMIM atveju efektyvumas pageréjo net
~40 %. Be to, buvo nustatytas nedidelis (~10-25 %) visy analiiy smailiy
asimetriSkumo faktoriaus sumazéjimas. Tai paaiSkinama judrios fazés klampos
sumaze¢jimu bei analic¢iy difuzijos koeficienty padidéjimu aukStesnéje
temperatiiroje, pagreitinan¢iu masiy mainus tarp dvieju faziy. Deja, auksStesné
temperatiira nepagerino EMIM/TMIM, MPIM/EDMIM ir BMIM/DMPIM
katijony pory atskyrimo.

IS Van't Hoff'o priklausomybiy polinkio koeficienty ivertinome entalpijos
vertes (AH®) visoms analitéms. PALC rezime, ilgéjant imidazolio katijono alkilo
grandinei eiléje nuo CMMIM | MOIM, iSmatuotos AH® vertés tolygiai didéjo
intervale nuo -8,5 iki -29 kJ/mol (egzoterminis procesas). Tai rodo, kad stipréjant
analités hidrofobiSkumui, jos saveika su sorbentu taip pat stipréja. Tokia savybé
biidinga sulaikymui, vykstan¢iam tiek jony mainy, tiek ir hidrofobinés saveikos

mechanizmu. Biitina pazyméti, kad imidazolio katijonams PALC salygose
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nustatytos entalpijos vertés yra labai artimos entalpijy vertéms, nustatytoms
salyginai maziems baziniams junginiams AFCh salygomis [150]. Pana$is
rezultatai imidazolio katijonams gauti ir PALC salygose esant pH 3,2, taciau Siuo
atveju analités buvo zymiai silpniau sulaikomos.

Priesingai nei PALC, HILIC rezime, keliant koloné¢lés temperatiira,
imidazolio katijony elgsena buvo skirtinga. Tai iliustruoja 3.23b pav.
pavaizduotos Van't Hoff'o priklausomybés keturiems imidazolio katijonams.
Didinant kolon¢lés temperatiira, DMIM sulaikymas silpnéja. Toks pat "normalus®
elgesys buvo nustatytas ir dar dviem stipriau sulaikomiems (labiau hidrofiliniams)
HEMIM ir TMIM katijonams (rezultatai nepateikti). PrieSinga, taip vadinama
»anormali“, elgsena nustatyta kitoms devynioms maziau hidrofilinéms analitéms.
Siuo atveju didinant kolonélés temperatiira, imidazolio katijony sulaikymas
stipréjo, o neigiamas Van't Hoff'o priklausomybiu polinkis didé¢jo proporcingai
analités dydziui. PanaSi elgsena visai neseniai buvo nustatyta Chirita ir
bendraautoriy [110] publikuotame darbe. Siame darbe teigiamo ir neigiamo
polinkio Van't Hoff*o priklausomybés buvo gautos biogeniniy aminy katijonams
ant silikagelio sorbento HILIC rezime. Taciau tokia nevienoda panasios prigimties
anali¢iy elgsena nebuvo aiskinama. Iprastai, HILIC metode jonizuotiems
junginiams gaunamas neigiamas Van't Hoff'o priklausomybiy polinkis
priskiriamas antrinei jony mainy saveikai [151]. Taigi, miisy atveju katijoniniy
anali¢iy sulaikymas esant pH 6,5 vyksta dviem mechanizmais: jony mainy
(endoterminis procesas) ir hidrofilinés saveikos (egzoterminis procesas).
Priklausomai nuo to, kuris i§ dvieju mechanizmy dominuoja, priklauso ir
katijoniniy anali¢iy temperattriniy priklausomybiy kryptis. Ilgéjant katijono alkilo
grandinei, jo sulaikymas pasiskirstymo mechanizmu silpnéja  (stipréja
hidrofobiSkumas), o sulaikymas jony mainy mechanizmu, prieSingai, stipréja.
Poliskiausiy tiriamy katijony (DMIM, HEMIM ir TMIM) sulaikyme dominuoja

pasiskirstymo mechanizmas, todél ju sveika su sorbentu keliant temperatira
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silpnéja. Tuo tarpu likusiy hidrofobiskesniu katijony sulaikyme jau dominuoja
jony mainy saveika, todél ju temperatiiriniy priklausomybiy kryptis pasikeicia.
Norédami patvirtinti ar paneigti Sig prielaida, papildomai iStyréme kolonélés
temperatiiros jtaka anali¢iy susilaikymui prie pH 3,2 (5 mmol/L amonio formiato
buferinis tirpalas) ir prie pH 2,0 (10 mmol/L MSA). I§ 3.24 pav. pateikty rezultaty
matome, kad sumazinus judrios fazés pH nuo 6,5 iki 3,2, dviejy hidrofobiskiausiy
anali¢iy (OMIM ir HMIM) neigiami tiesiy polinkiai jau yra mazesni, o dar
partigStinus iki pH 2,0 gaunamas jau teigiamas tiesés polinkis. Tuo tarpu
hidrofiliniam imidazolio katijonui (DMIM) didinant judrios fazés riigStinguma,
teigiamas tiesés polinkis taip pat tolygiai didéja. Akivaizdu, kad mazéjant judrios
fazés pH, dél silanoliniy grupiy protonizacijos, jony mainy itaka sulaikymui
silpnéja, todel temperatiirinés priklausomybés hidrofobiSkesniems katijonams i$

,anormalios* pereina i ,,normalig“.

254 | —o—pH=65
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—o—pH=3.2
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x
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O 1 ) 1 1 1 1

]
28 29 3 3.1 32 33 34 35
1000/ T, K~

3.24 pav. Judrios fazés pH itaka imidazolio katijony sulaikymo priklausomybei
nuo temperattiros HILIC salygose. Judri fazé: 5 mmol/L amonio acetatas (pH 6,5),
5 mmol/L amonio formiatas (pH 3,2) arba 10 mmol/L MSA (pH 2,0) ACN:H,O
misinyje 90:10, (v/v).
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Apskaiciuotos AH® vertés imidazolio katijonams HILIC salygose prie trijy
pH verciy yra pateiktos 3.5 lenteléje. IS lenteléje pateikty rezultaty matome, kad
mazinant pH, entalpijos vertés visoms analitéms maz¢ja. Labiau rugsc¢ioje terpéje
(pH 2) jau visos analités pasizymi egzotermine elgsena (sulaikymas silpnéja
did¢jant temperatirai). Taigi, i§ pateikty rezultaty akivaizdu, kad entalpijos
pokyciai yra susij¢ su mazé¢jania jony mainy itaka imidazolio katijony
sulaikymui. HILIC salygose temperatira netur¢jo didelés itakos smailiy
efektyvumui ir simetriskumui. Sie parametrai svyravo atsitiktiniu badu £10 %

ribose nepriklausomai nuo judrios fazés pH.

3.5 lentelé. Imidazolio katijonuy sulaikymo entalpijy priklausomybé nuo judrios

fazés pH HILIC rezime.
Analité AH°
pH 6,5 pH 3,2 pH 2,0
OMIM 6,27 1,79 -1,18
HMIM 5,13 1,07 -1,77
BDMIM 3,93 0,21 -2,25
BMIM 3,22 -0,19 -2,72
DMPIM 2,74 -0,71 -2,84
PMIM 1,86 -1,03 -3,35
CMMIM 2,81 0,56 -1,91
EDMIM 1,35 -1,55 -3,38
EMIM 0,49 -1,70 -3,95
T™MIM -0,01 -2,25 -3,78
DMIM -0,87 -2,39 -4,31
HEMIM -2,02 -2,68 -3,97
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Palyginus su PALC, HILIC salygose temperatiiros itaka atskyrimo
atrankumui zymiai reikSmingesné. Keliant temperatira bendras imidazolio
katijony atskyrimo atrankumas blogéjo, taciau buvo kelios iSimtys. I§ 3.23b pav.
matome, kad pirmiausia keliant temperatiira nuo 20 iki 60 °C EDMIM/CMMIM
katijony poros skiriamoji geba mazéja, taciau kolonélés temperatiirai pasiekus
60 °C, pasikeicia $iy anali¢iy eliucijos tvarka ir prie 70 °C ju skiriamoji geba vél
padidéja. CMMIM/MPIM imidazolio katijony porai skiriamoji geba palaipsniui
did¢jo didinant kolonélés temperatira. Vis tik, geriausias visy anali¢iy atskyrimas
HILIC salygomis pasiekiamas, kai kolon¢lés temperatiira buvo 30 °C.

Baigiant reikéty pazyméti, kad HILIC metode temperatiiros itaka imidazolio
katijony sulaikymo trukméms buvo Zymiai mazesné, nei PALC metode. Padidinus
kolonélés temperatiira nuo 20 iki 70 °C (pH 6,5), HILIC metode analiciy
sulaikymo trukmiy pokyciai buvo intervale 0,67-0,78 min. Tuo tarpu PALC
metode, priklausomai nuo analités prigimties, sulaikymo trukmiy poky¢iai sieké

0,24-27,3 min.

3.2.7. Masés perkrova kolonélé¢je

Chromatografinio atskyrimo efektyvumas tiesiogiai susijes su analiiy zony
iSsiplétimu  koloneleje ir charakterizuojamas smailés forma ir plociu
chromatogramoje [152]. Smailés forma ir ploti gali itakoti daugelis veiksniy,
taciau mases perkrova kolonéléje yra viena i§ pagrindiniy priezas¢iy, sumazinanti
baziniy junginiy atskyrimo efektyvuma AFCh [92]. McCalley [153] gauti tyrimy
rezultatai parodé, kad lyginant su tradiciniu AFCh metodu, HILIC metodas yra
maziau jautrus masés perkrovai. Analizuojant jonizuotus bazinius junginius
HILIC salygose nustatyta mazdaug 10 karty mazesné masés perkrova nei
analizuojant tuos pacius junginius AFCh metodu. Kaip rodo misy tyrimy

rezultatai, anali¢iy sulaikymo mechanizmas PALC ir AFCh yra panasus, nors,
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prieSingai nei AFCh, PALC rezime atskyrimas atlickamas ant polinio sorbento.
Todél buvo idomu palyginti masés perkrovas imidazolio katijonams ant hibridinio
silikagelio sorbento PALC ir HILIC salygomis. Sis parametras jvertinamas
palaipsniui  didinant ileidziamos analités kieki méginyje ir gautose
chromatogramose iSmatuojant analités smailiy efektyvuma (N). Prasidéjus
perkrovai, analités smailé pradeda pléstis, ty. blogé¢ja efektyvumas. Masés
perkrova laikomas toks i koloné¢le ileidziamas analités kiekis, kuriam esant
stebimas 10 % smailés efektyvumo sumaz¢jimas. Yra Zinoma, jog masés perkrova
kolon¢l¢je labiau pasireiSkia stipriau sulaikomiems (kuriy k& yra didesnis)
junginiams. Todél kiekvienos analités mases perkrovos ivertinimui buvo
parenkama tokios sudéties judri faz¢ (keiciant ACN koncentracija), kad visy
anali¢iy sulaikymo faktoriy vertés (intervale 3-4) biity panasios.

3.25 pav. pavaizduota efektyvumo priklausomybé nuo ileidziamo kiekio
dviem imidazolio katijonams (DMIM ir TMIM) PALC salygomis esant dviem
judrios fazés pH (3,2 ir 6,5) vertéms. Matome, kad PALC metode perkrovos
stiprumas priklauso nuo judrios fazés pH. Efektyvumas sumazéja 10 %, kai
ileidziamas analités kiekis padidinamas iki ~0,2 nmol (pH 3,2) arba iki ~0,5 nmol
(pH 6,5). Panasus rezultatai buvo gauti ir kitoms analitéms. Taigi, PALC salygose
silikagelio kolonélé truputi atsparesné perkrovoms neutralioje judrioje fazéje, kur
sorbento pavirSiuje yra didesnis jonizuoty silanoliniy grupiy skaicius.

Biitina pazyméti, kad PALC metode didinant ileidziama analités kieki, jos
sulaikymo trukme tolygiai maz¢ja, o smailés asimetriSkumas didéja pleciantis
smailés ,,uodegai“. Tai iliustruoja 3.26 pav. pateikta skirtingyg TMIM kiekiy
smailiy dinamika. Tokia chromatografiné anali¢iy elgsena yra iprasta ir

perkrovoms AFCh metode [154].
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3.25 pav. Efektyvumo priklausomybé nuo ileidziamo imidazolio katijono kiekio
PALC salygose. Judri fazé: 5 mmol/L. amonio formiato (pH 3,2) arba 5 mmol/L
amonio acetato (pH 6,5) buferinis tirpalas ACN/H,O miSinyje.

0.36

Absorbcija (210 nm)

o
o
©

0.00 =

0.840 0.861 0.882 0.903 0.924 0.945 0.966 0.987 1.008 1.029 1.050
min

3.26 pav. TMIM katijono smailés formos kitimas PALC rezime (pH 3,2).

Analogiska smailiy efektyvumo priklausomybé nuo ijleidziamo analités
kiekio HILIC metode pavaizduota 3.27 pav. Palyginus dviem analit¢tms (DMIM ir
TMIM) pateiktus rezultatus matyti, kad HILIC salygomis masés perkrova
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nepriklauso nuo judrios fazés pH. Be to, HILIC metode 10 % efektyvumo
sumazéjimas pasiekiamas, padidinus analités kieki iki 2-3 nmol, tai yra kolon¢lés
krovumas HILIC apie 4-6 (neutralioje terp¢je) ir 10-20 (riigscioje terpéje) karty
didesnis nei PALC metode. [domu pazyméti, kad HILIC salygomis hidrofilinéms
analitétms perkrovos atveju gaunamos iprastinés smailés su ,,uodegomis”. Tuo
tarpu masés perkrova hidrofobiskesnéms analitétms (pvz., MOIM, HMIM,
BDMIM) sukelia nezymy smailés fronto iSplitimg ir sulaikymo sustipréjima. Tai

iliustruoja 3.28 pav. pateikta skirtingy BDMIM ir DMIM kiekiy smailiy dinamika.
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3.27 pav. Efektyvumo priklausomybé nuo ileidziamo imidazolio katijono kiekio
HILIC salygose. Judri fazé: 5 mmol/L amonio formiato (pH 3,2) arba 5 mmol/L
amonio acetato (pH 6,5) buferinis tirpalas ACN/H,O miSinyje.

Smailes su iStemptu frontu gali sukelti analités molekuliy tarpusavio saveika
méginyje [154]. Kuo stipresné tokia saveika, tuo lengviau analitéms pasiekti
stacionaria fazg, todél smailés gaunamos su iStemptu frontu (kai analités

koncentracija yra pakankamai didel¢). D¢l to, did¢jant ileidziamai analités
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koncentracijai, padidéja ir anali¢iy sulaikymo faktorius k. Akivaizdu, kad tokia

analités — analités saveika yra Zymiai stipresné didesniems imidazolio katijonams.
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3.28 pav. BDMIM (a) ir DMIM (b) katijono smailés formos kitimas HILIC
rezime (pH 6,5).

Apibendrinant turime pazyméti, kad méginio masés perkrova kolon¢l¢je yra
sudétingas ir iSsamesniy tyrimy reikalaujantis procesas. Vis tik, §io tyrimo metu
gauti rezultatai rodo, kad HILIC metodas, lyginant su PALC, pasiZzymi Zymiai

didesniu atsparumu imidazolio katijony masés perkrovai kolonélé¢je.
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3.2.8. Judrios fazés greicio jtaka

Judrios fazés greitis chromatografijoje lemia atskyrimo trukme bei smailiy
efektyvuma. Efektyvumo (teorinés 1€kstelés aukscio) priklausomybé nuo judrios
fazes grei€io yra apraSoma van Deemter‘io lygtimi:

H:A+§+C-u (3.6)
kur H — teorinés 1¢kstelés aukstis, um; u — linijinis judrios fazés tekéjimo greitis,
cm/s; A, B ir C — konstantos, charakterizuojanc¢ios konkrecia chromatografing
sistemgq ir/ar analitg.

Kiekvienas démuo pateiktoje lygtyje apraso atitinkamo difuzinio proceso
itaka analités zonos iSsiplétimui (teorinés I¢kStelés auksciui): A — siikurinés
difuzijos indélis; B/u — molekulinés (iSilginés) difuzijos indélis; Cu -
pasipriesinimo masiy mainams indélis.

Trims imidazolio katijonams (DMIM, BMIM ir OMIM) HILIC rezime
gautos teorinés lékstelés aukscio priklausomybés nuo judrios fazés greicio
pateiktos 3.29 pav. Paprastumo délei matavome ne linijini, bet tirini (mL/min)
judrios fazes greiti. HILIC metodui nustatytos klasikinés parabolés formos
priklausomybés. Esant nedideliems judrios fazés grei¢iams dominuoja iSilginés
difuzijos procesas, stipriau pasireiskiantis trumpesng¢ alkilo granding turintiems
(didesni difuzijos koeficientai) imidazolio katijonams. Pavyzdziui, esant
0,1 mL/min grei¢iui, mazo DMIM katijono efektyvumas beveik 1,5 karto
blogesnis (H didesnis) uz didziausio OMIM katijono efektyvuma.

Didinant judrios fazés greiti, iSilginés difuzijos itaka silpnéja, todél visy
anali¢iy smailiy efektyvumas geréja ir pasiekia maksimuma (minimalus H) esant
0,3-0,4 mL/min. Toliau didinant judrios fazés greiti, sustipréja pasiprieSinimo
masiy mainams jtaka ir efektyvumas pradeda blogéti. Kadangi Sis procesas jau

stipriau itakoja didesniy analiCiy efektyvuma, didesniu greiciy srityje skirtingo
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dydzio anali¢iy smailiy efektyvumai suvienodéja. Taigi, maksimaliam imidazolio
katijony efektyvumui pasiekti HILIC rezime, judrios fazés greitis turéty biiti
0,3-0,4 mL/min. Taciau praktikoje, esant pakankamam atskyrimo atrankumui,
daznai pasirenkamas didesnis judrios fazés greitis, taip sutrumpinant analizés

trukme.
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3.29 pav. Judrios fazés greiCio itaka teorinés lekstelés auksciui HILIC metode.
Judri fazé: 5 mmol/L amonio formiato (pH 3,2) ACN:H,O 90:10 (v/v) miSinyje.

Smailiy simetriskumui judrios fazés grei¢io jtaka nezymi. Siek tiek didesnis
(~10 %) smailiy asimetriSkumas nustatytas esant mazesniems (0,1-0,2 mL/min)
judrios fazés greic¢iams. Vienas i§ HILIC metodo privalumy — maza judrios fazés
klampa (judrioje fazéje daug ACN), leidzianti naudoti didesni judrios fazés greiti
nevirSijant ribinio leidziamo slégio prie§ koloné¢lg. PALC metode dél didesnés
judrios fazés klampos, imidazolio katijony smailiy efektyvumas buvo tiriamas
siauresniame 0,1-0,6 mL/min judrios fazés greicio intervale (3.30 pav.). Gautos
labai netipiskos, todél sunkiai interpretuojamos priklausomybés — didinant judrios
fazés greiti, visy anali¢iy smailiy efektyvumas tolygiai blogéja. Sie duomenys

rodo, kad visame tirtame grei¢io intervale dominuoja zymiai stipriau didesniy
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anali¢iy efektyvuma itakojantis pasiprieSinimo masiy mainams procesas. Dél savo
stipriau iSreikSty hidrofobiniy savybiy, ilgesng granding turintys imidazolio
katijonai vandeningje terpéje yra labiau linke asocijuotis. Tai sumazina ju

difuzijos koeficienta ir sulétina masiy mainy procesa.
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3.30 pav. Judrios fazés greicio itaka teorinés lékstelés auksciui PALC metode.
Judri fazé: 5 mmol/L amonio formiato (pH 3,2) ACN:H,0 2,5:97,5 (v/v) miSinyje.

3.2.9. Imidazolio katijony atskyrimo palyginimas

Atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad, dél labai dideliy saveikos su sorbentu
skirtumy, greitas ir efektyvus visy dvylikos imidazolio katijony atskyrimas PALC
metodu naudojant izokratinés eliucijos salygas yra neimanomas. Izokratiné
eliucija PALC metode tinkama tik labiau hidrofiliniams katijonams atskirti. Tai
iliustruoja 3.31 pav. pavaizduota deSimties imidazolio katijony miSinio
chromatograma. Matome, kad pakankamai geras efektyvumas pasiekiamas tik
hidrofiliskiausiems (CMMIM, HEMIM, DMIM) junginiams. Tuo tarpu
hidrofobiniai HMIM ir OMIM katijonai Siomis salygomis yra labai stipriai
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sulaikomi, ju smailés iSplinta ir sunkiai registruojamos. Norédami pagreitinti
hidrofobiniy anali¢iy eliucija, padidinome ACN kieki judrioje fazéje. Taciau
tokios salygos netinkamos hidrofilinéms analitéms: susilpnéjus ju sulaikymui, jos
nebeatskiriamos. Taigi, norint greitai eliuuoti visus dvylika imidazolio katijony
PALC rezime, biitina naudoti gradienting eliucija (3.32a pav.). Taciau ir Siuo
atveju, sistemos atrankumas per mazas panasaus hidrofobiskumo katijony poroms

(EMIM/TMIM, PMIM/EDMIM ir BMIM/DMPIM) atskirti.
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3.31 pav. Imidazolio katijony miSinio atskyrimas izokratinémis salygomis PALC
metodu. Judri fazé: 5 mmol/L amonio acetato buferinis tirpalas (pH 6,5),
ACN:H;0 2,5:97,5 (v/v) miSinyje. Tékmeés greitis — 0,5 mL/min.

HILIC metodu, prieSingai nei PALC, visi 12 imidazolio katijony yra
atskiriami izokratiniu rezimu grei¢iau nei per 4 min (3.32 b pav.). Vienintelés
PMIM/CMMIM katijony poros atskyrimas néra pilnas, tac¢iau esant reikalui, juos
nesunku atskirti pakoregavus judrios fazes sudéti ir/arba kolonélés temperatiira.
Kadangi HILIC metode naudojamos judrios fazés klampa palyginti nedidelé,
galéjome, nepablogindami atskyrimo atrankumo, padidinti judrios fazés greiti iki

0,75 mL/min.
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3.32 pav. Imidazolio katijony atskyrimas optimaliomis PALC (a) ir HILIC (b)
salygomis. PALC judri fazé: A - 5 mmol/L amonio acetatas (pH 6,5) 100 % H,0,
B - 5 mmol/L amonio acetatas 90 % ACN, linijinis gradientas nuo 2 iki 30 % B
per 3 min. HILIC: izokratiné eliucija, 5 mmol/L amonio formiato buferis (pH 3,2)
95 % ACN. Tékmes greitis - 0,5 mL/min PALC ir 0,75 mL/min HILIC.
Apzvelgiant antroje darbo dalyje atlikty tyrimy rezultatus biitina pazymeéti
pagrindines HILIC metodo charakteristikas. Metodas unikalus tuo, kad keiciant
tik acetonitrilo/vandens santyki judrioje fazgje, pasikeicia ir anali¢iy sulaikymo
mechanizmas. Esant dideléms ACN koncentracijoms (>60%), analités sulaikomos

ju hidrofiliSkumo stipréjimo tvarka (HILIC rezimas). Kai ACN koncentracijos

mazos (<30 %), sulaikymas vyksta prieSinga, hidrofobiSkumo stipré¢jimo tvarka
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(PALC rezimas). Be jau minéty hidrofobinés ir hidrofilinés saveiky, abiejose
sistemose sulaikymo procese vyksta antriné jony mainy tarp imidazolio katijony ir
disocijavusiy silanoliniy grupiy saveika. HILIC rezime, lyginant su PALC,
pasiekiamas Zymiai geresnis smailiy efektyvumas, simetriSkumas bei atskyrimo
atrankumas. HILIC sistema yra atsparesné perkrovoms kolon¢léje bei, dél didelio
lakaus ACN kiekio judrioje fazé¢je, yra geriau suderinama su MS detektoriumi.
Nors PALC metodas gali buti panaudotas kaip alternatyva HILIC atskiriant
junginius prieSinga eliucine eile (hidrofobiskumo didéjimo), jis néra labai
lankstus. Imidazolio katijony atskyrimui PALC rezime butinos gradientinés
eliucijos salygos. Didziausias PALC privalumas — sunaudojami labai mazi ACN
kiekiai, kas yra labai patrauklu ekologiSkumo ir ekonomiskumo poziiriu.
Galiausiai, apibendrinant gautus tyrimy rezultatus, galima teigti, kad abu metodai
puikiai papildo vienas kita ir pagal poreikius gali buti naudojami analizuojant

skirtingo hidrofiliSkumo junginius.
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ISVADOS

. Optimizavus SeSiy imidazolio katijony atskyrimo AFCh, JPCh ir HILIC
metodais salygas nustatyta, kad visi metodai tinkami imidazolio katijonams
atskirti. Naudojant ultraefektyviaja skysCiy chromatografija pasiekiami net iki
25 karty greitesni bei zymiai efektyvesni atskyrimai, nei analogiskais ESCh
variantais. Perspektyviausiu laikytinas HILIC metodas, kuriuo pasiekiamas
labai greitas (2 min) ir efektyvus SeSiy imidazolio katijony atskyrimas
izokratinése salygose.

. Kolon¢léje su hibridiniu silikagelio sorbentu imidazolio katijony eliucijos
tvarka ir sulaikymo mechanizmas priklauso nuo ACN/H,0 santykio judrioje
fazéje. Kai ACN koncentracija judrioje fazgje virsija 60%, imidazolio katijonai
sulaikomi hidrofiliSkumo stipréjimo tvarka, o vanduo pasiZymi stipresne
iSstimimo jéga uz acetonitrila (HILIC rezimas). Kai ACN koncentracija
mazesne uz 30%, pasikeicia anali¢iy eliucijos tvarka bei judrios fazés tirpikliy
iSstimimo jéga (PALC rezimas).

. Tirlamai sistemai pritaikius pasiskirstymo ir adsorbcijos modelius nustatyta,
kad tiek HILIC, tiek ir PALC salygose imidazolio katijony sulaikymas negali
biiti apraSytas nei grynu pasiskirstymo, nei grynu adsorbciniu mechanizmu.

. Didinant judrios fazés pH ir amonio jony koncentracija judrioje fazé¢je abiejose
sistemose anali¢iy sulaikymas silpnéja. Tai patvirtina, kad nepriklausomai nuo
eliucijos rezimo, vyksta papildoma jony mainy saveika tarp imidazolio
katijony ir disocijavusiy silanoliniy grupiy.

. Keiciant organinio tirpiklio prigimti PALC salygose, imidazolio katijony
sulaikymo faktoriai didéjo tokia seka: i-PrOH < ACN = EtOH < MeOH. Tai
atitinka eluotroping S$iy tirpikliy eil¢ tradicinéje atvirksCiu faziy skysciy
chromatografijoje ir patvirtina hidrofobinés saveikos indéli i analiciy

sulaikyma.
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6. PALC salygose kolonélés temperatiiros didinimas (iki 70 °C) susilpnina visy
anali¢iy sulaikyma. HILIC rezime keliant temperatiira poliSkiausiy anali¢iy
sulaikymas silpnéja, o maziau poliniy — stipréja. Tokia skirtinga temperatiiros
itaka nulemia dominuojanti analités saveikos su nejudria faze riisis (hidrofiliné
saveika ar jony mainai).

7. HILIC sistema yra atsparesné¢ masés perkrovoms kolonéléje. PALC metode
kolonélé perkraunama ileidziamos analités kiekiui virSijus 0,2 (pH 3,2) arba
0,5 (pH 6,5) nmol. HILIC metode maksimalus ileidziamas analités kiekis
nepriklauso nuo pH ir siekia apie 2-3 nmol.

8. PALC rezime, dé¢l smarkiai besiskirian¢ios skirtingo poliSkumo anali¢iy
saveikos su sorbentu, biitina gradientiné eliucija. Taciau ir Siuo atveju sistemos
atrankumas nepakankamas panaSaus hidrofobiSkumo katijony poroms
(EMIM/TMIM, PMIM/EDMIM ir BMIM/DMPIM) atskirti. HILIC metodu
izokratinémis salygomis per 4 min beveik pilnai atskiriami visi 12 imidazolio
katijony. Pagrindinis PALC privalumas — sunaudojami labai mazi ACN

kiekiai, kas yra patrauklu ekologiskumo ir ekonomiskumo poziiiriu.

105



MOKSLINIU PUBLIKACIJU, APIBENDRINTU DAKTARO
DISERTACIJOJE, SARASAS

MOKSLINIAI STRAIPSNIATI:

1.

A. Orentiené, V. Olsauskaité, V. Vickackaité, A. Padarauskas. Ultra-Performance
Liquid Chromatography: a Powerful Tool for the Separation of Imidazolium Ionic
Liquid Cations. Chromatographia 73 (2011) 17-24.

A. Orentiené, V. Olsauskaité, V. Vickackaité, A. Padarauskas. Retention behaviour

of imidazolium ionic liquid cations on 1.7 um ethylene bridged hybrid silica column

using acetonitrile-rich and water-rich mobile phases. Journal of Chromatography A

1218 (2011) 6884-6891.

KONFERENCIJU MEDZIAGOS IR TEZES:

1.

V. Vickackaité, A. Orentiené, A. Padarauskas. Ultra-performance liquid
chromatography: a powerful tool for the separation of imidazolium ionic liquid
cations. Abstracts of the 7th Aegean Analytical Chemistry Days AACD 2010,
Lesvos, Graikija, 2010, P3-33, p. 231.

V. Vickackaite, A. Orentiené, V. Vickackaité, A. Padarauskas. Hydrophilic
interaction chromatography and per aquous liquid chromatography for separation of
imidazolium ionic liquid cations. TUPAC International Congress on Analitical
Sciences 2011, Kyoto, Japonija, 2011, 23P011.

A.Orentiené, V.Olsauskaité, V. Vickackaité, A.Padarauskas. Retention behaviour of
imidazolium ionic liquid cations on 1.7 um ethylene bridged hybrid silica column
using acetonitrile-rich and water rich mobile phases. 5th International Scientific

Conference The Vital Nature Sign, Kaunas, Lietuva, 2011, P-47, p. 83.

PADEKA

Dékoju Lietuvos Mokslo Tarybai uz finansing parama.

106



W

® 2 ok

10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

LITERATUROS SARASAS

T. Welton, Chem. Rev., 99 (1999) 2071.
J. Liu, J. A. Jonsson, G. Jiang, Trends Anal. Chem., 24 (2005) 20.

T. Torimoto, T. Tsuda, K. Okazaki, S. Kuwabata, Adv. Mater, 22 (2010)
1196.
A.J. Carmichael, K. R. Seddon, J. Phys. Org. Chem., 13 (2000) 591.

S. Gabriel, J. Weiner, Chem. Ber., 21 (1888) 2669.

P. Walden, Bull. Acad. Sci. St. Petersburg, 8 (1914) 405.

C. Graenacher, US Pat., 1943176 (1934).

H. L. Chum, V. R. Koch, L. L. Miller, R. A. Osteryoung, J. Am. Chem Soc.,
97 (1975) 3264.

J. S. Wilkes, J. A. Levisky, R. A. Wilson, C. L. Hussey, Inorg. Chem., 21
(1982) 1263.

J. S. Wilkes, M. J. Zaworotko, Chem. Commun., 13 (1992) 965.

H. L. Ngo, K. LeCompte, L. Hargens, A. B. McEwan, Thermochim. Acta,
357-358 (2000) 97.

P. Wasserscheid, T. Welton, Ionic liquids in synthesis, Wiley-VCH,
Weinheim, 2003, p. 41-66.

M. Koel, Ionic liquids in Chemical Analysis, Taylor & Francis Group, 2009,
p. 4-34.

K. N. Marsh, J. A. Boxall, R. Lichtenthaler, Fluid Phase Equilib., 219 (2004)
93.

J. D. Holbrey, K. R. Seddon, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 13 (1999) 2133.
S. N. Baker, G. A. Baker, M. A. Kane, F. V. Bright, J. Phys. Chem. B, 105
(2001) 9663.

K. R. Seddon, A. Stark, M.-J. Torres, Pure Appl. Chem., 72 (2000) 2275.

C. Baudequin, D. Bregeon, J. Levillain, F. Guillen, J.-C. Plaquevent, A.- C.
Gaumont, Tetrahedron Asym., 16 (2005) 3921.

107



19.
20.

21.
22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

R. Giernoth, Angew. Chem. Int. Ed., 49 (2010) 2834.

D. R. Macfarlane, M. Forsyth, P. C. Howlett, J. M. Pringle, J. Sun, G. Annat,
W. Neil, E. I. Izgorodina, Acc. Chem. Res., 40 (2007) 1165.

F. Endres, S. Z. El Abedin, Phys. Chem. Chem. Phys., 8 (2006) 2101.

J. Soukup-Hein, M. M. Warnke, D. W. Armstrong, Anal. Chem., 2 (2009)
145.

D. W. Armstrong, L. K. Zhang, L. He, M. L. Gross, Anal. Chem., 73 (2001)
3679.

K. S. Lovejoy, G. M. Purdy, S. Iyer, T. C. Sanchez, A. Robertson, A. T.
Koppisch, R. E. Del Sesto, Anal. Chem., 83 (2011) 2921.

S. Carda-Broch, A. Berthod, D. W. Armstrong, Rapid Commun. Mass
Spectrom., 17 (2003) 553.

M. D. Joshi, J. L. Anderson, RSC Adv., 2 (2012) 5470.

P. K. Martinelango, J. L. Anderson, P. K. Dasgupta, D. W.Armstrong, R. S.
Al-Horr, R. W. Slingsby, Anal. Chem., 77 (2005) 4829.

J. W. Remsburg, R. J. Soukup-Hein, J. A. Crank, Z. S. Breitbach, T.
Payagala, D. W. Armstrong, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 19 (2008) 261.

R. J. Soukup-Hein, J. W. Remsburg, Z. S. Breitbach, P. S. Sharma, T.
Payagala, E. Wanigasekara, J. Huang, D. W. Armstrong, Anal. Chem., 80
(2008) 2612.

M. M. Warnke, Z. S. Breitbach, E. Dodbiba, J. A. Crank, T. Payagala, P.
Sharma, E. Wanigasekara, X. Zhang, D. W. Armstrong, Anal. Chim. Acta,
633 (2009) 232.

A. E. Visser, J. D. Holbrey, R. D. Rogers, Chem. Commun., 22, (2001) 2484.
S. Carda-Broch, A. Berthod, D. W. Armstrong, Anal. Bioanal. Chem., 375
(2003) 191.

J. H. Wang, D. H. Cheng, X. W. Chen, Z. Du, Z. L. Fang, Anal. Chem., 79
(2007) 620.

G.-T. Wei, Z. Yang, C.-J. Chen, Anal. Chim. Acta, 488 (2003) 183.

108



35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.
53.

S. Dai, Y. H. Ju, C. E. Barnes, J. Chem. Soc., Dalton Trans., (1999) 1201.

D. W. Armstrong, L. He, Y. S. Liu, Anal. Chem., 71 (1999) 3873.

A. Berthod, L. He, D. W. Armstrong, Chromatogr., 53 (2001) 63.

J. Ding, T. Welton, D. W. Armstrong, Anal. Chem., 76 (2004) 6819.

J. L. Anderson, D. W. Armstrong, Anal. Chem., 75 (2003) 4851.

J. L. Anderson, D. W. Armstrong, Anal. Chem., 77 (2005) 6453.

T. Payagala, J. Huang, Z. S. Breitbach, P. S. Sharma, D. W. Armstrong,
Chem. Mater., 19 (2007) 5848.

D. W. Armstrong, T. Payagala, L. M. Sidisky, LCGC North Am., 27 (2009)
596.

B. Buszewski, S. Studzinska, Chromatogr., 68 (2008) 1.

M. Lopez-Pastor, B. M. Simonet, B. Lendl, M. Valcarcel, Electrophoresis,
29 (2008) 94.

M. Vaher, M. Koel, M. Kaljurand, Chromatogr., 53 (2001) 302.

S. M. Mwongela, A. Numan, N. L. Gill, R. A. Agbaria, I. M. Warner, Anal.
Chem., 75 (2003) 6089.

E. G. Yanes, S. R. Gratz, M. J. Baldwin, S. E. Robison, A. M. Stalcup, Anal.
Chem., 73 (2001) 3838.

C. F. Poole, B. R. Kersten, S. S. J. Ho, M. E. Coddens, K. G. Furton, J.
Chromatogr., 352 (1986) 407.

a) M. M. Waichigo, T. L. Riechel, N. D. Danielson, Chromatogr., 61 (2005)
17. b) M. M. Waichigo, N. D. Danielson, J. Sep. Sci., 29 (2006) 599.

A. Berthod, M. J. Ruiz—Angel, S. Carda-Broch, J. Chromatogr. A, 1184
(2008) 6.

L. He, W. Zhang, L. Zhao, X. Liu, S. Jiang, J. Chromatogr. A, 1007 (2003)
39.

M. P. Marszall, T. Baczek, R. Kaliszan, J. Sep. Sci., 29 (2006) 1138.

A. Berthod, M. J. Ruiz-Angel, S. Huguet, Anal. Chem., 77 (2005) 4071.

109



54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.

J. M. Roberts, A. R. Diaz, D. T. Fortin, J. M. Friedle, S. D. Piper, Anal.
Chem., 74 (2002) 4927.

F. Tang, L. Tao, X. Luo, L. Ding, M. Guo, L. Nie, S. Yao, J. Chromatogr. A,
1125 (2006) 182.

M. J. Ruiz-Angel, S. Carda-Broch, A. Berthod, J. Chromatogr. A, 1119
(2006) 182.

S. J. Liu, F. Zhao, X. H. Xiao, L. Zhao, X. Liu, S. X. Jiang, Chin. Chem.
Lett., 15 (2004) 1060.

H. Qiu, S. Jiang, X. Liu, J. Chromatogr. A, 1103 (2006) 265.

Y. Sun, B. Cabovska, C. E. Evans, T. H. Ridgway, A. M. Stalcup, Anal.
Bioanal. Chem., 382 (2005) 728.

Q. Wang, G. A. Baker, S. N. Baker, L. A. Colon, Analyst, 131 (2006) 1000.
N. V. Plechkova, K. R. Seddon, Chem. Soc. Rev., 37 (2008) 123.

M. Volland, V. Seitz, M. Maase, M. Flores, R. Papp, K. Massonne, V.
Stegmann, K. Halbritter, R. Noe, M. Bartsch, W. Siegel, M. Becker, O.
Huttenloch, W0O03062251, 2003.

M. Armand, F. Endres, D. R. MacFarlane, H. Ohno, B. Scrosati, Nat. Mater.,
8 (2009) 621.

E. Stathatos, R. Lianos, S. M. Zakeeruddin, P. Liska, M. Gratzel, Chem.
Mater., 15 (2003) 1825.

W. L. Hough, M. Smiglak, H. Rodriguez, R. P. Swatloski, S. K. Spear, D. T.
Daly, J. Pernak, J. E. Grisel, R. D. Carliss, M. D. Soutullo, J. H. Davis, R. D.
Rogers, New J. Chem., 31 (2007) 1429.

M. Smiglak, A. Metlen, R. D. Rogers, Acc. Chem. Res., 40 (2007) 1182.

A. Romero, A. Santos, J. Tojo, A. Rodriguez, J. Hazard. Materials, 151
(2008) 268.

J. Dupont, J. Braz. Chem. Soc., 15 (2004) 341.

P. Stepnowski, A. Muller, P. Behren, J. Rank, J. Hoffmann, B. Jastorff, J.
Chromatogr. A, 993 (2003) 173.

110



70.
71.

72.
73.
74.
75.
76.
77.

78.
79.
80.
81.

82.

83.
&4.

85.

86.
87.
88.
89.
90.

91.

B. Buszewski, S. Kowalska, P. Stepnowski, J. Sep. Sci., 29 (2006) 1116.

P. Stepnowski, J. Nichthauser, W. Mrozik, Anal. Bioanal. Chem., 385 (2006)
1483.

M. J. Ruiz-Angel, A. Berthod, J. Chromatog. A, 1113 (2006) 101.

M. J. Ruiz-Angel, A. Berthod, J. Chromatog. A, 1189 (2008) 476.

S. Studzinska, B. Buszewski, J. Sep. Sci., 33 (2010) 1264.

W. Gao, H. Yu, S. Zhou, Chromatogr., 71 (2009) 475.

P. Stepnowski, W.Mrozik, J. Sep. Sci., 28 (2005) 149.

M. Molikova, S. Studzinska, P. Kosobucki, P. Jandera, B. Buszewski, J. Liq.
Chrom. Relat. Tech., 33 (2009) 225.

A. Markowska, P. Stepnowski, Anal. Sci., 24 (2008) 1359.

H. Yu, Sh. Zhou, W. Gao, Q. Chen, Chromatogr., 72 (2010) 225.

W. Gao, H. Yu, Anal. Lett., 44 (2011) 922.

G. Le Rouzo, C. Lamouroux, C. Bresson, A. Guichard, P. Moisy, G.
Moutiers, J. Chromatogr. A, 1164 (2007) 139.

C. Lamouroux, G. Foglia, G. Le Rouzo, J. Chromatogr. A, 1218 (2011)
3022.

A.J. Alpert, J. Chromatogr., 499 (1990) 177.

a) B. Y. Zhu, C. T. Colin, R. S. Hodges, Chromatogr., 548 (1991) 13. b) S.
C. Lin, W. C. Lee, J. Chromatogr. A, 803 (1998) 302.

a) M. A. Strege, Anal. Chem., 70 (1998) 2439. b) S .D. Garbis, A. Melse-
Boonstra, C. E. West, R. B. van Breemen, Anal. Chem., 73 (2001) 5358.

R. P. W. Scott, S. Traiman, Chromatogr., 196 (1980) 193.

D. V. McCalley, U. D. Neue, J. Chromatogr. A, 1192 (2008) 225.

A. J. Alpert, Anal. Chem., 80 (2008) 72.

P. Hemstrom, K. Irgum, J. Sep. Sci., 26 (2006) 1784.

J. C. Valette, C. Demesmay, J. L. Rocca, E. Verdon, J. Chromatogr., 59
(2004) 55.

L. Dong, J. Huang, Chromatogr., 65 (2007) 519.

111



92.
93.
94.

95.
96.
97.
98.
99.

100.

101.
102.
103.

104.
105.
106.

107.
108.

109.
110.

111
112
113
114

D. V. McCalley, J. Chromatogr. A, 1217 (2010) 3408.

G. Jin, Z. Guo, F. Zhang, X. Xue, Y. Jin, X. Liang, Talanta, 76 (2008) 522.
A. E. Karatapanis, Y. C. Fiamegos, C. D. Stalikas, J. Chromatogr. A, 71
(2010) 751.

Z. Hao, B. Xiao, N. Weng, J. Sep. Sci., 31 (2008) 1449.

Y. Guo, S. Srinivasan, S. Gaiki, Chromatogr., 66 (2007) 223.

M. H. Chen, C. Horvath, J. Chromatogr. A, 788 (1997) 51.

J. W. Dolan, J. Chromatogr. A, 965 (2002) 195.

G. Karlsson, S. Winge, H. Sandberg, J. Chromatogr. A, 1092 (2005) 246.

J. L. Rafferty, L. Zhang, J. 1. Siepmann, M. R. Schure, Anal. Chem., 79
(2007) 6551.

F. Gritti, G. Guichon, J. Cromatogr. A, 1099 (2005) 1.

E. Lundanes, T. Greibrokk, Adv. Chromatogr., 44 (2006) 45.

Z. Hao, C. Y. Ly, B. Xiao, N. Weng, B. Parker, M. Knapp, C. T. Ho, J.
Chromatogr. A, 1147 (2007) 165.

Y. Guo, S. J. Gaiki, J. Chromatogr. A, 1074 (2005) 71.

R. P. Li, X. J. Huang, J. Chromatogr. A, 1041 (2004) 163.

M. S. Ali, M. Ghori, S. Rafiuddin, A. R. Khatri, J. Pharm. Biomed. Anal., 43
(2007) 158.

E. S. Grumbach, D. M. Diehl, U. D. Neue, J. Sep. Sci., 31 (2008) 1511.

W. Bicker, J. Y. Wu, M. Lammerhofer, W. Lindner, J. Sep. Sci., 31 (2008)
2971.

J. Y. Wu, W. Bicker, W. Linder, J. Sep. Sci., 32 (2009) 909.

R. Chirita, C. West, A. Finaru, C. Elkafir, J. Chromatogr. A, 1217 (2010)
3091.

A. J. Alpert, Anal. Chem., 80 (2008) 62.

P. Jandera, Anal. Chim. Acta, 692 (2011) 1.

Y. Guo, S. Gaiki, J. Chromatogr. A, 1218 (2011) 5920.

B. Dejaegher, Y. Vander Heyden, J. Sep. Sci., 33 (2010) 698.

112



115. B. Chauve, D. Guillarme, P. Cleon, J.-L. Veuthey, J. Sep. Sci., 33 (2010)
752.

116. B. W. Pack, D. S. Risley, J. Chromatogr. A, 1073 (2005) 269.

117. Y. Hsieh, G. Galviz, B. Long, J. Sep. Sci., 23 (2009) 1461.

118. T. Ikegami, K. Tomomatsu, H. Takubo, K. Horie, N. Tanaka, J. Chromatogr.
A, 1184 (2008) 474.

119. T. Yoshida, Anal. Chem., 69 (1997) 3038.

120. G. Karlsson, S. Winge, H. Sandberg, J. Chromatogr. A, 1092 (2005) 246.

121. F. E. Regnier, R. Noel, J. Chromatogr. Sci., 14 (1976) 316.

122. P. Jandera, T. Hajek, J. Sep. Sci., 32 (2009) 3603.

123. X. Liu, C. Pohl, J. Chromatogr. A, 1191 (2008) 83.

124. J. Pazourek, J. Sep. Sci., 33 (2010) 974.

125. P. Jandera, T. Hajek, V. Skerikova, J. Soukup, J. Sep. Sci., 33 (2010) 841.

126. D. W. Armstrong, H. L. Jin, J. Chromatogr., 462 (1989) 219.

127. A. Berthod, S. S. C. Chang, J. P. S. Kullman, D. W. Armstrong, Talanta, 47
(1998) 1001.

128. W. Jiang, K. Irgum, Anal. Chem., 71 (1999) 333.

129. C. Viklund, K. Irgum, Macromolecules, 33 (2000) 2539.

130. B. Cai, J. Li, Anal. Chim. Acta, 399 (1999) 249.

131. R. LoBrutto, A. Jones, Y. V Kazakevich, J. Chromatogr. A, 913 (2001) 173.

132. J. Dai, P. W. Carr, J. Chromatogr. A, 1072 (2005) 169.

133. M. Shibue, C. T. Mant, R. S. Hodges, J. Chromatogr. A, 1080 (2005) 49.

134. T. Cecchi, Crit. Rev. Anal. Chem., 38 (2008) 161.

135. M. Pathy, J. Chromatogr., 592 (1992) 143.

136. A. dos Santos Pereira, F. David, G. Vanhoenacker, P. Sandra, J. Sep. Sci., 32
(2009) 2001.

137. L. R. Snyder, H. Poppe, J. Chromatogr., 184 (1980) 363.

138. P. Nikitas, A. Pappa-Louisi, P. Agrafiotou, J. Chromatogr. A, 946 (2002) 33.

113



139

140.
141.

142.
143.
144.

145.
146.
147.
148.

149.

150.

151.

152.

153.
154.

C. F. Poole, The essence of Chromatography, Elsevier, Amsterdam 2003, p.
349-359.

S. Espinosa, E. Bosh, M. Roses, J. Chromatogr. A, 964 (2002) 55.

L. G. Gagliardi, C. B. Castells, C. Rafols, M. Roses, E. Bosch, Anal. Chem.,
79 (2007) 3180.

D. V. McCalley., J. Chromatogr. A, 793 (1998) 31.

X. Q. Yang, J. Dai, P.W. Carr, J. Chromatogr. A, 996 (2003) 13.

W. Jiang, G. Fischer, Y. Girmay, K. Irgum, J. Chromatogr. A, 1127 (2006)
82.

M. Shibue, C. T. Mant, R. S. Hodges, J. Chromatogr. A, 1080 (2005) 49.

X. Wang, P. W. Carr, J. Chromatogr. A, 1154 (2007) 165.

C. E. Wujcik, J. Tweed, E. P. Kadar, J. Sep. Sci., 33 (2010) 826.

E. S. Grumbach, D. M. Wagrowski-Diehl, J. R. Mazzeo, B. Alden, P. C.
Iraneta, LCGC North Am., 22 (2004) 1010.

S. M. C. Buckenmaier, D. V. McCalley, M. R. Euerby, J. Chromatogr. A,
1060 (2004) 117.

R. J. M. Vervoort, E. Ruyter, A. J. J. Debets, H. A. Claessens, C. A.
Cramers, G. J. de Jong, J. Chromatogr. A, 964 (2002) 67.

B. A. Bidlingmeyer, J. Henderson, J. Chromatogr. A, 1060 (2004) 187.

D. V. McCalley, J. Chromatogr. A, 769 (1997) 169.

D. V. McCalley, J. Chromatogr. A, 1171 (2007) 46.

D. V. McCalley, J. Chromatogr. A, 1193 (2008) 85.

114



