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SANTRUMPOS

ACN — acetonitrilas

Bioch — biochaninas A

BuP — butilparabenas

DBP — dibutilftalatas

DEHP — dietilheksilftalatas

DEP — dietilftalatas

DMP — dimetilftalatas

DMSO - dimetilsulfoksidas

DSSME — dispersiné skysc¢iy-skysciy mikroekstrakcija
EE — ekstrakcijos efektyvumas

EtP — etilparabenas

ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija
Form — formononetinas

HET — hidrofobinis eutektinis tirpiklis
HFIP — heksafluorizopropanolis

HFBA — heptafluorbutano riigstis
i-PrOH — izopropanolis

KV — kristalinis violetinis

Men — mentolis

MeP — metilparabenas

MM — metileno mélynasis

MZ — malachito Zaliasis

NAPH — naftalenas

Quer — kvercetinas

PFPA — pentafluorpropano riigstis

PrP — propilparabenas

RB — rodaminas B

SSN — santykinis standartinis nuokrypis
SUPRA — supramolekulinis tirpiklis
TBAC — tetrabutilamonio chloridas
TDTMAB — tetradeciltrimetilamonio bromidas
TFA — trifluoracto rugstis

THAC — tetraheksilamonio chloridas
THF — tetrahidrofuranas

VDS - vandeniné dvifazé sistema

VS — vidinis standartas



IVADAS

Meéginio paruoSimas yra svarbiausia ir dazniausiai daugiausiai laiko ir
sanaudy reikalaujanti cheminés analizés proceso dalis. Priklausomai nuo
méginio sudéties ir analizei naudojamos aparatiiros, méginio paruos$imo metu
gali reikéti sukoncentruoti analitg, ja derivatizuoti ir/arba pakeisti méginio
matricg j tinkamg analizei. Skysciy-skysciy ekstrakcija yra vienas seniausiy
meéginio paruoSimo metody, neprarandantis populiarumo iki $iy dieny.
Klasikingje skysciy-skysciy ekstrakcijoje hidrofobinés analités 1§ vandeniniy
tirpaly yra ekstrahuojamos su vandeniu nesimaisanéiu organiniu tirpikliu,
pavyzdziui, heksanu, dietileteriu, etilacetatu, chloroformu. Sis metodas turi
trukumy: uztrunkama daug laiko, sunaudojami dideli kiekiai aplinkai zalingy
tirpikliy, susidaro daug kenksmingy atlieky.

Paskutinius kelis deSimtmecius mokslininkai skyré nemazai démesio
efektyvios, greitos ir pigios alternatyvos Kklasikinei skysciy-skyséiy
ekstrakcijai paieskai. Siekiant sumazinti sunaudojamy toksisky tirpikliy kiekj,
buvo pasitlyti keli miniatitirizuoti metodai: mikroekstrakcija tirpiklio lasu,
dispersiné  skysCiy-skyséiy mikrockstrakcija (DSSME) bei keletas
modifikuoty jos versijy. Populiariausias  paskutinio  deSimtmecio
mikroekstrakcijos metodas — dispersiné skys¢iy-skyséiy mikroekstrakcija
buvo pasitlyta 2006 metais. Pirminiame DSSME variante j vandeninj méginj
susvirk§¢iamas hidrofobinio ekstrakcijos tirpiklio ir vandenyje tirpaus
disperguojanciojo tirpiklio miSinys. Meéginys susidrumscia dél jame
susidariusiy daugybés smulkiy laseliy. Susidariusiy laseliy didelis bendras
pavirSiaus plotas leidzia pasiekti puiky ekstrakcijos efektyvumg. Fazés
atskiriamos centrifuguojant. Vienas didziausiy DSSME trikumy — nedidelis
ekstrakcijai tinkamy tirpikliy pasirinkimas. Siam metodui tinkami tik labai
hidrofobiniai, todél blogai ekstrahuojantys hidrofiliSkesnius junginius,
pageidautinai sunkesni uz vandenj bei pasizymintys nedidele klampa
tirpikliai.

Pastaraisiais metais kaip alternatyva tradiciniams organiniams
tirpikliams buvo pasiiilytos kelios naujos tirpikliy klasés: joniniai skys¢iai,
eutektiniai tirpikliai ir vandeninés dvifazés sistemos (VDS). Nauji tirpikliai
leidzia ekstrahuoti jvairesnio poliSkumo junginius, tafiau turi ir nemazai
trikumy. Dauguma naujos kartos tirpikliy yra nelakis, lengvesni uz vandenj
ir ganétinai klampiis. D¢l blogo tirpikliy lakumo jie néra suderinami su dujy
chromatografija. Atlickant mikroekstrakcija lengvesniais uz vandenj
tirpikliais, juos sunku surinkti po faziy atskyrimo. Didelé tirpikliy Klampa
sulétina masiy mainus tarp faziy ir mazina ekstrakcijos efektyvumga. Be to,



klampius ekstraktus sunku dozuoti mikrosSvirkstais. Dél Siy priezasCiy
tinkamy fizikiniy savybiy tirpikliy paieska iki Siol islieka labai aktuali.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
susintetinti ir itirti naujus, nesimaiSancius su vandeniu tirpiklius perfluorinty
junginiy pagrindu bei pritaikyti juos pasirinkty organiniy junginiy
mikroekstrakcijai.

Disertacinio darbo uZdaviniai:

1. Susintetinti ir i$tirti SeSis hidrofobinius eutektinius tirpiklius, sudarytus
18 mentolio, tetrabutilamonio chlorido arba tetraheksilamonio chlorido
vandenilinio rySio akceptoriaus ir heksafluorizapropanolio arba
trifluoracto rugsties vandenilinio rySio donoro.

2. Istirti  hidrofobiniy  supramolekuliniy  tirpikliy  susidaryma
vandeniniuose Kketvirtinio amonio druskos tirpaluose inicijuojant
hidrofiliniais perfluorintais junginiais.

3. Istirti naujo tipo heksafluorizopropanolis/acetonitrilas vandening
dvifaze sistema.

4. Jvertinti naujy tirpikliy ekstrakcines savybes bei pritaikyti juos
pasirinkty junginiy mikroekstrakcijai.

Disertacinio darbo naujumas:
Visi disertaciniame darbe susintetinti tirpikliai yra nauji, iki S$iol
neapraSyti kity mokslininky darbuose.
Disertaciniame darbe istirta heksafluorizopropanolis/acetonitrilas VDS,
miisy Ziniomis, yra pirmoji, visiSkai naujo tipo sistema, kai su vandeniu
neismaisanciai fazei gauti panaudojami du hidrofiliniai organiniai tirpikliai.

Ginamieji teiginiai:

1. Eutektiniai tirpikliai, sudaryti i§ mentolio, tetrabutilamonio chlorido ar
tetraheksilamonio chlorido vandenilio rySio akceptoriaus ir trifluoracto
rugsSties arba heksafluorizopropanolio vandenilinio rySio donoro, yra
hidrofobiniai, sunkesni uz vanden; ir pasizymi maza-vidutine klampa.

2. Ketvirtinio amonio drusky vandeniniuose tirpaluose hidrofiliniai
perfluorinti junginiai inicijuoja sunkesniy uz vandenj ir su vandeniu
nesimaisanciy supramolekuliniy tirpikliy susidaryma.

3. Hidrofiliniai aprotoniniai tirpikliai vandeniniuose
heksafluorizopropanolio tirpaluose inicijuoja vandeninés dvifazés
sistemos susidaryma.



4. Heksafluorizopropanolio/acetonitrilo vandeniné dvifazé sistema ypac
efektyviai ekstrahuoja neutralius ir krtvj turin¢ius bazinius junginius.

5. Istirti tirpikliai yra perspektyvi alternatyva tradiciniams tirpikliams,
naudojamiems organiniy junginiy mikroekstrakcijai.

10



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Perfluorinti junginiai

Perfluorintais junginiais vadinami organiniai junginiai, kuriuose visi C-
H junggiy vietose esantys vandenilio atomai yra pakeisti fluoro atomais. Nors
pirmasis perfluorintas junginys anglies tetrafluoridas buvo susintetintas 1886
m., tikra Sios klasés junginiy eros pradzia yra laikomas 20 a. 4-asis
desimtmetis, kai visiskai atsitiktinai buvo atrastas pirmasis perfluorintas
polimeras — politetrafluoretilenas [1]. 1936-1938 metais DuPont chemijos
kompanijos (JAV) laboratorijoje buvo atliekami tyrimai su tetrafluoretileno
dujomis. Siomis dujomis buvo siekiama pakeisti tuo metu Saldytuvuose
Saldymo agentais naudojamus sieros dioksidg ir amoniaka. Dujos buvo
laikomos specialiuose sausu ledu Saldomuose metaliniuose konteineriuose.
Pries eilinio eksperimento pradzig atidarius tokj konteinerj, jame vietoje
tetrafluoretileno dujy buvo aptikti balkSvi milteliai. Pasirodo, kad
aukStesniame slégyje kontaktuodamas su konteinerio gelezimi, kuri
katalizavo procesa, tetrafluoretilenas polimerizavosi. 1941 m. DuPont
kompanija §j polimerg uzZpatentavo [2], o 1945 m. uzregistravo komerciniu
pavadinimu Teflonas [3]. Buvo nustatyta, kad politetrafluoretilenas yra ypaé
atsparus korozijai ir aukStai temperatirai, chemiSkai inertiSkas, puikus
dielektrikas bei pasizymi labai maza pavirSiaus trintimi. Déka Siy savybiy
teflonas placiai naudojamas jvairiausiose srityse — elektros laidy izoliacijai,
guoliy sandarinimui, inertiniy reaktoriy, vamzdeliy, implanty, kateteriy
gaminimui, lubrikanty sudétyje, keptuviy ir puody pavirSiaus padengimui
ir daugelyje kity [4].

Politetrafluoretileno atradimas inicijavo platy susidoméjimag naujy
perfluorinty junginiy sinteze, jy tyrimu bei praktiniu panaudojimu. Per
beveik 80 mety buvo susintetinta, iStirta ir jvairiems tikslams panaudota
daugybé jvairiausiy perfluorinty junginiy: karboksirtigéiy, sulfonrtigsciy,
alkoholiy, amidy, eteriy, esteriy ir kt. Lyginant su nefluorintais analogais,
§ie junginiai pasiZymi unikaliomis fizikinémis ir cheminémis savybémis,
kurias suteikia fluorintos grupés. Kadangi C-F rysis yra trumpas ir labai
stiprus, perfluorinti junginiai yra zenkliai chemiskai inertiSkesni bei
termiSkai  atsparesni. Fluorinta molekulés dalis pasizymi tiek
hidrofobinémis, tiek lipofobinémis sgvybémis, tuo tarpu poliné funkciné
grupé, kurig turi daugelis perfluorinty junginiy, leidzia saveikauti Su
polinémis molekulémis. Detalesng informacija apie $iuos junginius galima
rasti apZvalginiuose straipsniuose [5, 6]. Toliau trumpai bus aptarti tik Siame
darbe naudoti perfluorinti junginiai (1 pav.).
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1 pav. Darbe naudoty perfluorinty junginiy strukttros.

1 lentelé. HFIP ir i-PrOH fizikinés savybés [8].

Heksafluorizopropanolis (HFIP, IUPAC pavadinimas — 1,1,1,3,3,3-
heksafluor-2-propanolis) — bespalvis astraus kvapo skystis. Nepaisant jog jo
struktiiroje yra vienas fluoru nepakeistas C-H vandenilis, HFIP daZniausiai
priskiriamas perfluorinty junginiy klasei. HFIP pirmga kartg susintetintas 1960
m. redukuojant heksafluoracetong natrio borhidridu [7].

Heksafluorizopropanolio ir nefluorinto jo analogo — izopropanolio (i-
PrOH) fizikinés savybés palygintos 1 lentel¢je.

Charakteristika HFIP i-PrOH
Virimo temperatiira, °C 58,6 82,5
Lydymosi temperatiira, °C -4 -89,5
Tankis, g/ml 1,605 0,781
pPKa 9,3 17,1
Dielektriné konstanta, € 16,7 19,4
Dipolio momentas, p 2,05 1,68
Vandenilio rysio donoras, o 1,96 0,76
Vandenilio rysio akceptorius, 0 0,95

12

HFIP visiskai neabsorbuoja UV spinduliuotés, yra termiskai stabilus,
puikiai maiSosi su vandeniu. Maza virimo temperatiira (59 °C) leidzia jj
lengvai regeneruoti distiliacijos budu. HFIP pasizymi stipriu neigiamu
indukciniu efektu. To priezastis — dvi trifluormetilo grupés junginio
struktiiroje. Dél stipraus neigiamo indukcinio efekto HFIP pasizymi daugiau
nei 107 karty stipresnémis riigdtinémis savybémis nei i-PrOH.




HFIP pasizymi labai stipriomis vandenilinio ryS$io donorinémis
savybémis (vandenilinio rySio donoro parametras o = 1,96) bei néra
vandenilinio rySio akceptorius. Tuo tarpu i-PrOH pasizymi vidutinio stiprumo
ir donorinémis, ir akceptorinémis savybémis. HFIP donorinés savybés dar
sustiprinamos vandeniliniu rySiu tarp HFIP molekuliy, susidarant HFIP
dimerams ir trimerams. HFIP turi didesnj polinkj nei nefluorinti alkoholiai
sudaryti miceliy pavidalo klasterius. Galiausiai HFIP yra poliskesnis uz savo
nefluorintg analoga (zitr. 1 lenteléje dipolio momentg).

Oksidacijos-redukcijos reakcijose HFIP islieka labai stabilus. D¢l Sios
priezasties jis puikiai tinka kaip tirpiklis elektrocheminiuose tyrimuose,
fotoredokso procesuose ir transformacijose, kuriose reikalingos stipriai
oksiduojancios salygos [9]. HFIP — vienas daZniausiai pasirenkamy tirpikliy
kai kuriose organinés sintezés srityse [10, 11]. Pavyzdziui, dél mazo
nukleofiliskumo, jis ypa¢ gerai tinkantis tirpiklis sintetinant ir tiriant
katijoninius organinius junginius.

Be plataus panaudojimo organinéje sintezéje HFIP naudotas ir kitose
chemijos srityse. Perfluorinti alkoholiai nuo $eSiasdeSimtyjy praeito amziaus
mety naudoti baltymams denattruoti ir stabilizuoti antrines peptidy struktiiras
[12]. Stiprios perfluorinty alkoholiy vandenilinio rySio donorinés savybés
sustiprina §j efekta.

HFIP naudojamas ir analizinéje chemijoje. Perfluorinti alkoholiai,
iskaitant HFIP, gali buti panaudoti kaip jony pory reagentai nustatant
oligonukleotidus jony pory atvirksc¢iy faziy skysciy chromatografijos metodu
[13]. HFIP priedas judrioje fazéje daro jtaka roigstiniy ir baziniy analiciy
sulaikymui ir atskyrimo atrankumui skys¢iy chromatografijos metoduose.
Proteomikoje HFIP naudotas baltymy ekstrakcijai i§ audiniy ar kaip lasteliy
dializés buferio komponentas ruo$iant méginius analizei [14].

Polimery chemijoje HFIP daznai naudojamas kaip tirpiklis. HFIP tirpina
polimerus Zemesnéje temperatiiroje nei dauguma kity tirpikliy [15].
Vandenilinio ry$io donoro-akceptoriaus sgveika tarp perfluorinty alkoholiy ir
monomery gali reik§mingai moduliuoti stereokontrole jvairiose radikalinés
polimerizacijos reakcijose. Dél Sios priezasties galima kontroliuoti gauto
polimero regiospecifiskuma, stereospecifiskumag bei molekuling masg.

Didelé HFIP tirpinimo galia ir jo sugeb¢jimas veikti baltymy lankstyma
ir struktlira panaudotas medziagotyroje. Nustatyta, kad HFIP inicijuoja
vandenilinio rySio susidarymu pagrjsta peptidiniy supramolekuliniy struktiiry
susidaryma bei daro jtakg tokiy struktiiry savybéms ir morfologijai [16].
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Trifluoretano (trifluoracto) riigstis (TFA, IUPAC pavadinimas —
2,2,2-trifluoretano riigitis) — bespalvis astraus kvapo skystis. Sig rigstj 1922
m. pirmg Kartg susintetino belgy mokslininkas F. Swarts [17].

TFA ir nefluorinto jo analogo — acto riigsties fizikinés savybés palygintos
2 lenteléje.

2 lentelé. TFA ir acto rugsties fizikinés savybés [18-24].

Charakteristika TFA Acto rugstis
Virimo temperatiira, °C 72,4 1179
Lydymosi temperatiira, °C -15,4 16,6
Tankis, g/ml 1,531 1,045
PKa 0,3 4,76
Dielektriné konstanta, € 42,1 6,15
Dipolio momentas, p 2,3 1,7

TFA yra daugiau nei 10 000 karty stipresné riigstis, nei acto ragstis. Tai
galima paaiSkinti neigiamu fluoro atomy indukciniy efektu, kuris susilpnina
O-H rysj ir stabilizuoja konjunguotg baze.

TFA pasizymi labai stipriomis vandenilinio ry$io donorinémis
savybémis. Kaip ir HFIP atveju, TFA linkusi Sias savybes sustiprinti
sudarydama dimerus. Taip pat TFA yra poliSkesné nei acto raigstis.

TFA gerai maiSosi ne tik su vandeniu, bet ir su jvairaus poliskumo
organiniais tirpikliais: acetonu, metanoliu, etanoliu, izopropanoliu,
dietileteriu, benzenu, anglies tetrchloridu. TFA gerai tirpina aromatinius ir
alifatinius angliavandenilius, peptidus, baltymus, aminoragstis [25]. TFA laki,
todél dél salyginai Zemos virimo temperatiiros jg nesunku pasalinti i reakcijos
produkty. Sios savybeés leido TFA plagiai pritaikyti organinéje chemijoje [26].
TFA yra populiarus reagentas ne tik fluorinty junginiy sintezéje, bet ir norint
pasalinti apsaugines fluorenilmetiloksikarbonil ir butiloksikarbonil grupes
[27].

TFA yra vienas daZzniausiai naudojamy judrios fazés priedy atvirkséiy
faziy skys¢iy chromatografijoje analizuojant peptidus ir baltymus [28]. TFA
sumazina tirpalo pH, taip perstumdama karboksilo grupiy pusiausvyrg j
nejonizuotos formos puse. Taip pat TFA veikia bazines biopolimery funkcines
grupes kaip jony pory reagentas. Dél §iy savybiy TFA laikomas vienu
geriausiu judrios fazés priedy skysCiy chromatografijoje, siekiant pagerinti
biopolimery sulaikyma, jy smailiy forma ir atskyrimg. Tiesa, naudojant masiy
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spektrometrijos detektoriy, TFA priedas susilpnina signala, kadangi gana
stipri TFA-analité saveika apsunkina anali¢iy jonizacijg [29].

Pentafluorpropano (PFPA) ir heptafluorbutano (HFBA) riigstys yra
bespalviai astraus kvapo skysCiai. Lyginant jy fizikines savybes su
nefluorintais analogais (propano ir butano riigstimis) matomos tos pacios
tendencijos kaip ir HFIP ir TFA atvejais. Fluorinti junginiai pasiZzymi didesniu
tankiu, mazesnémis virimo ir lydimosi temperatiiromis, Zenkliai stipresnémis
rugstinémis savybémis bei stipriomis vandenilinio rySio donorinémis
savybémis.

PFBA ir HFBA kartais naudojamos kaip judrios fazés priedas atvirkséiy
faziy skysCiy chromatografijoje [30]. Taip pat Sios ragstys naudojamos
specifiniy organiniy junginiy sintezéje, kaip emulsikliai polimery sintezéje bei
fotojuosty gamyboje [31].

1.2. Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai (HET)

Pirmieji hidrofiliniai eutektiniai tirpikliai buvo susintetinti 2003 metais.
Sumaisius cholino chloridg (lyd. temp. 302 °C) ir karbamida (lyd. temp. 133
°C), moliniu santykiu 1:2, gautas tirpiklis, kurio lydimosi temperatiira— 12 °C
[32]. Autoriai Siuos tirpiklius apibaidino kaip skyséius, gautus is dviejy kiety
medziagy, kuriy lydymosi temperattiros yra ne maziau kaip 100 °C didesnés
uz gauto tirpiklio lydymosi temperatirg ir pavadino giliais eutektiniais
tirpikliais (angl., deep eutectic solvents). Vienas is tokiy tirpikliy komponenty
yra vandenilinio rySio donoras, o kitas — vandenilinio rySio akceptorius.
Terminas ,,eutektinis* yra kiles i§ graiky kalbos ir reiskia gerai besilydantis, o
terminas ,,gilus“ rodo Zzenkliai mazesn¢ uz pradiniy junginiy tirpiklio
lydymosi temperattirg. Taciau toks tirpikliy apibiidinimas jau néra visiskai
tikslus, kadangi véliau jy sintezei buvo panaudotos ir skystos medziagos (pvz.,
alkoholiai, karboksirfigstys), o susintetinto tirpiklio lydymosi temperatiira
kartais btina netgi didesné uz Kkurio nors gryno skystojo jo komponento
lydymosi temperatiirg. Todél pastaruoju metu mokslinéje literatiiroje [33, 34]
yra diskutuojama dél tokiy tirpikliy apibiidinimo ir vis dazniau jie traktuojami
kaip tirpikliai, sudaryti i§ dviejy medziagy, galin€iy asocijuotis tarpusavyje
vandenilinio rySio pagalba susidarant homogeniskam skys¢iui [35]. Siame
darbe tokie tirpikliai bus vadinami tiesiog eutektiniais tirpikliais.

Ilga laika buvo sintetinami, tiriami ir taikomi tik hidrofiliniai (t.y.
besimaiSantys su vandeniu) eutektiniai tirpikliai. Tiktai 2015 m. olandy
mokslininkai publikavo darba [36], kuriame i$ skirtingy ketvirtinio amonio
drusky ir dekano riigSties pirmg kartg buvo susintetinti keli hidrofobiniai

15



eutektiniai tirpikliai (HET). Sis darbas inicijavo plataus masto tyrimus, skirtus
tokiy tirpikliy sintezei, jy savybiy tyrimui bei praktiniam taikymui [37].
Lyginant su hidrofiliniais, hidrofobiniy tirpikliy sintezei tinkamy junginiy
pasirinkimas yra gerokai siauresnis. 2 pav. pateiktos keliy, dazniau naudojamy
junginiy strukttros. Pagal $iy tirpikliy sintezei naudojamy vandenilinio rySio
akceptoriy prigimtj, HET skiriami | joninius ir nejoninius. Joniniy tirpikliy
vandenilinio rySio akceptoriumi jprastai naudojami ilgagrandziai ketvirtinio
amonio (cholino, tetrabutilamonio, tetraheksilamonio, ir pan.) junginiai, o
vandenilinio rySio donoru — pakankamai hidrofobinés sociosios bei
nesociosios karboksirligStys (pvz. oktano, dekano, oleino ir pan.) arba
alkoholiai (pvz. heksilo, decilo, dodecilo ir pan.) [38]. Nejoniniy tirpikliy
vandenilinio rySio akceptorius jprastai biina mentolis arba timolis, o
vandenilinio rySio donoras — ilgagrandés karboksirigStys (pvz. heksano,
oktano, dekano, palmitino ir pan.) [39, 40]. Kai kurie junginiai (pvz. mentolis,
dekano riigstis), priklausomai nuo antrojo komponento prigimties, gali buti
tiek akceptoriumi, tiek ir donoru.

Vandenilinio rysio akceptoriai| Vandenilinio rySio donorai

CH;
HsC
| ._—CH, 3 \/\/\/\/YOH
N\ &
/\/ Dekano ragstis

Cholino chloridas

HC A AOH
/\/\ /\/\ criBr Oktanolis
\/\/ \/\/

CH,3 CH,3
Tetrabutilamonio chloridas/bromidas
HSC\ _CHj OH OH
NG P2 P WL clBr
\CH H,C” “CH, HzC” >CH;,

3

Dodeciltrimetilamonio chloridas/bromidas Mentolis Timolis
CH, CH,
OH OH :
" OH
H;C” > CH H CH .
s 3 s 3 Fenolis
Mentolis Timolis

2 pav. Kai kuriy HET sintezei naudojamy akceptoriy ir donory struktiiros.
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Sintezé. Vienas i$§ esminiy eutektiniy tirpikliy privalumy — labai paprasta
ir greita jy sintezé. Eutektiniai tirpikliai gali bti sintetinami keliais budais:
sutrinant, nugarinant, iSlydant, kaitinant ir maisant.

e Sintezé sutrinant. Komponenty misinys trinamas grustuvéje, kol
gaunamas homogeninis skystis [41].

e Sintezé nugarinant. SumaiSomi atskiry komponenty vandeniniai
tirpalai. Gautas tirpalas kaitinamas vakuume, kol isgaruoja vanduo
[42].

e Sintezé iSlydant. Komponentai sumaiSomi kar$ciui atspariame inde
ir kaitinant i§lydoma iki homogeninio skys¢io [42].

e Sintezé Sildant ir maiSant. Komponentai sumaiSomi ir intensyviai
maiSomi ~ 50-80 °C temperatiroje, kol susidaro skaidrus
homogeninis skystis [38].

Sintezés buidas Sildant ir maiSant yra pats populiariausias. DaZniausiai
tokios sintezés trukmé nevirSija 0,5-1 valandos. Sintezei nereikalingi
papildomi tirpikliai, sintezés metu nesusidaro jokie Salutiniai produktai, todél
nereikalingas papildomas susintetinto tirpiklio gryninimas. Populiariausias
akceptoriaus/donoro molinis santykis 1:2, reiau sintetinami tirpikliai moliniu
santykiu 2:1, 1:1, 1:3, 1:4.

Toliau trumpai aptarsime klasikinei ekstrakcijai ir ypac skysciy-skysciy
mikroekstrakcijai svarbias HET savybes: hidrofobiskuma, tankj, klampa ir
lakuma.

Hidrofobiskumas. DidZioji dauguma analizei svarbiy skysty objekty yra
vandeniniai tirpalai, todél anali¢iy iSskyrimui i§ tokiy méginiy ir jy
sukoncentravimui  skys¢iy-skysc¢iy ekstrakcijos metodais yra bitini
nesimaiSantys su vandeniu tirpikliai. Jdomu pazyméti, kad praktiskai visuose
publikuotuose darbuose HET hidrofobiskumas buvo vertinamas Karl‘o
Fiserio titravimo metodu iSmatuojant istirpusio vandens kiekj tirpiklyje, o ne
matuojant HET tirpuma vandenyje [36, 39, 43]. Tuo tarpu ekstrakcijai ir ypac
mikroekstrakcijai, kurioje naudojami labai mazi hidrofobinio tirpiklio kiekiai,
Zymiai svarbiau jvertinti tirpiklio tirpuma vandenyje.

HET hidrofobiskumg didele dalimi nulemia tirpiklj sudaranciy
komponenty hidrofobiskumas. Bendru atveju dazniausiai galioja principas:
kuo ilgesnes alkilo grandines turi kiekvienas tirpiklio komponentas, tuo
mazesniu vandens tirpinimu pasizymi toks tirpiklis. PavyzdZiui, buvo
nustatyta, kad tirpikliuose, sudarytuose i$ tetrabutilamonio, tetraheptilamonio
ir tetraoktilamonio chloridy akceptoriaus bei dekano rtigsties donoro, vandens
tirpumas juose maz¢ja, ilgéjant akceptoriaus alkilo grandinei (3 pav.).
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Analogiskai, trimetilbutilamonio chlorido tirpikliuose su butano, heksano ir
oktano rugsciy donorais, vandens tirpumas mazéja ilgéjant rugsties alkilo
grandinei [44, 45].

I Tetraoktilamonio Cl:dekano r.

_Tetraheptilamonio Cl:dekano .
_Tetrabutilamonio Cl:dekano .
L} L} |

20 40 60
IStirpo vandens, g/l
3 pav. Vandens tirpumo hidrofobiniuose eutektiniuose tirpikliuose (molinis
santykis 1:2) palyginimas [36].

Ketvirtinio amonio druskos prie§jonio (Cl~ arba Br) prigimties jtaka
HET hidrofobiskumui nereik§minga. Pavyzdziui, tetraoktilamonio chlorido ir
tetraoktilamonio bromido tirpikliuose su dekano riigstimi vandens tirpumas
skiriasi tik 2,2 g/l [36]. Be to, sudarytas i§ abiejy hidrofobiniy komponenty
tirpiklis dazniausiai pasiZzymi blogesniu vandens tirpinimu nei tirpiklis,
sudarytas i§ hidrofobinio ir hidrofilinio junginiy. Tarp iki Siol literatiroje
aprasyty HET, geriausiu vandens tirpinimu (maziausiu hidrofobiskumu)
pasizyméjo tetrabutilamonio/dekano riigSties (molinis santykis 1:2) tirpiklis.
Istirpusio vandens kiekis jame sieké 7 % (masés dalis) [46].

Tankis. Tirpiklio tankis yra ypa¢ svarbus parametras skyséiy-skyséiy
ekstrakcijoje. Norint tirpiklj panaudoti tradicinei skysc¢iy-skysciy ekstrakcijai,
jo tankis turéty biiti pakankamai reikSmingai didesnis arba mazesnis uz
vandens tankj. PrieSingu atveju po ekstrakcijos sunku atskirti fazes. Tuo tarpu
skysciy-skys¢iy mikroekstrakcijoje Zymiai pranasesni didesnio nei vandens
tankio tirpikliai. 4 pav. palygintas deSimties HET tankis.

Tankis priklauso ir nuo vandenilinio rySio donoro, ir nuo vandenilinio
rySio akceptoriaus prigimties [33, 43]. Skirtingy ketvirtinio amonio chlorido
ir dekano rugsties tirpikliy (molinis santykis 1:2) tankis mazéja, ilgéjant
amonio katijono alkilo grandinei. Be to, tokiy tirpikliy tankiui jtaka daro ir
ketvirtinio amonio anijonas: pakeitus chlorida bromidu, gaunami didesnio
tankio tirpikliai. Joniniuose tirpikliuose, naudojant tg patj tetraalkilamonio
akceptoriy, tirpiklio tankis mazéja, ilgéjant donoro (organinés riigsties) alkilo
grandinei. Tuo tarpu nejoniniams tirpikliams su timolio akceptoriumi
priesingai, tankis mazéja, trumpéjant ragsties alkilo grandinei [47].
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I Tetraoktilamonio Br:dekano r.

I Tetraoktilamonio Cl:dekanor r.

I Metiltrioktilamonio Br:dekano r.
I Metiltrioktilamonio Cl:dekanor.

I Tetraheptilamonio Cl:dekano r.

Il Tetraheptilamonio Cl:oktadekano r.

I Tetrabutilamonio Br:oktano r.
I Tetrabutilamonio Cl:dekano r.

I Tetrabutilamonio Br:oleino r.
I idokainas:timolis

L] L
0,88 0,92 0,96 1,00
Tankis, g/cm3

4 pav. Hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy (molinis santykis 1:2) tankiy
palyginimas [48].

Deja, beveik visy iki Siol aprasyty HET tankis yra mazesnis arba labai
artimas vandens tankiui ir tai apsunkina tokiy tirpikliy taikyma
mikroekstrakcijai. Todél labai aktuali naujy, sunkesniy uz vandenj HET
paieSka. Xiao su bendraautoriais [49, 50] susintetino kelis tirpiklius, sudarytus
i§ betaino, cholino chlorido bei karnitino akceptoriy ir HFIP donoro,
pasizyming&ius ypa¢ dideliu (>1,2 g/cm?®) tankiu. Biitent $ie darbai ir paskatino
mus detaliau patyrinéti galimybe pritaikyti perfluorintus junginius naujy HET
sintezei.

Klampa. Klampa yra dar vienas svarbus parametras, darantis didele jtaka
ekstrakcijos procesui. Ekstrakcijai tinkamesni mazesnés klampos tirpikliai,
uztikrinantys geresnj kontakta su méginiu bei greitesnj pusiausvyros
nusistovejima del greitesnés analiCiy difuzijos ekstrahente. Be to, mazesnés
klampos tirpiklius lengviau tiksliai dozuoti, ypa¢ naudojant automatines
méginiy jleidimo sistemas.

Daugelio HET klampa kambario temperatiroje yra gana didele
(>100 mPa-s) [51]. Tokias dideles klampas saglygoja tai, jog tarp vandenilinio
rySio akceptoriaus ir donoro susidaro platus vandeniliniy rySiy tinklas, dél
kurio sumaze¢ja laisvy tirpiklio komponenty judrumas tirpiklyje. HET klampa
priklauso nuo tirpiklio komponenty prigimties. Joniniy tirpikliy klampa
didéja, ilgéjant ketvirtinio amonio alkilo grandinei [37]. Tiek joniniy, tiek ir
nejoniniy tirpikliy klampa taip pat didéja, ilgéjant donoro (karboksirtigsties)
alkilo grandinei [52]. Maziausios klampos (<20 mPa:s) nustatytos
nejoniniams HET, susintetintiems donoru naudojant mentolj arba timolj bei
riebiyjy ragsciy akceptorius [39].
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Lakumas. Sis parametras ekstrakcijai svarbus dviem aspektais.
Galimybé po ekstrakcijos nugarinti tirpikli leidzia: a) papildomai
sukoncentruoti iSekstrahuotus junginius ir b) pertirpinti iSekstrahuotus
junginius analizei tinkamame tirpiklyje taip prapleciant ekstrakty analizés
metody spektra. Deja, Siai HET savybei iki Siol mokslinéje literatiiroje nebuvo
skiriamas démesys. Didzioji dalis HET yra joninés prigimties, todél jie néra
pakankamai lakiis ir aukStesnéje temperatiiroje suskyla. Tai ypa¢ neparanku
atliekant ekstrakty analiz¢ dujy chromatografijos metodu, kadangi nelakieji
joniniai komponentai kaupiasi inzektoriuje bei chromatografinéje kolonéléje.
Bene vieninteliame §ia tema publikuotame darbe [53] buvo iSmatuotas
timolio/dekano rigSties, lidokaino/dekano rigsties ir mentolio/dekano
rugsties tirpikliy gary slégis ir nustatyta, kad Sie tirpikliai yra 150—-1000 karty
maziau lakiis nei toluenas.

1.3. Vandeninés dvifazés sistemos

Vandeninés dvifazés sistemos (VDS) — vandeniniai tirpalai, kuriuose
puikiai vandenyje tirpls junginiai atitinkamose salygose (koncentracija,
temperatira, pH, druskos priedas ir kt.) sudaro nesimaiSanc¢ig su vandeniu
skysta fazg. VDS buvo atsitiktinai atrasta 1896 m. olandy mikrobiologo M. W.
Beijerinck [54]. Tyrinédamas baltymy ir polisacharidy tirpalus mokslininkas
pastebéjo, kad sumaiSius vandeninius agaro ir zelatinos tirpalus, tirpale
susidaro dvi nesimaiSancios skystos fazés. Deja, kaip neretai pasitaiko
moksliniuose tyrimuose, Sis darbas ilgg laika buvo nepelnytai uzmirstas.
Sistema buvo prisiminta tiktai praéjus daugiau nei 50 mety nuo jos atradimo.
Svedy biochemikas Albertsson polietilenglikolio ir dekstrano vandenine
dviejy faziy sistemg panaudojo baltymy, peptidy, nukleortigsciy ir kity
biologiskai aktyviy medziagy gryninimui [55]. Sis darbas paskatino kitus
mokslininkus ieSkoti naujy vandeniniy dvifaziy sistemy, jas tirti ir taikyti.

1.3.1. VDS tipai

Polimeras/polimeras.  Polimeras/polimeras tipo VDS susidaro
sumaiSius du atitinkamy koncentracijy vandenyje tirpiy polimery tirpalus.
Nuo pragjusio amziaus SeStojo deSimtmecio visa eilé hidrofiliniy polimery
kombinacijy buvo sékmingai panaudota VDS suformavimui. Vandeninés
dvifazés polimeras/polimeras sistemos gaunamos sumaisius [56]:

e Du hidrofilinius nejoninius polimerus, pvz., polietilenglikolj ir

dekstrang.
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e Hidrofilinj nejoninj ir joninj polimerus, pvz., polietilenglikolj ir

poliakrilo ragst].

e Du joninius polimerus (polielektrolitus), pvz., dekstrano sulfatg ir

polistireno sulfonatg.

Paminétos hidrofiliniy polimery poros vandeniniuose tirpaluose yra
,hesuderinamos®, todél issiskiria i tirpaly kaip nesimaiSanti su vandeniu
skysta fazé [57]. Iki Siol néra visiskai aiskus Sio tipo VDS susidarymo
mechanizmas. Daugumoje publikuoty darby pagrindinis démesys skiriamas
VDS susidarymo salygy optimizavimui ir sistemy praktiniam panaudojimui
[58], tuo tarpu tokiy faziy susidarymo mechanizmas sistemingai nebuvo
tyrinéjamas. Pagrindiniai VDS susidarymg lemiantys veiksniai: polimery
koncentracija ir jy molekuliné masé. Esant mazoms polimery koncentracijoms
abu polimerai yra visiSkai besimaiSantys vandenyje, todél faziy atsiskyrimas
nevyksta. Konkre¢iy polimery pora sudaro VDS tik tirpale virSijus kritines
abiejy polimery koncentracijas, kurios priklauso nuo polimery molekulinés
masés. Kuo didesné polimery molekuliné masé, tuo mazesnés jy
koncentracijos reikalingos VDS susidaryti.

Polimeras/druska. Polimero/druskos VDS yra antrasis dvifaziy sistemy
tipas atrastas penkiasdeSimtaisiais praéjusio amziaus metais [55].
Polimero/druskos VDS susidaro j vandeninj hidrofilinio polimero tirpala
pridéjus neorganinés ar organinés druskos. Susidaro sunkesné vandeniné fazé
su didele druskos koncentracija (joje polimero koncentracija nedidel¢) ir
virSutiné lengvesné sukoncentruoto polimero faze (joje druskos koncentracija
maza). Pastaraisiais metais polimero/druskos sistemos placiai tyrinétos,
nuodugniai charakterizuotos ir taikytos jvairiuose atskyrimo procesuose [59].
Sio tipo VDS susidarymui buvo naudoti jvairiis polimerai ir druskos, tatiau
populiariausios sistemos — polietilenglikolio arba polipropilenglikolio
polimerai ir neorganinés fosfato arba sulfato druskos [60, 61].

Polimero/druskos VDS susidarymui labai svarbus faziy atsiskyrima
inicijuojancios  druskos veiksmingumas. Naudojamy drusky jony
veiksmingumas atitinka Hofmeister serija [62], kurioje drusky jonai
(svarbesnis yra anijony indélis) buvo iSrikiuoti pagal minimalig koncentracija,
reikalingg nusodinti baltymus i§ vandeninio tirpalo. Hofmeister eil¢ anijonams
ir katijonams yra tokia:

° Anijonai: C0327 > 80427 > 820327 >H,POs >F >ClIm>Br =NOz >

I->CIO;s > SCN".
e Katijonai: (CH3)sN* > Cs* > Rb* > NH;" > K* > Na* > Li* > Mg?* >

Ca*.
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Daugiakriiviai anijonai ir didele hidratacijos energija pasiZymintys
mazesni vienakriiviai anijonai yra efektyvesni VDS iniciatoriai. Pvz.,
dvikriviy HPOs* ir SO druskos yra labai efektyvios inicijuojant
polimero/druskos VDS, o didesniy vienakriiviy Cl1O4~ ir SCN™ druskos jau ne
tokios efektyvios [63]. Druskos katijono jtaka VDS inicijavimui néra tokia
reikSminga, tod¢l dazniausiai naudojamos didesniu tirpumu pasizyminc¢ios
amonio arba Sarminiy metaly druskos [64, 65].

Nors kai kurios Sio tipo VDS susidarymo mechanizmo detalés néra
visiskai aiSkios, tadiau tikrai zinoma, kad fazés atsiskiria dél hidratacijos
proceso konkurencijos tarp polimero ir druskos jony [66]. Pvz., trikriiviai
anijonai yra ypac stipriai hidratuoti, todé¢l jie yra efektyvesni polimery
i8druskintojai nei dvikriiviai ar vienakruiviai anijonai. Druskos katijony jtaka
i8druskinimui sudétingesné nei anijony. Kai kuriais atvejais katijony jtaka
nulemia dviejy priesingy saveiky — katijono hidratacijos ir specifinés katijono-
polimero sgveikos — konkurencija. Pvz., buvo nustatyta sgveika tarp licio
katijono ir polietileno oksido polimero etileno oksido grupiy [63]. Bet kuriuo
atveju yra patikimai istirta, jog daugeliu atvejy pagrindinis polimero/druskos
VDS susidarymo faktorius — daliné polimero dehidratacija ir druskos jony
gebéjimas hidratuotis. Tai buvo ne karta patvirtinta vélesniuose tyrimuose
panaudojus jvairias drusky ir polimery kombinacijas [66, 67].

Supramolekuliniai tirpikliai (SUPRA). Supramolekuliniais tirpikliais
(dar vadinamais vandeninémis micelinémis dvifazémis sistemomis) vadinami
nanostruktiiriniai skysciai, susidarantys koloidinése amfifily (t.y. junginiy,
turinéiy ir hidrofiling, ir hidrofobine grupes) suspensijose ar jy tirpaluose
savaiminio susijungimo ir koacervacijos procesy déka [68]. Bendras jy
susidarymo procesas apima du etapus (5 pav.).

SUPRA sintezé

SUPRA
—_——
]
Salygy —
pakeitimas
pH, T, druska,
org. tirpiklis
Amfifilinio
junginio Emulsija Lasy Faziy ﬂRPALAS
tirpalas/suspensija klasteriai ats:skynmas

5 pav. SUPRA tirpikliy susidarymo schema [68].
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Pirmiausiai  paruoSiama vandeniné amfifilo suspensija arba
homogeniskas tirpalas, kuriame amfifilo koncentracija vir§ija kriting
agregacijos koncentracija. Tokioje sistemoje susidaro taip vadinami
supramolekuliniai agregatai — micelés arba puslelés. Po to, pakeitus pH,
temperatira arba pridéjus druskos ar organinio tirpiklio, sistemoje
inicijuojamas koacervacijos procesas — agregaty augimas. Agregatams augant
susidaro laseliai (emulsija), kurie susijungia | didesnius laSeliy
konglomeratus, kol galiausiai naujos skystos fazés pavidalu iskyla | tirpalo
pavirsiy arba nuséda dugne [69].

Koacervacijos budu gaunamos fazés jau seniai trauké jvairiy sriciy
mokslininky susidoméjima, taciau jy vidiné struktiira iki Siol iSlieka gana
sunkiai suprantama. Taip yra todél, kad jy struktiirai nustatyti reikalingose
salygose agregatai jprastai suyra [70]. Amfifily agregaty skilimo/susijungimo
griztamumas, pagrindinis veiksnys kuriant tokias savitvarkias struktiiras,
atsiranda dél nekovalentinio supramolekulinius agregatus sudaranciy saveiky
pobudzio [71]. Mokslingje literatiiroje iki Siol naudojami labai skirtingi tokiy
faziy pavadinimai: L3 fazé, koacervatas, anomali fazé, kempinés fazé [70].
2009 m. tokios fazés pirma kartg pavadintos supramolekuliniais tirpikliais,
taip siekiant labiau pabrézti jy, kaip tirpikliy pobudj, atskirti jas nuo
molekuliniy ir joniniy tirpikliy bei atsizvelgti j jy savaiminj susidaryma
nekovalentiniy saveiky déka [72].

Amfifily agregacija vyksta traukos ir stimos sgveiky tarp amfifilo-
tirpiklio ir amfifilo-amfifilo balanso déka. Amfifily hidrofobinés dalies
solvofobiskumas skatina jy agregacija, o jonogeniniy/neutraliy poliniy grupiy
tarpusavio stiima yra pagrindiné agregacijos stabdymo prieZastis [73]. Taigi,
norint gauti SUPRA faze, reikia susilpninti sistemoje esaniy miceliy ar
pusleliy jonogeniniy/poliniy grupiy stiimg. Priklausomai nuo amfifilo polinés
grupés prigimties (joniné ar neutrali), skiriami du pagrindiniai agregaty
augimo mechanizmai [71]. Joninése sistemose efektyviai susilpninti stima
tarp grupiy galima neutralizavus jy krivj. Tai pasiekiama pridéjus neorganiniy
ar organiniy drusky, amfifilo priesjoniy arba pakeitus tirpalo pH (tik silpnai
besijonizuojantiems amfifilams) [74]. Dirbant su nejoniniais amfifilais,
veiksmingiausias btidas susilpninti stimg — sumazinti hidrofilines grupes
solvatuojancio tirpiklio molekuliy skai¢iy padidinus temperatiirg [75] arba
pridéjus | sistema besimaiSanc¢io su pagrindiniu tirpikliu kito tirpiklio [76].
Pirmuoju atveju, pasalinus dalj hidrofilines grupes solvatuojancio tirpiklio
molekuliy, sumazéja kiekvienos hidrofilinés grupés plotas ir tai palengvina
kaimyniniy miceliy sukibimg [77]. Antruoju atveju, konkurencija tarp dviejy
tirpikliy yra palanki amfifilas-amfifilas sgveikai, o tuo paciy ir jy agregacijai.
Cviterjoninés micelés agreguojasi temperatiirai nukritus zemiau kritinés
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vertés [78]. Tokia netikéta elgsena, atsizvelgiant j didelj cviterioniniy grupiy
poliskuma, aiskinama tuo, kad Siuo atveju elektrostatinés sgveikos yra trumpo
nuotolio, todél jy poveikis kokybiskai skiriasi nuo analogisky saveiky tarp
joniniy amfifily.

Joninis skystis/druska. Joniniai skys¢iai — i$ jony sudaryti junginiai,
kuriy lydymosi temperatiira mazesné nei 100 °C. Pirmg kartg Sio tipo VDS
buvo gauta 2003 m. Rogers su bendradarbiais [79] nustacius, jog hidrofilinis
joninis skystis naujos fazés pavidalu gali buti i$skirtas i§ vandeninio tirpalo
pridéjus neorganinés druskos. Sio tipo VDS susidaro tuo pat metu vykstant
dviejy drusky tirpimui. Viena druska, turinti vieng ar du didelio kriivio tankio
jonus (vandens-jono sgveika stipresné nei vandens-vandens saveika), ir kita —
turinti mazo kriivio tankio jonus (vandens-jono sgveika silpnesné nei vandens-
vandens sgveika). Pirmoji druska — bet kokia organiné arba neorganiné druska,
pasizyminti stipriu iSdruskinimo poveikiu. Antroji druska — dél mazo
simetriSkumo ir jony kriivio delokalizavimo priskiriama joniniy skysciy
kategorijai.

Dél labai didelés joniniy skys¢iy jvairovés (apima platy hidrofiliSkumo-
hidrofobiskumo diapazong) joniniy skysciy/drusky VDS tyrimai buvo
atlieckami labai intensyviai. Nuo 2009 m. buvo istirta daugybé skirtingy
sistemy [80]. Bene placiausiai buvo tiriami hidrofiliniai imidazolio joniniai
skysc¢iai su halogeny, sulfato, sulfonato, alkanoaty, tetrafluorborato anijonais.
VDS inicijavimui dazniausiai naudojamos didelio krtivio tankio neorganinés
druskos (pvz., fosfatai, sulfatai, karbonatai) [81, 82]. Darbuose [83-85] vietoje
neorganiniy drusky pasiiilyta iniciatoriais naudoti draugiskesnius aplinkai
sacharidus arba amino ragstis.

Joninio skyscio/druskos tipo sistemose abu dvi fazes formuojantys
komponentai yra joniniai. Dél Sios priezasties tarp dviejy susiformavusiy faziy
vyksta procese dalyvaujanciy jony persiskirstymas, kurj apriboja visos
sistemos ir individualiy faziy elektroneutralumas. Bridges su bendraautoriais
[86] nustaté, jog nepaisant bendro sistemos elektroneutralumo, labiausiai
chaotropisSkas jonas susikoncentruoja joninio skyscio fazéje, o labiausiai
i8druskinti linkes jonas kaupiasi vandeningje fazéje. Deja, daugelyje darby
pateikiamos joninio skys¢io/druskos tirpaly faziy diagramos buvo
matuojamos ir interpretuojamos naudojant bendras druskos ir joninio skyscio
koncentracijas, o ne atskiry jy jony koncentracijas. Coutinho [87] ir Zafarani-
Moattar [81] tyrimy grupés pademonstravo, kad siekiant gauti joninio
skysc¢io/druskos VDS, svarbiausias yra jony hidratacijos déka vykstantis
i8druskinimo procesas, o ne iSdruskinimg inicijuojanciy jony tarpusavio
(Jjonas-jonas) sgveikos.
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Kiti VDS tipai. Be auks¢iau aptarty VDS sistemy, reikéty paminéti dvi
iki Siol reciau taikomas sistemas:

e VDS hidrofiliniy eutektiniy tirpikliy pagrindu [88].
e VDS poliniy organiniy tirpikliy pagrindu [89].

Sistemos hidrofiliniy eutektiniy tirpikliy pagrindu dazniausiai
formuojamos inicijuojant neorganinémis druskomis [90, 91], reciau
hidrofiliniais polimerais [92] arba sacharidais [93].

VDS organiniy tirpikliy (acetonitrilo, acetono, etanolio, 1-propanolio
arba 2-propanolio) pagrindu gaunamos iSdruskinimo badu, t.y. j vandeninj
polinio organinio tirpiklio tirpalg pridéjus neorganinés druskos [94-97].
Palyginus su kitomis VDS, organinis tirpiklis/druska sistemos yra zymiai
paprastesnés ir pigesnés. Jos pasizymi nedidele klampa ir lengvai kei¢iamu
faziy turiy santykiu. Taciau iSdruskinimui naudojamos labai didelés drusky
koncentracijos (mol/l eilés) daznai apsunkina §iy sistemy suderinamumg su
chromatografiniais analizés metodais.

1.4. Dispersiné skysciy-skys€iy mikroekstrakcija

Klasikiné skysciy-skysciy ekstrakcija yra ilgai trunkantis ir brangus
procesas. Ekstrakcijai jprastai sunaudojami dideli aplinkai ir Zzmogui Zalingy
organiniy tirpikliy kiekiai (kai kuriais atvejais ekstrakcijai sunaudojamy
tirpikliy kiekis gali siekti ir 1 litrg). Pastaraisiais deSimtmeciais visuomenéje
sparciai populiaréjant tvarios aplinkos principams, vis didesnis mokslininky
démesys buvo skiriamas ir tradiciniy méginio paruoSimo budy
miniatitirizavimui [98]. Neabejotinai populiariausias pastarojo deSimtmecio
miniatitirizuotas  skysciy-skys¢iy ekstrakcijos variantas — Rezaee ir
bendraautoriy 2006 metais pasitlyta  dispersiné  skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcija (DSSME) [99]. Pirminiame DSSME (6 pav.) variante
hidrofobinis ir sunkesnis uz vandenj ekstrakcijos tirpiklis yra sumaiSomas su
hidrofiliniu disperguojanciu tirpikliu ir $is tirpikliy misinys (~150-400 pl)
mikro§virks§tu greitai suSvirk$¢iamas ] ~5—10 ml ttrio vandeninj méginj.
Greitai susvirkstus §j miSinj, tirpale susiformuoja emulsija, sudaryta i$ tolygiai
vandeniniame méginyje pasiskirsCiusiy ekstrakcijos tirpiklio mikrolaseliy.
Tokia sistema pasizymi labai dideliu abiejy faziy salyCio pavirSiaus plotu.
Bitent tai ir nulemia esminj $§io metodo pranasumg — ypac greitg analiciy
peréjima iS vandeninés j organing fazg. Mikroekstrakcija jprastai trunka tik
kelias-keliolika sekundZiy, o neretai jvyksta netgi akimirksniu. Méginys
centrifuguojamas ir sunkesné uz vandenj organiné faz¢ nesunkiai paimama
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mikro§virkStu. Bendra visos procediiros trukmé (jskaitant centrifugavimo
trukme) jprastai siekia 5-10 min.

|Svirks¢iamas
ekstrahento ir

dispergento
misinys
Centrifugavimas
R
s —— — > _
i Paimamas
Vandeninis AT ekstraktas
meéginys
Ekstraktas

6 pav. DSSME metodo principiné schema.

Sékmingam DSSME panaudojimui turi bati tenkinami Sie reikalavimai:

o Ekstrakcijos tirpiklis turi nesimaisyti su vandeniu, taciau maisytis su

disperguojanciu tirpikliu.

e Disperguojantis tirpiklis turi maisytis ir su ekstrakcijos tirpikliu ir su

vandeniu.

Tradiciniame DSSME variante naudojamas sunkesnis uz vandenj
ekstrakcijos tirpiklis. Taip pat svarbu, kad ekstrakcijos tirpiklis bty
suderinamas su naudojamu analizés metodu. Priesingu atveju biitina nugarinti
ekstraktg ir iSekstrahuotas analites istirpinti analizei tinkamame tirpiklyje.

Efektyviai tiksliniy junginiy ekstrakcijai turi bati parinkti tinkami
dispergavimo ir ektrahavimo tirpikliai, optimizuotas jy tiiris, vandeningés fazés
pH, joniné jéga, ekstrakcijos ir centrifugavimo trukmé [100].

1.4.1. Dispergavimo budai

Tradiciniame DSSME metodo variante hidrofobinis ekstrakcijos tirpiklis
meéginio tirpale buvo disperguojamas poliniais organiniais tirpikliais [101].
Dazniausiai dispergentais buvo naudojami acetonitrilas arba metanolis,
zymiai reciau — etanolis ar acetonas. Tokio dispergavimo biido trikumas —
polinis organinis tirpiklis méginio tirpale padidina ekstrahuojamy junginiy
tirpumg méginyje ir sumazina ekstrakcijos efektyvuma. Véliau mokslininky
publikuotuose darbuose buvo pasitlyti keli alternatyvis dispergavimo biidai.
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Mechaninis dispergavimas. Tai pats paprasCiausias ekstrahento
emulsijos generavimo be dispergento biidas: méginys su pridétu ekstrahentu
purtomas rankomis [102], mechanine purtykle [103] arba intensyviai
maiSomas magnetine maiSykle [104]. Visais paminétais atvejais ekstrakcija
taip pat vyksta labai greitai (trukmé nuo keliy iki keliasdeSimties sekundziy)
ir efektyviai.

Dispergavimas ultragarsu. 2008 metais kaip alternatyva dispergavimo
tirpikliui buvo pasitlytas ultragarsas [105]. MikrosvirkS§tu | méginj
1Svirk§¢iamas reikiamas ekstrahento tiiris, po to tam tikrg laiko tarpg (~2—
Smin.) méginys veikiamas ultragarsu. Taip ne tik iSvengiama papildomo
tirpiklio panaudojimo, taciau, kaip teigia autoriai, susidaro maZesni
ekstrahento laseliai ir pageréja ekstrakcijos efektyvumas.

Nepaisant paminéty privalumy, $is metodas turi ir trikumy. Veikiant
ultragarsu tirpalas jSyla. Dél to dalis ekstrakcijos tirpiklio gali nugaruoti, o kai
kurie organiniai junginiai gali ir skilti. Taip pat disperguojant ultragarsu
susidaro labai stabili emulsija, todél reikia ilgiau centrifuguoti [105].

Dispergavimas oru. Taikant §j metoda, emulsija susidaro kelis kartus
itraukiant ir iSstumiant vandeninio méginio ir ekstrakcijos tirpiklio mi$inj
Svirkstu [106]. Judant oro srautui skystyje susidaro stkurinis judéjimas, dél
ko ekstrahentas sudaro labai mazus laselius vandeninéje fazéje.

Taip pat galima paminéti reCiau taikomus dispergavimo btdus:
dispergavima mikrobangomis [107] bei dispergavima temperatiira [108].

Apibendrinant galima pazyméti, kad nors §ia tema publikuotuose
darbuose autoriai akcentuoja savo sitilomy dispergavimo budy pranasumus
kity atzvilgiu, i§samesné darby analizé rodo, kad visi paminéti biidai beveik
vienodai gerai tinka mikroekstrakcijai. Nezymiai skiriasi tik ekstrakcijos
trukmé (nuo keliy s iki keliy min) bei dispergavimui naudojama jranga. Tai
patvirtina ir miisy laboratorijoje atliktas tyrimas (rezultatai nepublikuoti),
kurio metu ftalatai buvo ekstrahuojami anglies tetrachloridu (100 pl)
disperguojant acetonitrilu, purtant rankomis, magnetine maiSykle ir
ultragarsu. Visais atvejais ftalaty ekstrakcijos efektyvumas reikSmingai
nesiskyré.

1.4.2. Ekstrahentai

DSSME metu susidaro labai mazi (~20—100 pL) ekstrakto turiai, todél
ekstrakcija jprastai atlickama konusiniame centrifuginiame mégintuvélyje.
Patikimai surinkti tokius mazus organinés fazés tlrius jmanoma tik jei
ekstrahentas yra sunkesnis uz vandenj, t.y. jei po centrifugavimo ekstraktas

susikaupia labai siauroje apatinéje mégintuvélio dalyje. Reikalavimas
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ekstrahuojan¢iam tirpikliui bati sunkesniam uz vandenj labai apriboja
tinkamy ekstrahenty skai¢iy. Todél pradiniame DSSME metodo tyrimo ir
taikymo etape ekstrahentais su retomis iSimtimis buvo naudojami tik keli
chlorinti  angliavandeniliai — chloroformas, anglies tetrachloridas,
chlorbenzenas ir pan. [109]. Véliau potencialiy ekstrahenty ratas buvo
iSpléstas panaudojus ir lengvesnius uz vanden;j tirpiklius, joninius skyscius,
hidrofobinius eutektinius tirpiklius bei VDS.

Mazo tankio hidrofobiniai tirpikliai. Naudojant mazo tankio tirpiklius,
nucentrifugavus misinj organinis sluoksnis lieka virSuje. Kadangi ekstrahento
tiris labai maZzas, susidaro labai plonas sluoksnis, kurj sunku surinkti
mikrosvirk$tu [110]. Vienas i§ pasitlyty budy Sios problemos sprendimui —
panaudoti  specialios konstrukcijos mégintuvelj, pavyzdziui, stiklinj
mégintuvelj su siauréjancia virSutine dalimi [111]. Po ekstrakcijos |
mégintuvél] papildomai SvirkStu jleidziama vandens, kad organiné fazé
pakilty j siaurgja mégintuvélio dalj. Kitas budas — ekstrakcija atlikti
plastikingje Pastero pipetéje. Po ekstrakcijos ekstraktas iStraukiamas
mikro$virkstu i§ siaurosios pipetés dalies [112].

Dar vienas lengvesniy uz vanden; tirpikliy panaudojimo biidas paremtas
ekstrakto sukietinimu $aldant [113]. Po jprastos DSSME procediros ir
centrifugavimo méginys atSaldomas vonioje su ledukais. Ekstraktui
sukietéjus, jis iStraukiamas mentele, atSildomas ir analizuojamas. Deja, Siam
metodui tinkami tik keli, pakankamai auk$ta lydymosi temperatiira
pasizymintys tirpikliai. Tai ilgos anglies grandinés alkoholiai — dekanolis,
undekanolis, dodekanolis [114].

Joniniai skysciai. Panaudoti hidrofobinius joninius skys¢ius DSSME
metode pirmg karta 2009 metais pasitlé Liu ir bendraautoriai [115].
Heterocikliniy insekticidy ekstrakcijai i§ vandeniniy tirpaly buvo panaudotas
1-heksil-3-metilimidazolis. Nuo to laiko nemazai skirtingy joniniy skysc¢iy
buvo panaudoti jvairiuose mikroekstrakcijos variantuose [116].

Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai. Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai
dispersinei skysc¢iy-skys¢iy mikroekstrakcijai naudojami nuo 2016 m. [117].
Pirmajame darbe [118], vaisiy sul¢iy méginiuose acetonitrilu dispergavus
cholino chlorido/4-chlorfenolio eutektinj tirpikli buvo ekstrahuojami
pesticidai. Vélesniuose darbuose mikroekstrakcijai buvo panaudota nemazai
jvairiy HET, tarp kuriy ryskiai dominuoja tirpikliai, sudaryti i§ ketvirtinio
amonio drusky akceptoriy ir ilgagrandziy alkoholiy, fenoliniy junginiy arba
karboksirtig§¢iy donory [119]. HET dispergavimas méginyje buvo atliekamas
poliniais tirpikliais [118], ultragarsu [120] arba mechani$kai purtant [121].

Vandeninés dvifazés sistemos. 2009 m. buvo publikuotas pirmasis VDS

panaudojimo  mikroekstrakcijai  darbas [122], kuriame aldehidy
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mikroekstrakcijai buvo panaudota acetonitrilas/druska vandeniné dvifazé
sistema. Tai davé pradzia VDS panaudojimui mikroekstrakcijai. Kadangi
naudojant VDS ekstrahentas yra generuojamas tiesiogiai méginyje, Sis
mikroekstrakcijos buidas neretai dar vadinamas ne dispersine, bet homogenine
skys¢iy-skys¢iy mikroekstrakcija. Sia tema publikuotuose darbuose VDS
susidarymui méginio tirpale inicijuoti dazniausiai buvo naudoti trys btdai
[123]: a) neorganinés druskos; b) sacharidai; c) tirpalo pH pakeitimas.

Inicijuojant druskomis bei sacharidais ekstrakcijos tirpikliu dazniausiai
naudoti poliniai organiniai tirpikliai acetonitrilas, acetonas, -etanolis,
propanolis, tetrahidrofuranas [123-126]. Priklausomai nuo naudojamos
druskos prigimties, iSdruskinimui naudojamy drusky koncentracija svyruoja
1-3 mol/l ribose. Inicijuojant sacharidu (dazniausiai gliukoze), jprastai
naudojama 100-200 g/l jo koncentracija [127].

Inicijuojant tirpalo pH pakeitimu ekstrahentais naudojami keiiamo
hidrofilisSkumo tirpikliai [128]. Tokiomis savybémis pasizymi kai kurie
aminai (pvz., dimetilcikloheksilaminas, dipropilaminas, diizobutilaminas,
oktilaminas ir pan.) bei karboksirtigstys (pvz., oktano, heptano, nonano ir
pan.). Jonizuotos tokiy junginiy formos yra hidrofilinés ir gerai tirpios
vandenyje. Tuo tarpu pakeitus tirpalo pH, Sie junginiai pereina j neutralig
nesimaiS$anc¢ig su vandeniu formg. Aminai iStirpinami méginyje paveikus
meéginj anglies dioksidu arba pridedant | méginj sauso ledo. Hidrofilinés
tirpiklio formos grazinimas ] hidrofobine atlieckamas paSalinus anglies
dioksida i$ tirpalo praleidziant per ji dujas (azota arba ora) arba tiesiog
pasarminus méginio tirpalg [129, 130]. Naudojant karboksirtigstis, jos
i§tirpinamos paSarmintame méginyje, o dvifazés sistemos susidarymas
inicijuojamas tirpalg partgstinus [131].

Siekiant praplésti metodo galimybes neseniai mikroekstrakcijai buvo
panaudotos VDS hidrofiliniy eutektiniy tirpikliy pagrindu [132].
Mikroekstrakcijai vandeniniame méginyje iStirpinamas nedidelis kiekis
hidrofilinio eutektinio tirpiklio, pvz., cholino chlorido/etilenglikolio,
tetrabutilamonio chlorido/etilenglikolio, tetrabutilamonio chlorido/heptanolio
ir pan. VDS susidarymas inicijuojamas pridedant nedidelj kiekj organinio
tirpiklio: tetrahidrofurano, heksano, etilacetato ar cikloheksano [133]. Tuo
tarpu i§ ketvirtinio amonio drusky ir ilgagrandziy alkoholiy ar karboksiriig§¢iy
sudaryti hidrofiliniai eutektiniai tirpikliai, iStirpinti vandeniniame méginyje
suskyla  individualius komponentus. Tod¢l §iuo atveju papildomas VDS
susidarymo inicijavimas nereikalingas, kadangi emulsijag sudaro, t.y.
ekstrahento vaidmenj atlicka hidrofobinis alkoholis ar karboksirigstis, o
ketvirtinio amonio druska yra VDS iniciatorius [134]. Pastarasis buidas

vertintinas skeptiS$kai. Nesuprantama, kokia prasmé sintetinti hidrofilinj
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eutektinj tirpiklj, kuris vandeniniame méginyje vél skyla j atskirus
komponentus. Zymiai papras¢iau tiesiog sudvirk$ti j méginj atitinkamo
hidrofobinio alkoholio ar karboksirtigsties ir disperguojancio tirpiklio miSinj

1.4.3. DSSME taikymas

Pagrindingé ir bene vienintelé DSSME metodo taikymo sritis — méginio
paruoSimas analizei, t.y. ivairiy junginiy iSskyrimas i§ méginio matricos ir jy
sukoncentravimas. Placiau susipazinti su metodo taikymu galima neseniai
publikuotuose apzvalginiuose straipshiuose [119, 135, 136]. Kadangi metodas
skirtas ekstrakcijai i§ vandeniniy tirpaly, dazniausiai buvo tiriami jvairiy rasiy
vandens méginiai — geriamasis, nutekamasis, upiy, ezery, poZeminis ir pan.,
produktai (pienas, sultys, kiti gérimai).

Ekstrahuojamy junginiy spektras pakankamai platus: chlorinti ir
aromatiniai angliavandeniliai, fenoliai, ftalatai, nitro junginiai, pesticidai,
fungicidai, riebaly riigstys, antibiotikai, analgetikai, antidepresantai, nelegaliis
dazikliai, biologiskai aktyviis junginiai, pereinamyjy metaly jonai prie$
ekstrakcija juos pervedus j hidrofobinius kompleksus, ir kt. Biitina pazyméti,
kad netradiciniy tirpikliy (HET, VDS) panaudojimas zenkliai iSplété
ekstrahuojamy junginiy poliskumo intervala. Tradiciniame DSSME variante
ekstrahentu naudojami nesimaiSantys su vandeniu, t.y. gana hidrofobiniai
tirpikliai, efektyviai ekstrahuojantys tik vidutinio poliskumo-nepolinius
junginius. Tuo tarpu netradiciniy ekstrahenty sistemose susidaro ir labai
polinés (pvz., polinis organinis tirpiklis/druska, joninis skystis/druska ir pan.)
nesimaisancios su vandeniu fazés, puikiai tinkancios ir poliniy junginiy
ekstrakcijai [68]. Be to, skirtingai nei jprasti tirpikliai, kai kuriy tipy VDS turi
galimybe ekstrahuoti junginius miSriais mechanizmais. Pvz., poliné
supramolekuliniy VDS tirpikliy dalis gali su analite sgveikauti vandenilinio
ry$io, dipolis-dipolis, jonas-dipolis, jonas-jonas saveikomis, o nepoliné —
dispersine ir/arba m—r sgveikomis. Tai jgalina vienu metu ekstrahuoti plataus
poliskumo diapazono junginius.

Apibendrinant galima pazyméti, kad DSSME dazniausiai atlickama i§ 5—
10 ml torio méginiy su 20-150 pl ekstrahento. Priklausomai nuo
ekstrahuojamy anali¢iy savybiy, méginio matricos bei ekstrakcijos tirpiklio
prigimties, analités daZniausiai sukoncentruojamos 10-100 karty, o
ekstrakcijos efektyvumas daugeliu atveju virSija 80%. Ekstraktai jprastai
analizuojami efektyviosios skys¢iy chromatografijos, dujy chromatografijos
(organiniai junginiai) arba atominés absorbcijos/emisijos spektroskopijos
(metalai) metodais.
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Lyginant su klasikine skys¢iy-skyséiy ekstrakcija galima isskirti du
pagrindinius DSSME metodo pranasumus: a) DSSME vyksta labai greitai,
daugeliu atveju netgi akimirksniu; b) sunaudojami zenkliai mazesni toksisky
ir gana brangiy tirpikliy kiekiai.

Deja, DSSME metodas turi ir keleta trikumy. Ekstrakcijos metu susidaro
labai mazi ekstrakto tiiriai, todél jy analizei tinkami tik keli analizés metodai.
Be to, kaip jau buvo ne karta minéta, idealus ekstrahentas turi buiti sunkesnis
uz vanden], pakankamai lakus, pasizyméti nedidele klampa bei suderinamumu
su analizés metodu. Sie reikalavimai labai apriboja DSSME metodui tinkamy
tirpikliy skai¢iy. Didzioji dauguma netradiciniy (joniniai skysciai, HET, VDS)
tirpikliy yra labai klampis, nelakiis, lengvesni uz vandenj bei daznai
nesuderinami su skys¢iy chromatografija. Didelés klampos ekstraktus sunku
dozuoti mikrosvirkstais ar automatinémis meéginiy jleidimo sistemomis.
Nelakiis ekstraktai netinka dujy chromatografinei analizei. Be to, tokiy
ekstrakty ne tik negalima nugarinti ir pertirpinti tolimesnei analizei
tinkamame tirpiklyje, ta¢iau dazniausiai biitina dar papildomai juos praskiesti
taip sumazinant jy klampg bei jgalinant analize skys¢iy chromatografijos
metodu. Galiausiai lengvesniy uz vandenj ekstrakty surinkimui reikalingi
specialts indai. Taigi, DSSME metodui tinkamy savybiy tirpikliy paieska iki
siol islieka labai aktuali.
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2. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Reagentai ir tirpalai

Tirpikliy sintezei bei chromatografinei analizei buvo naudoti Sie
reagentai: mentolis (>99%), tetrabutilamonio chloridas (>97%),
tetraheksilamonio chloridas (>98%), tetradeciltrimetilamonio bromidas
(>98%), heksafluorizopropanolis (LC-MS grynumo), trifluoracto rtigstis (LC-
MS grynumo), pentafluorpropano rigstis (>98%), heptafluorbutano ragstis
(>98%), metanolis (LC-MS grynumo), etanolis (>98%), izopropanolis (LC-
MS grynumo), acetonitrilas (LC-MS grynumo), dimetilsulfoksidas (>99%),
acetonas (>99%), tetrahidrofuranas (>99%), NaCl (>99,9%), (NH4)2SO4
(>99,9%), CH3COONHs (LC-MS grynumo), skruzdziy rugstis (LC-MS
grynumo), acto ragstis (LC-MS grynumo).

Visi modelinémis analitémis naudoti junginiai buvo ne mazesnio nei
95 % grynumo. Visi reagentai buvo jsigyti i$ Sigma-Aldrich (Vokietija) bei
ThermoFisher (Lietuva). Pirminiai standartiniai 200-500 mg/l anali¢iy
tirpalai buvo ruo§iami pasveriant reikiamg junginio kiekj ir, priklausomai nuo
junginio tirpumo, istirpinant metanolyje, metanolio/vandens miSinyje arba
vandenyje. MaZesniy koncentracijy tirpalai buvo ruoSiami atitinkamai
skiedziant pirminius standartus judria faze (chromatografinei analizei) arba
vandeniu (mikroekstrakcijai).

Judriomis  fazémis chromatografinei analizei buvo naudoti
vandens/acetonitrilo miSiniai be arba su atitinkamais (skruzdziy rugstis,
CH3COONHy ir kt.) priedais.

2.2. Aparatiira

Skys¢iy chromatografijos tyrimai buvo atliekami 1290 Infinity II LC
(Agilent) chromatografu, sukomplektuotu i§ dviejy auksto slégio siurbliy su
judrios fazés nudujinimu, automatinés méginiy jleidimo sistemos, kolonéliy
termostato ir diodinés matricos detektoriaus (190-600 nm). Chromatografo
valdymas ir eksperimento duomeny apdorojimas buvo atlickami Agilent
OpenLAB CDS programine jranga.

SUPRA tirpikliy stechiometrija buvo nustatoma ultraefektyviosios
skys¢iy chromatografijos prietaisu Acquity UPLC (Waters), sukomplektuotu
i§ dviejy auksto slégio siurbliy su judrios fazés nudujinimu, automatinés
méginiy jleidimo sistemos, kolonéliy termostato, diodinés matricos
detektoriaus  (190-600 nm) ir ¢-TOF masiy spektrometro su
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elektropurkStuvine (ESI) jonizacija (Bruker). Chromatografo valdymas ir
duomeny apdorojimas buvo atlickami Bruker HyStar 3.2 programine jranga.

Konkreciy junginiy chromatografiniam nustatymui naudotos koloné¢lés,
judriy faziy sudétys bei detektavimo sglygos pateikiamos atitinkamuose
»Rezultatai ir jy aptarimas* darbo dalies skyriuose.

Méginiai buvo centrifuguojami SIGMA 1-6P centrifuga (DJB Labcare
Ltd.,, Anglija). Eutektiniy tirpikliy klampa buvo matuojama 25 °C
temperatiroje Brookfield DV-I1 viskozimetru (Middleboro, MA, USA).

2.3. Procediros

Hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy sintezé. | stiklinj indg su hermetisku
dangteliu pridedami reikiami (molinis santykis 1:2) vandenilinio rySio
akceptoriaus ir donoro (perfluorinto junginio) kiekiai, jdedamas magnetinés
maisyklés strypelis ir miSinys intensyviai maiSomas (15-30 min.) vandens
vonioje ~60 °C temperatiiroje kol susidaro skaidrus homogeniskas skystis.

Eutektiniy tirpikliy tankis buvo matuojamas tiksliai (0,5 mg) pasveriant
specialioje 5,0 cm? talpos gravimetrinéje kolbutéje.

Faziy diagramy matavimas. Matavimas buvo atliekamas titravimo iki
susidrumstimo metodu. | termostatuojamg (20 °C) ir maiSoma atitinkamos
koncentracijos vandeninj HFIP tirpalg (10,000 g vandens + 0,200-2,000 g
HFIP) pipete nedidelémis porcijomis pridedamas atitinkamas organinis
tirpiklis kol susidaro emulsija ir tirpalas susidrumscia. Apskaiciavus
susidrumstimo taske pridéto tirpiklio masg, apskaic¢iuojamos jo ir HFIP masés
dalys (w, mas.%) Siame tirpale. Faziy diagrama sudaroma nubréZiant
w(HFIP) priklausomybe nuo w(tirpiklis).

Ekstrakcijos efektyvumo jvertinimas. Ekstrakcijos efektyvumas (EE)
buvo skai¢iuojamas tokia lygtimi:

Ch — C
EE(%) = >

-100 %

Co
Co — tirlamo junginio koncentracija, iSmatuota vandeninéje fazéje prie$
ekstrakceija; 1 — tiriamo junginio koncentracija, iSmatuota vandeninéje fazéje
po ekstrakcijos.

Atliekant ekstrakcija HFIP/ACN vandenine dvifaze sistema, po
ekstrakcijos vandeninés fazés turis padidéja. Todél Siuo atveju ekstrakcijos
efektyvumas buvo skai¢iuojamas tokia lygtimi:

Vo—c1
co Vo
Co ir c; — tiriamo junginio koncentracijos vandeninéje fazéje prie§ ir po
ekstrakcijos; Vo ir V1 — vandeninés fazés tiiris pries ir po ekstrakcijos.
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Mikroekstrakcijos procediira. Mikroekstrakcija buvo atliekama 10 ml
talpos stikliniuose centrifuginiuose mégintuvéliuose. I mégintuvélj su 5,0-7,5
ml vandeninio méginio pridedami atitinkami kiekiai reikiamy medziagy
(hidrofobinio eutektinio tirpiklio, SUPRA tirpiklio komponenciy arba HFIP ir
ACN bei vidinio standarto), tirpalas fiksuota laiko tarpg (1-30 s) purtomas ir
5 min centrifuguojamas 4000 rpm greiéiu. Tolimesné eiga priklauso nuo
tyrimo pobudzio. Tiriant susidariusios fazés ttrj, mikro$virkstu iSmatuojamas
jos tiiris. Vertinant ekstrakcijos efektyvumag analizuojama vandeniné fazé.
Atliekant realiy vandens méginiy mikroekstrakcija eutektiniais ir SUPRA
tirpikliais, ekstraktas sumaiSomas su 50 ul acetonitrilo ir analizuojamas.
Atliekant ekstrakcija HFIP/ACN vandenine dvifaze sistema, ekstraktas
nugarinamas azoto srautu, likutis tirpinamas 50 pl judrios fazés ir
analizuojamas.

Visi matavimai buvo atliekami po 3 kartus.
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3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

Disertaciniame darbe susintetinta ir iStirta serija naujy, nesimaisanciy su
vandeniu tirpikliy. Siuos tirpiklius vienija tai, kad visy jy sudétyje yra
perfluorintas junginys. Be to, visi tirpikliai susidaro vykstant nekovalentinei
sgveikai tarp dviejy junginiy, todél visus juos galima buty priskirti
supramolekuliniams tirpikliams. Taciau skirtingy kryp¢iy mokslingje
literatiiroje iki Siol néra vieningos tokiy tirpikliy nomenklattros. Pvz.,
tirpikliai, sintetinami sumaiSius atitinkamu moliniu santykiu grynus
vandenilinio rySio donora ir akceptoriy jprastai vadinami eutektiniais
tirpikliais. Tuo tarpu tirpikliai, gaunami i$ ty paciy ar panaSiy junginiy
tiesiogiai vandeniniame tirpale jau vadinami vandeninémis dvifazémis
sistemomis arba supramolekuliniais tirpikliais. Siame darbe bus laikomasi
analizinés chemijos literatiiroje dominuojancios nomenklatiiros.

3.1. Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai (HET): sintezé, tyrimas ir taikymas

Kaip jau buvo minéta literatliros apzvalgoje, vienas i§ svarbiausiy
reikalavimy dispersingje skys¢iy-skys¢iy mikroekstrakcijoje naudojamiems
tirpikliams — tirpiklio tankis turi buti didesnis uz vandens tankj. Priesingu
atveju po ekstrakcijos labai sunku atskirti organing fazg. Eutektiniy tirpikliy
tankj didele dalimi nulemia jj sudaran¢iy komponenty tankis. Perfluorinti
junginiai pasizymi dideliu tankiu bei yra labai stipriis vandenilinio ryS$io
donorai. Sios savybés ir nulémé jy pasirinkima vandenilinio ry$io donorais
hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy sintezei.

Vandenilinio rySio akceptorius |Vandenilinio ry$io donoras
(C|3H2)SCH3
CH3(CH2)3—I?IL(CH2)3CH3 cr -
(CH2)3CH3 CIH
Tetrabutilamonio chloridas (TBAC) F3C/ \CF3
CHg(CH2)4CH2\9T2(0H2)4CH3 or Heksafluorizopropanolis (HFIP)
/. “CHy(CH,)4CH
CHa(CHa)4CHy 2(CH2)4CH3
Tetraheksilamonio chloridas (THAC)
CHs Q
C
HaC F,c”~ “OH
CH3 OH Trifluoractoragstis (TFA)
Mentolis (Men)

7 pav. Hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy sintezei naudoty junginiy struktiiros.
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Tuo tarpu vandenilinio rySio akceptoriais pasirinkome tris junginius,
kurie daznai naudojami tiek hidrofiliniy, tiek ir hidrofobiniy eutektiniy
tirpikliy sintezei — tetrabutilamonio ir tetraheksilamonio chloridus bei mentolj

(7 pav.).
3.1.1. Sintezé ir charakterizavimas

Preliminariems tyrimams eutektiniai tirpikliai buvo sintetinami trimis
akceptorius/donoras moliniais santykiais: 1:1, 1:1,5 ir 1:2. ] stiklinj indg su
hermetisku dangteliu buvo pridedami reikiami abiejy junginiy Kiekiai,
jdedamas magnetinés maisyklés strypelis ir misinys 15-30 min. intensyviai
maiSomas vandens vonioje ~60 °C temperatiroje. Visais atvejais susidaré
homogeniski, nesimai$antys su vandeniu, bespalviai skys¢iai (8 pav.), taciau
moliniais santykiais 1:1 ir 1:1,5 gauti tirpikliai buvo lengvesni uz vanden;.
Kadangi pagrindinis tikslas buvo susintetinti sunkesnius uz vanden; tirpiklius,
tolimesni tyrimai buvo atliekami tik su Sia salyga tenkinanciais SeSiais
tirpikliais: TBAC:HFIP, THAC:HFIP, Men:HFIP, TBAC:TFA, THAC:TFA
ir Men:TFA (molinis santykis 1:2).

15-30 min.
maiSoma
—l
~60°C
TBAC + TFA Homogeniskas
(1:2) skystis

8 pav. Pradinis TBAC ir TFA miSinys (molinis santykis 1:2) ir
susintetintas hidrofobinis eutektinis tirpiklis.

Susintetinty HET tankis ir klampa buvo iSmatuoti 25 °C temperatiiroje, o
gauti rezultatai pateikti 3 lenteléje. Visi tirpikliai yra sunkesni uz vanden; ir
uz daugelj iki Siol moksliniuose darbuose aprasSyty hidrofobiniy eutektiniy
tirpikliy [33]. Didelj jy tankj nulemia didelis abiejy perfluorinty vandeniliniy
ry$iy donory tankis (TFA — 1,535 g/ml; HFIP — 1,596 g/ml). Kaip ir tikétasi,
tirpiklio tankis koreliuoja su vandenilinio rySio donoro tankiu: didesnés tankio
vertés buvo nustatytos tirpikliams su sunkesniu HFIP. Be to, abiejy TBAC
pagrindu gauty tirpikliy tankis yra didesnis nei atitinkamy tirpikliy, kuriy
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sudétyje yra THAC. Tai atitinka anks¢iau publikuoto tyrimo rezultatus,
rodancius, kad didéjant ketvirtinés amonio druskos alkilo grandinés ilgiui,
eutektiniy tirpikliy tankis mazéja [36].

3 lentelé. HET tankio ir klampos vertés (25 °C).

HET Tankis (g/ml) Klampa (mPa-s)
Men: TFA 1,136 2,95
TBAC:TFA 1,159 46,4
THAC:TFA 1,094 65,8
Men: HFIP 1,228 4,57
TBAC:HFIP 1,237 51,2
THAC:HFIP 1,168 70,6

Tirpiklio klampa yra dar vienas ekstrakcijai svarbus parametras.
Ekstrahuojant mazos klampos tirpikliais grei¢iau vyksta anali¢iy peréjimas j
organing faze, dél ko pageréja ekstrakcijos efektyvumas. Be to, klampius
tirpiklius sunku dozuoti mikroSvirkSu ir tai apsunkina jy panaudojima
mikroekstracijai. Daugelio iki Siol mokslinéje literatiiroje aprasyty HET
klampa kambario temperatiiroje yra palyginti didelé (>100 mPa-s) [48]. Kaip
matyti i§ 3 lenteléje pateikty rezultaty, ketvirtiniy amonio drusky pagrindu
susintetinty HET klampa svyruoja nuo 46,4 iki 70,6 mPa-s. Be to, tirpikliy su
ilgesnés alkilo grandinés amonio druska ir su tuo paciu donoru klampa yra
didesné. Daugiau nei 10 karty mazesne klampa pasizymi abu tirpikliai su
mentoliu. Siy tirpikliy klampa jau artima tradiciniy hidrofobiniy organiniy
tirpikliy klampai. Taip pat, TFA pagrindu susintetinty HET klampa yra
mazesné nei analogiSky tirpikliy HFIP pagrindu. Tai galima paaiskinti
mazesne TFA klampa nei HFIP.

Biitina pazyméti, kad intensyviau su vandeniu purtant TBAC:TFA
tirpiklj susidaro baltos nuosédos, todél Sis tirpiklis netinka vandeniniy
meéginiy ekstrakcijai ir tolimesni tyrimai buvo atliekami su penkiais
tirpikliais.

3.1.2. Ekstrakciniy savybiy jvertinimas

Hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy ekstrakciniy savybiy jvertinimui buvo
pasirinktos trys anali¢iy grupés - ftalatai, parabenai ir flavonoidai. Ekstrakcija
buvo atlickama i§ 5 ml vandeninio tirpalo su 0,2 ml atitinkamo tirpiklio.
Anali¢iy koncentracija — 2,5 mg/l, ekstrakcijos trukmé — 1 min. Siekiant
palyginti susintetinty HET ir tradiciniy organiniy tirpikliy ekstrakcijos
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efektyvumus, ekstrakcija buvo atlikta ir su trimis daznai dispersinéje skys¢iy-
skys¢iy mikroekstrakcijoje naudojamais chlorintais tirpikliais (CH.ClI,
CHCIs, ir CCly). I 4 lenteléje pateikty rezultaty matyti, kad ekstrakcijos
hidrofobiniais tirpikliais efektyvumas didéja tokia tvarka: Men:TFA <
TBAC:HFIP < Men:HFIP < THAC:TFA =~ THAC:HFIP. Efektyviausiai
(>90 %) visos analités ekstrahuojamos abiem tirpikliais THAC pagrindu.
Men:TFA tirpiklis parodé blogiausig ekstrakcijos efektyvuma: siuo tirpikliu
didesniu nei 90 % efektyvumu iSekstrahuojami tik trys hidrofobiskiausi
junginiai — BuP, DBF ir Bioch.

Kaip ir tikétasi, visy anali¢iy EE vertés gerai koreliavo su jy logP
vertémis, suraSytomis 4 lenteléje. Tai rodo, kad anali¢iy hidrofobiskumas yra
esminis faktorius, nulemiantis jy ekstrakcijos i§ vandeniniy tirpaly
efektyvuma tiriamais tirpikliais.

Svarbu atkreipti démesj | tai, kad ekstrahuojant TFA pagrindu
susintetintais tirpikliais, vandeninés fazés pH reikSmingai sumazéja.
Ekstrakcijos metu nedidelé dalis tirpiklio neiSvengiamai tirpsta vandenyje, kur
HET struktiira yra suardoma ir i$laisvinama gana stipri TFA raigstis (pKa =
0,52). Nors tirty junginiy ekstrakcijos efektyvumui pH sumazéjimas neturéjo
jtakos, ta¢iau tai gali turéti jtakos ragstiniy ir baziniy junginiy ekstrakcijai.
Taigi, Sie tirpikliai turéty puikiai tikti junginiy, kuriy ekstrakcija efektyvi tik
18 rugsciy tirpaly (pvz., karboksirtigstys), ekstrakcijai.

Apibendrinant galima konstatuoti, kad keturi hidrofobiniai eutektiniai
tirpikliai (iSskyrus Men:TFA) pasizymi Zymiai efektyvesne tirty junginiy
ekstrakcija nei chlorinti tirpikliai. Sie HET galéty bati perspektyvia
alternatyva tradiciniems organiniems tirpikliams dispersingje skysciy-skyséiy
mikroekstrakcijoje.
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4 lentelé. Modeliniy analic¢iy (2,5 mg/l) ekstrakcijos skirtingais tirpikliais efektyvumas. Méginio taris — 5,0 ml;
ekstrahento tiris — 0,2 ml; ekstrakcijos trukmé — 1 min.

EE t o, (%; n = 3)

Analité | logP Men: THAC: Men: TBAC: THAC: | CH.Cl, CHClIs CCl,
TFA TFA HFIP HFIP HFIP
MeP | 196 | 29,4406 | 97,4+1,8 | 86,7+2,1 | 75,3+15 | 958+12 | 33,6+0,6 | 42,4407 | 5,9+0,2
EtP 2,47 | 48,7+1,3 | 985+22 | 955+18 | 91,5+20 | 98,9+19 | 63,8+0,9 | 68,8+12 | 12,1+0,2
Prp 304 | 752+12 | 98,3+19 | 98,6+17 | 96,7+1,8 | 985+17 | 87,1+1,9 | 88,7+17 | 37,9+0,8
BuP | 357 | 91,3+1,8 | 98,1+1,6 | 99,0426 | 985+17 | 99,2424 | 96,0+2,1 | 97,1+2,2 | 74,1+1,9
DMP | 1,60 | 28,6+0,5 | 91,0+1,8 | 44,8+0,8 | 69,010 | 93,6+2,2 | 86,3+23 | 91,2+1,9 | 68,2+20
DEP | 242 | 54,8+12 | 98,4+15 | 69,940,7 | 97,4+2,2 | 98,6+1,8 | 985+1,7 | 97,5+#1,6 | 88,4+1,8
DBP | 450 | 96,0+1,9 >99 95,7+1,5 >99 >99 97,2425 | 98,742,3 | 98,5+2,2
Quer | 1,82 | 6,7+0,2 | 96,1+1,8 | 76,8+0,8 | 56,3+0,9 | 98,8+2,0 | 14,7405 | 20,6+0,6 | 7,4+0,3
Form | 2,88 | 57,0+0,8 | 98,4+14 | 944418 | 922+16 | 97,6418 | 355+0,8 | 44,5+0,8 | 48,0+1,1
Bioch | 3,22 | 90,5+15 | 97,7+20 | 98,4+23 | 91,9+18 | 982+18 | 78,4+15 | 57,8+1,2 | 89,2+1,8

MeP — metilparabenas; EtP — etilparabenas; PrP — propilparabenas; BuP — butilparabenas; DMP — dimetilftalatas; DEP —
dietilftalatas; DBP — dibutilftalatas; Quer — kvercetinas; Form — formononetinas; Bioch — biochaninas A.
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3.1.3. Suderinamumas su efektyviaja skyséiy chromatografija (ESCh)

Atvirks¢iy faziy ESCh yra vienas i§ dazniausiai kartu su DSSME
naudojamy analizés metody [109, 137, 138]. Taciau atlickant analize tiek Siuo,
tiek ir kitais skys¢iy chromatografijos metodais, labai svarbu parinkti tinkama
méginio tirpiklj. Naudojant hidrofobiskesnj, t.y. stipresnés eliucinés gebos uz
chromatografiniam atskyrimui naudojamag judria faze méginio tirpiklj,
anali¢iy smailés daZnai i$siplecia, deformuojasi, o neretai ir dvigubinasi [139,
140]. Sis efektas pasireiskia tuo stipriau, kuo didesnis judrios fazés ir méginio
tirpiklio hidrofobiskumy skirtumas. Be to, nevienoda méginio tirpalo ir
judrios fazés klampa taip pat gali turéti jtakos smailiy efektyvumui. Méginio
Klampai gerokai vir§ijus judrios fazés klampg, anali¢iy smailés taip pat
deformuojasi ar netgi dvigubinasi [141]. Atlickant mikroekstrakcija
tradiciniais hidrofobiniais tirpikliais (pvz., chlorintais angliavandeniliais) $i
problema sprendziama iSgarinant tirpikli ir pertirpinant ekstrakto likutj
judrioje fazéje arba kitame analizei tinkamame tirpiklyje. Deja, Siame darbe
naudojami hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai néra lakis ir jy negalima
pasalinti nugarinant.

HET suderinamumui su ESCh analize jvertinti buvo ruo§iami parabeny,
ftalaty ir flavonoidy standartiniai tirpalai atitinkamo eutektinio tirpiklio ir
acetonitrilo (1:1 v/v) miSinyje ir analizuojami optimizuotomis ESCh
sglygomis. Eutektiniai tirpikliai buvo 1:1 skiedziami acetonitrilu jy klampai
sumazinti. Palyginimui buvo analizuojami ir identiski standarty tirpalai
gryname acetonitrile.

9, 10 ir 11 pav. palygintos parabeny, flavonoidy ir ftalaty, istirpinty
gryname ACN, ACN/Men:TFA (1:1, v/v) ir ACN/Men:HFIP (1:1, v/v)
tirpikliuose chromatogramos. Visoms acetonitrile iStirpintoms analitéms
registruojamos simetriskos smailés. Men:TFA tirpiklyje anali¢iy smailés ne
tik nebuvo deformuojamos, tac¢iau parabenams ir flavonoidams, priesingai, jos
netgi susiauréjo. Tuo tarpu tirpiklyje HFIP pagrindu, PrP, Form ir DBP
smailés stipriai deformavosi. Atskiriant ftalatus Men:TFA tirpiklyje,
chromatogramoje (11b pav.) registruojama intensyvi smailé priskirtina TFA,
kuri, nors ir nestipriai, taip pat absorbuoja 230 nm bangos ilgio spinduliuote.

Beveik identiski chromatogramy profiliai buvo gauti visoms trims
anali¢iy grupéms istirpinus jas eutektiniuose tirpikliuose su ketvirtinio amonio
druskomis. THAC:TFA tirpiklis tiriamy junginiy smailiy nedeformavo. Tuo
tarpu abiejuose tirpikliuose su HFIP (TBAC:HFIP ir THAC:HFIP) buvo
stipriai deformuojamos PrP, Form ir DBP smailés.
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9 pav. Skirtinguose tirpikliuose istirpinty parabeny méginio chromatogramos.
Méginio tirpiklis: a — ACN; b — ACN/Men:TFA (11, viv); ¢ —
ACN/Men:HFIP (1:1, v/v). Judri fazé — H,O/ACN, 0,5 ml/min. Gradientas: 0
min —40% ACN, 6 min — 80% ACN. UV detektavimas — 260 nm.
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10 pav. Skirtinguose tirpikliuose iStirpinty flavonoidy méginio
chromatogramos. Méginio tirpiklis: a — ACN; b — ACN/Men:TFA (1:1, v/v);
¢ — ACN/Men:HFIP (1:1, v/v). Judri fazé — 0,1% HCOOH H,O/ACN, 0,5
ml/min. Gradientas: 0 min—45% ACN, 5 min—80% ACN. UV detektavimas
—260 nm.
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11 pav. Skirtinguose tirpikliuose istirpinty ftalaty méginio chromatogramos.
Méginio tirpiklis: a — ACN; b — ACN/Men:TFA (1:1, viv); ¢ —
ACN/Men:HFIP (1:1, v/v). Judri fazé — H,O/ACN, 0,5 ml/min. Gradientas: 0
min—70% ACN, 5 min —100% ACN, 12 min — 100% ACN. UV detektavimas
—230 nm.

Gauti rezultatai rodo, kad kai kuriy anali¢iy smailés deformuojamos tik
tirpikliuose su HFIP. Tai leidzia daryti prielaida, kad tokiy deformacijy
kaltininkas yra ne pats eutektinis tirpiklis, bet jo sudétyje esantis HFIP. Si
prielaida buvo patvirtinta atlikus papildomg eksperimentg: buvo analizuojami
tiriami junginiai, itirpinti ACN ir HFIP (1:1, v/v) miSinyje. Kaip matyti i§ 12
pav., iSmatuoty chromatogramy profiliai yra labai panasiis j chromatogramy,
gauty analites iStirpintus ACN/Men:HFIP misinyje profilius. Labiausiai
tikétina, kad eutektinio tirpiklio saveika su ACN irfarba jo saveika su
stacionaria faze atskyrimo metu nutraukia jo vandeniliniy ry$iy tinkla, t.y.
tirpiklis yra suardomas. Susidariusio laisvo HFIP eliuciné geba yra Zymiai
didesné nei ACN/H2O judrios fazés ir tai sukelia kai kuriy anali¢iy smailiy
deformacijas.

Darytina iSvada, kad bent jau iStirtoms analitéms, HET tirpikliai HFIP
pagrindu néra tinkami ekstrahentai, jeigu ekstrakty analizei bus naudojamas
ESCh metodas. HFIP jtaka galima sumazinti ar netgi paSalinti papildomai
praskiedziant méginj tinkamu tirpikliu ir/arba sumazinant jleidziamo méginio
tarj, tadiau tai sumazina metodo jautrj. Kita vertus, kadangi HFIP pagrindu
susintetinti  eutektiniai tirpikliai pasizymi puikiomis ekstrakcinémis

42



savybémis, jie gali bati perspektyvi alternatyva kity junginiy ekstrakcijai arba
analizuojant ekstraktus kitais analizés metodais.

x10' EtP
n MeP
2 BuP
PrP
1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0
i x10'
E =
;% 4 Quer
£ Bioch
2 1
§ Form
< o :
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
x10’
L DEP
4
DMP DBP DEHP
: JA\ na
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Sulaikymo trukmé, min

12 pav. ACN/HFIP (1:1, v/v) miSinyje istirpinty anali¢iy chromatogramos.
3.1.4. Parabeny dispersiné skys¢iy-skysciy mikroekstrakcija

Remiantis gautais rezultatais, THAC:TFA tirpiklis buvo pasirinkitas
parabeny ekstrakcijai i§ realiy vandeniniy tirpaly DSSME metodu.
Koncentruojant junginius mikroekstrakcijos metodais butina naudoti vidinj
standarta, sumazinantj ar netgi visiskai eliminuojantj paklaidas, kurias sukelia
anali¢iy ir ekstrakto praradimai mikroekstrakcijos metu. Vidiniu standartu
naudojamas junginys turéty biiti patikimai registruojamas nustatomy junginiy
detektavimo sglygomis, o jo sulaikymo trukmé neturéty smarkiai skirtis nuo
tiriamy junginiy sulaikymo trukmiy. Remdamiesi $iais kriterijais vidiniu
standartu iSbandéme tris aromatinius junginius — naftaleng, difenilg ir 1,4-
dichlorbenzeng. 13 pav. palygintos parabeny ir atitinkamo vidiniu standartu
testuojamo junginio miSinio chromatogramos. Visi trys pasirinkti junginiai
galéty biiti naudojami vidiniu standartu, ta¢iau naftaleno sulaikymo trukmé
artimiausia parabeny sulaikymo trukméms, todél Sis junginys ir buvo
pasirinktas. Siekiant dar pagreitinti atskyrimg, panaudojome gradientinés
eliucijos rezimg (14 pav.).
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13 pav. Vidinio standarto parabeny nustatymui parinkimas. Judri fazé —
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14 pav. Parabeny ir vidinio standarto (naftaleno) tirpalo chromatograma,
iSmatuota optimizuotose salygose. ACN koncentracija judrioje fazéje nuo 0
iki 6 min buvo didinama nuo 50% iki 100%.

Taip pat buvo istita THAC:TFA tirio jtaka parabeny ir naftaleno
ekstrakcijos efektyvumui. Gauti rezultatai pateikti 15 pav. Kaip matyti, net ir
su 50 pl ekstrahento tiiriu, visy penkiy junginiy ekstrakcijos efektyvumas
virsijo 95 %. Remiantis Siais rezultatais, tolimesniems eksperimentams buvo
pasirinktas 50 ul THAC:TFA tiiris.

Ekstrakcijos trukmeés jtaka ekstrakcijos efektyvumui buvo tiriama 5-60 s
intervale. Rezultatai parodé, kad Siame intervale nei vienam junginiui
reik§mingo ekstrakcijos efektyvumo skirtumo nepastebéta. Galutinés
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ekstrakcijos salygos buvo tokios: vandeninio méginio taris — 5 ml,
THAC:TFA taris — 50 pl, ekstrakcijos trukmé — 30 s.

[ EMeP HEtP EPrP HBuP HVS |

100

30 40 50 75 100
THAC:TFA tris, pl

15 pav. THAC:TFA tirio jtaka parabeny ir vidinio standarto (VS) naftaleno
ekstrakcijos efektyvumui. Méginio tiiris — 5,0 ml. Parabeny ir naftaleno
koncentracija — 2,5 mg/l. Ekstrakcijos trukmé — 60 S.

Analiziniy charakteristiky jvertinimui optimizuotose salygose buvo
ekstrahuojami 7 koncentracijy parabeny standartai su pastovia 20,0 pg/l
naftaleno koncentracija. Po ekstrakcijos, centrifugavimo ir vandeninés fazés
pasalinimo, ekstraktas sumaiSomas su 50 pul ACN ir analizuojamas. Gauti
rezultatai pateikti 5 lenteléje. Aptikimo riba buvo laikoma koncentracija,
kuriai signalo/fono triuk§my santykis lygus 3, o nustatymo riba -
koncentracija, duodanti signalo/fono triuk§my santykj 10. Nors parabeny
sukoncentravimo laipsniai papildomai nebuvo matuojami, jvertinus gauto
ekstrakto tiirj, jo praskiedimg bei tai, kad parabenai iSekstrahuojami ne
mazesniu nei 95 % efektyvumu, galima konstatuoti, kad jie sukoncentruojami
apie 65-70 karty.

5 lentelé. Parabeny nustatymo DSSME-ESCh metodu analizinés
charakteristikos (n = 3).

Analité TiesiSkumo R?2 Aptikimo | Nustatymo
intervalas (ng/l) riba (ng/l) | riba (pg/l)
MeP 1,0-500 0,9991 0,44 1,44
EtP 1,0-500 0,9984 0,50 1,65
PrP 1,0-500 0,9979 0,46 1,60
BuP 1,0-500 0,9970 0,58 1,92
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Galiausiai DSSME-ESCh metodas buvo panaudotas parabeny
nustatymui trijuose nuoteky méginiuose, paimtuose skirtingomis dienomis is
pagrindinés Vilniaus miesto nuoteky valyklos. Dviejuose méginiuose buvo
aptiktas MeP, taciau jo koncentracija buvo mazesné uz metodo nustatymo
ribg. Tre¢iame méginyje parabenai apskritai nebuvo registruojami. Su visais
trimis méginiais buvo atlikti i§gavos testai, kuriy rezultatai pateikti 6 lenteléje.
Nustatytos parabeny iSgavos svyruoja 84,0-104,0 % intervale, o analizés
rezultaty santykiniai standartiniai nuokrypiai (SSN) nevirsija 7,5 %. Nuoteky
vandens méginio be priedo ir su 5 pg/l parabeny priedu chromatogramos
pateiktos 16 paveiksle.

6 lentelé. Parabeny nustatymo nuoteky vendenyje rezultatai (n = 3).

Méginys | Analité | Pridéta (ug/l) | ISgava (%) SSN (%)

Ve 5.0 1020 6.8

20,0 985 5,5

5,0 86,0 72

. EtP 20,0 94.5 47
Prp 5a0 90,0 7,5

20,0 96,5 6,3

5.0 94,0 5,9

BuP 20,0 975 6.0

5.0 98,0 6,4

MeP 20,0 96.0 4.9

5,0 84,0 7.4

, EtP 20,0 94.0 6.6
o 5.0 98.0 6.2

20,0 1035 5,9

5.0 96.0 5.5

BuP 20,0 975 5.1

5.0 104.0 7.0

MeP 20,0 98,0 6.1

5.0 90.0 71

. EtP 20,0 935 5.8
orp 5.0 88.0 6.5

20,0 95,0 6,2

5.0 94.0 6.6

BuP 20,0 95.0 4.4
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16 pav. Nuoteky vandens méginio be (a) ir su 5 pg/l parabeny priedu (b)
chromatogramos. VS — vidinis standartas (naftalenas).

Papildomai isbandéme THAC:TFA tirpiklj parabeny iSskyrimui i$
kosmetikos produkty. Kosmetikos produktuose esancios parabeny
koncentracijos jprastai yra pakankamai didelés ir jy nustatymui papildomas
sukoncentravimas néra bitinas, o ekstrakcija yra reikalinga tik méginio
matricos jtakai eliminuoti. Todél meéginiy ekstrakcijai buvo naudojamas
palyginti nedidelis méginio/ekstrahento triy santykis, o méginiai pries
ekstrakcija bei galutinis ekstraktas buvo papildomai praskiedziami. Analizuoti
du méginiai — valomasis pienelis ,,Dermatoclean‘ ir plauky serumas ,,Agafji”.
Centrifuginiame mégintuvélyje buvo atsveriama 0,100 g atitinkamo méginio,
pridedama 1,00 ml 25 mg/l koncentracijos naftaleno tirpalo ir 3,9 ml vandens.
I gauta suspensija (,,Dermatoclean méginys) arba tirpalg (“Agafji” méginys)
buvo pridedama 0,50 ml THA:TFA -eutektinio tirpiklio ir, uzkimSus
meégintuvelj, 30 s intensyviai purtoma. Po centrifugavimo ir vandeninés fazés
atskyrimo, 0,10 ml ekstrakto buvo sumaisoma su 0,90 ml judrios fazés ir
analizuojama. Analizés rezultatai pateikti 7 lenteléje, 0 17 pav. — valomojo
pienelio ,,.Dermatoclean* ekstrakto chromatograma. Tirtuose kosmetikos
produktuose nustatyti parabeny kiekiai nevirsija leisting normuy.

Kadangi gamintojai nedeklaruoja | produktus pridedamy parabeny
kiekiy, gauti rezultatai nesuteikia informacijos apie atliktos analizés
teisingumg. Todeél papildomai plauky serumo méginiui buvo atliktas iSgavos
testas su 5,00 mg/l koncentracijos parabeny standarto priedu. Visiems
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parabenams nustatytos virSijancios 94 % iSgavos patvirtino gauty rezultaty
teisinguma.

7 lentelé. Parabeny nustatymo kosmetikos priemonése rezultatai (n = 3).

Nustatyta konc., %
Meéginys Analité yrax ° | sSN, %
(masés)
Valomasis pienelis Etp 0.24 37
,,Dermatoclean
Plauky serumas MeP 0,16 43
,,Agafji PrpP 0,08 '
0.4+
EtP
0.3
:g‘ 0.2
2
Kol Vs
< 1.
04
0 20 30 4.0 50 6.0

Sulaikymo trukmé, min

17 pav. Valomojo pienelio ,,Dermatoclean‘ ekstrakto chromatograma. VS —
vidinis standartas (naftalenas).

Apibendrinant galime konstatuoti, kad Siame darbe pasitlyti
hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai perfluorinty junginiy pagrindu yra labai
paprastai sintetinami, pasizymi maza/vidutine klampa, sunkesni uz vandenj,
efektyviai ekstrahuoja organinius junginius ir yra puiki alternatyva
tradiciniams dispersinéje skysc¢iy-skysciy mikroekstrakcijoje naudojamiems
tirpikliams.

3.2. SUPRA tirpikliy sintezé, tyrimas ir taikymas

Pagrindiniai SUPRA tirpikliy privalumai — labai paprasta sinteze,
galimybé sintetinti juos tiesiogiai méginio tirpale, bei placios galimybés
konstruoti jvairiausiy savybiy tirpiklius. Biitent galimyb¢ sintetinti labai
mazus SUPRA tirpikliy kiekius tiesiogiai méginio tirpale atveria puikias
perspektyvas juy taikymui dispersinés skysciy-skys¢iy mikroekstrakcijos
metoduose. Deja, dauguma tokiy tirpikliy yra lengvesni uz vandenj ir tai
apsunkina jy panaudojima mikroekstrakcijai. 2015 metais JAV mokslininkai

48



nustaté [142, 143], kad perfluorinti junginiai pasizymi puikiomis amfifiliniy
junginiy (pavirSiaus aktyviy medziagy, fosfolipidy, polielektrolity)
koacervacija inicijuojanciomis savybémis, t.y. sukelia paminéty medziagy
i$siskyrimg i§ vandeniniy tirpaly naujos skystos fazés pavidalu. Tai paskatino
detaliau patyrinéti i§ ketvirtinio amonio drusky ir perfluorinty junginiy
susidaranc¢ias SUPRA fazes bei jy taikymo mikroekstrakcijai galimybes.
Tyrimams buvo pasirinktos trys Kketvirtinio amonio druskos ir Kketuri
perfluorinti junginiai (8 lentel¢). 18 pav. pavaizduota hidrofobinés SUPRA
fazés susidarymo tirpale schema.

8 lentelé. SUPRA tirpikliy sintezei naudoti junginiai.
Ketvirtinio amonio druska Perfluorintas junginys

Tetrabutilamonio chloridas
Tetraheksilamonio chloridas
Tetradeciltrimetilamonio bromidas
(TDTMAB)

Heksafluorizopropanolis
Trifluoracto rugstis
Pentafluorpropano riigstis
Heptafluorbutano rugstis

Pridedame ketvirtinio Pridedame perfluorinto

amonio druskos junginio
. ~ 7%
5’ [— y ‘i"
Susidaro emulsija
— —, —
Meéginys
Atskiriame
fazes
Vandeniné Centrifuguojame

fazé

.

Hidrofobiné
fazeé

18 pav. SUPRA fazés susidarymo vandeniniame tirpale schema.

Susidaro
dvi fazés
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3.2.1. SUPRA faziy susidarymo tyrimas

Preliminariy tyrimy metu j 5 ml vandeninj atitinkamos koncentracijos
ketvirtinio amonio druskos tirpalg buvo pridedami skirtingi perfluorinto
junginio kiekiai, miSinys supurtomas ir centrifuguojamas. Nustatyta, kad
THAC su visais perfluorintais junginiais sudaro ne skysta fazg, taciau iSkrenta
baltos spalvos nuosédomis. Todél tolimesni tyrimai buvo atlickami tik su
TBAC ir TDTMAB druskomis. Sumai8ant vandenyje jvairiais kiekiais
TDTMAB ir HFIP junginius SUPRA fazé apskritai nesusidaré. Papildomais
tyrimais buvo nustatyta, kad TDTMAB:HFIP fazés susidarymui batina j
vandening fazg pridéti druskos, t.y. padidinti tirpalo joning jéga. Todél visi
tolimesni tyrimai su Sia faze buvo atliekami papildomai pridedant j vandeninj
méginj 0,50 mol/l NaCl. Kity septyniy kompozicijy (TBAC:HFIP,
TBAC:TFA, TBAC:PFPA, TBAC:HFBA, TDTMAB:TFA, TDTMAB:PFPA
ir TDTMAB:HFBA) vandeniniuose tirpaluose susidaré bespalvés, sunkesnés
uz vanden;] skystos fazés be papildomo joninés jégos didinimo.

Toliau buvo tiriama abiejy komponenciy koncentracijos jtaka
susidarancios SUPRA fazés tariui. Taip siekta nustatyti minimalias pradiniy
junginiy koncentracijas, bitinas mikroekstrakcijai reikalingo tirpiklio tiriui
(~50-200 pl) susidaryti. J vandeninj tirpalg buvo pridedamas nedidelis
daziklio Alizarino (~0,02 mmol/l) kiekis. Alizarinas pereina j hidrofobiskesne
SUPRA faz¢ nudazydamas ja raudonai (19 pav.). Tai palengvino SUPRA
fazés atskyrimo ir tiirio matavimo mikrosvirkstu procedira.

19 pav. TBAC:HFIP supramolekulinés fazés susidarymas.

20 pav. pavaizduota TBAC (a) TDTMAB (b) koncentracijy jtaka
susidaran¢ios SUPRA fazés tiariui. Kaip ir buvo tikétasi, visoms
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kompozicijoms susidarancios fazés tiiris didéja, didinant ketvirtinio amonio
druskos koncentracija vandeniniame tirpale. PanaStus rezultatai buvo gauti
Khaledi ir bendraautoriy darbuose [142-144], kuriuose buvo tiriamas SUPRA
faziy susidarymas polielektrolity/katijoniniy-anijoniniy pavirSiaus aktyviy
junginiy misiniy vandeniniuose tirpaluose inicijuojant
heksafluorizopropanoliu. Autoriy teigimu, SUPRA fazés ttrio didéjimas rodo,
kad susidaranti fazé turi ne atskiry miceliy, taCiau iStising dvisluoksng
(bilayered continuous) struktiirag. Didéjant pradiniy medziagy koncentracijai,
tokia struktiira taip pat pleciasi. Tuo tarpu pirmu atveju, didinant koncentracija
didéty miceliy tankis.

Abiejy ketvirtinio amonio drusky sistemose HFIP inicijuoja zenkliai
didesnius SUPRA fazés tiirius nei tokie patys perfluorinty rugsciy kiekiai.
Labiausiai tikétina to priezastis — nevienodas perfluorinty junginiy kravis.
Vandeniniame tirpale HFIP yra neutralus, o perfluorintos ragstys (pKa vertés
0,18-0,40) dominuoja anijono formoje. Stipresnés jonas-jonas sgveikos déka,
ketvirtinio amonio katijonai su riigs¢iy anijonais sudaro kompaktiskesnj
agregatg.

Idomu pazyméti, kad su TBAC druska ilgesnés fluoralkilo grandinés
perfluorintos rtigstys generuoja didesnius SUPRA fazés tiirius, o TDTMAB
druskai tokia tendencija nenustatyta. Deja, tokio skirtumo prieZastis
nezinoma.
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20 pav. TBAC (a) ir TDTMAB (b) koncentracijos jtaka susidarancios
SUPRA fazés turiui. Vandeninio méginio tiiris — 5 ml. Pridedamas
perfluorinto junginio kiekis — 5 mmol.

21a pav. pateikta perfluorinty junginiy kiekio jtaka susidaranc¢ios TBAC
pagrindu SUPRA fazés tariui. TBAC/HFIP fazés taris didéja, didéjant
pridedamo HFIP kiekiui. Tuo tarpu perfluorinty riigsciy kiekis susidarancios
fazés turiui jtakos praktiSkai neturéjo. Be to, ilgéjant rugsties fluoralkilo
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grandinei, jos gebéjimas inicijuoti SUPRA fazés susidaryma stipréja (t.y. fazei
susidaryti reikia maziau riigsties) bei generuojamas didesnis fazés tris.

TDTMAB atveju (21b pav.) perfluorinty junginiy kiekio jtaka dar
sudétingesné. Didinant atitinkamo perfluorinto junginio kiekj nuo 1 iki 5
mmol, TDTMAB/HFIP ir TDTMAB/PFPA faziy taris i§ pradziy sumazéja, o
toliau didinat pradeda didéti (TDTMAB/HFIP fazé) arba reikSmingai
nebekinta (TDTMAB/PFPA faz¢). TDTMAB/HFBA ir TDTMABI/TFA faziy
taris praktiskai nepriklauso nuo perfluorinto junginio kiekio. Kaip ir TBAC
atveju, silpniausiu SUPRA fazés TDTMAB pagrindu iniciatoriumi yra TFA,
taciau prieSingai nei su TBAC, TDTMAB druskai koreliacija tarp rtgsties
fluoralkilo grandinés ilgio ir susidarancios fazés tiirio nenustatyta.

Nevienoda TBAC ir TDTMEB drusky elgsena gali biiti susijusi su
skirtinga pradine Siy drusky bisena vandeniniame tirpale. Visame tirty
koncentracijy intervale TDTMAB vandenyje egzistuoja miceliy formoje
(kritiné miceliy susidarymo koncentracija — 3,6-3,7 mmol/l [145]), tuo tarpu
TBAC tokiose salygose miceliy nesudaro.

I EHFIP BTFA EPFPA EHFBA I EHFIP mTFA mMPFPA EHFBA
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21 pav. Perfluorinty junginiy kiekio jtaka susidaranc¢ios SUPRA fazés su
TBAC (a) ir TDTMAB (b) druskomis tiiriui. Vandeninio méginio tiiris — 5
ml. Ketvirtinés amonio druskos koncentracija — 25 mmol/l.

3.2.2. SUPRA tirpikliy stechiometrijos nustatymas

Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai perfluorinty junginiy pagrindu buvo
sintetinami tiksliu moliniu santykiu sumaisant abu grynus junginius, todél jy
stechiometrija yra zinoma. Tuo tarpu SUPRA tirpikliy susidarymas vyksta
tiesiogiai vandeniniame tirpale nezinomu moliniu santykiu, todél buvo jdomu
pabandyti jvertinti Siy tirpikliy stechiometrija. Tirpikliy stechiometrijos
nustatymui butina patikimai iSmatuoti abiejy tirpiklio komponenciy
koncentracijas. Siam tyrimui buvo naudojama efektyvioji skyséiy
chromatografija. Kadangi tiksliniy junginiy prigimtis labai skirtinga (TBA™ ir
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TDTMA* — katijonai, TFA, PFPA ir HFBA — anijonai, HFIP — neutralus),
kiekvienai junginiy grupei buvo parinktas tinkamiausias skysCiy
chromatografijos variantas ir optimizuotos atskyrimo bei detektavimo sglygos
(9 lentele). TBA", TDTMA" ir HFIP visiskai neabsorbuoja UV/Vis
spinduliuotés, o perfluorintos riigstys pasizymi tik silpna absorbcija 200-210
nm bangos ilgiy intervale. Todé¢l visiems junginiams i§skyrus TFA, buvo
naudojamas detektavimas masiy spektrometru. Kadangi TFA masiy
spektrometru neregistruojama, jos nustatymui pasirinkome UV detektavima.
Tiriamy junginiy chromatogramos ir masiy spektrai iSmatuoti optimizuotose
salygose yra pateikti 22 ir 23 pav.

9 lentelé. Optimizuotos SUPRA komponenc¢iy chromatografinio nustatymo

salygos.
Kolonélé
Analité | ESCh metodas o .onele Judri fazé
(ilgis)
TBA* H1dr0ﬁhnes BEH HILIC 5 mmol/l
TDTMA* saveikos (10 cm) CH3COONH;4
chromatografija 10:90 v/v H.O/ACN
Hpp | Atvirksciy faziy | BEH G806 50 0 o/acN
chromatografija (5cm)
PFPA Atvirk$¢iy faziy BEH C18 0,1 % HCOOH
HFBA | chromatografija (10 cm) 80:20 v/v H2.O/ACN
Porachell 120 1 mmo/l TBAC,
Jony pory 10 mmol/I fosfat. buf.
TFA . EC-C18
chromatografija (15 cm) (pH 7)
70:30 v/iv H.O/ACN

Nustatomy junginiy koncentracijos méginiuose didelés, todél
kalibraciniy kreiviy tiesiSkumo intervalai bei anali¢iy aptikimo ir nustatymo
ribos metodams nebuvo matuojami. Kiekvieno junginio analizei buvo
pasirinktas tik palyginti siauras koncentracijy intervalas, kuriame galioja
tiesiné priklausomybé (10 lentel¢). TBA® ir TDTMA" nustatymo MS
detektoriumi jautris labai didelis, o tiesiSkumas galioja tik gana siaurame
koncentracijy intervale. Todél Siy junginiy nustatymui teko naudoti labai
didelius (iki 10 000 karty) SUPRA fazés praskiedimus.
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23 pav. TFA tirpalo chromatograma. UV detektavimas — 205 nm.
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10 lentelé. Stechiometrijos nustatymui pasirinkti anali¢iy koncentracijy
intervalai ir koreliacijos koeficientai.

Analité Koncentracijy intervalas R?
TBA* 1,0 - 5,0 pmol/I 0,9972
TDTMA* 1,0 - 5,0 pmol/I 0,9954
HFIP 0,1 - 1,0 mmol/Il 0,9987
PFPA 0,01 -0,10 mmol/l 0,9977
HFBA 0,01 - 0,20 mmol/Il 0,9951
TFA 0,1 - 1,0 mmol/Il 0,9994

SUPRA tirpikliai analizei buvo ruosiami j 5 ml 25 mmol/l koncentracijos
vandeninj ketvirtinés amonio druskos tirpalg pridedant 5 mmol atitinkamo
perfluorinto junginio. Nucentrifugavus, nedidelé porcija susidariusios
SUPRA fazés buvo tirpinama acetonitrile, atitinkamai praskiedziama judria
faze ir analizuojama. 11 lenteléje surasyti tirpikliy stechiometrijos nustatymo
rezultatai. I$ pateikty rezultaty seka dvi i§vados: a) TBAC ir TDTMAB su tais
paciais perfluorintais junginiais (i§skyrus fazes su PFPA) sudaro nevienodos
stechiometrijos junginius; b) HFIP sgveikauja su abiem ketvirtinio amonio
katijonais Zymiai didesniu moliniu santykiu nei perfluorintos rtgstys.

11 lentelé. SUPRA tirpikliy stechiometrijos nustatymo rezultatai (n=3-6).

SUPRA tirpiklis ISmatuotas I_nolinis Su_apvalintas_
santykis molinis santykis

TBAC:HFIP 1:8,07 1:8
TBAC:TFA 1:2,08 1:2
TBAC:PFPA 1:2,98 1:3
TBAC:HFBA 1:4,14 1:4
TDTMAB:HFIP 1:12,18 1:12
TDTMAB:TFA 1:2,74 1:3
TDTMAB:PFPA 1:2,91 1:3
TDTMAB:HFBA 1:2,87 1:3

Apibendrinant biitina pazyméti, kad stechiometrijos nustatymo rezultatus
reikéty vertinti atsargiai. SUPRA tirpikliai susidaro vandeniniame tirpale
esant dideliam (molinis santykis ~1:40) perfluorinto junginio pertekliui.
VisiSkai realu, kad susidariusioje SUPRA fazéje papildomai iStirpsta
nestechiometrinis perfluorinto junginio kiekis. Paminétas procesas gali
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i8kreipti tyrimo rezultatus, o jo jtakos jvertinimas ar eliminavimas praktiskai
nejmanomas. Dél Sios priezasties detalesniy stechiometrijos tyrimy (pvz.
kei¢iant komponenciy kiekiy santykj) buvo atsisakyta.

3.2.3. SUPRA tirpikliy ekstrakcinés savybés

Norint palyginti skirtingy tirpikliy ekstrakcines savybes, bitina Siais
tirpikliais atlikti ekstrakcija identiskomis salygomis, t.y. esant pastoviam
méginio turiui, modeliniy anali¢iy koncentracijai, ekstrahento tiiriui bei
ekstrakcijos trukmei. Nagriné¢jamu atveju ekstrahento susidarymas vyksta
tiesiogiai meéginio tirpale, todél parinkti tokias tiriamy SUPRA tirpikliy
komponenciy koncentracijas, kurios visiems tirpikliams duoty visiskai
vienoda SUPRA fazés trj yra labai sudétinga. Remiantis 3.2.1 skyriuje
pateiktais rezultatais, kiekvienam SUPRA tirpikliui buvo parinktos
komponenciy koncentracijos, kurios duoda panaSius (~150£10 pl)
hidrofobinés fazes tiirius. Modelinémis analitémis buvo pasirinkti parabenai
ir ftalatai. Vandeninio méginio tiris — 7,5 ml, o parabeny ir ftalaty
koncentracijos méginyje — 1,0 mg/l.

IS 24 pav. pateikty rezultaty matyti, kad visais SUPRA tirpikliais tiek
parabeny, tiek ir ftalaty ekstrakcijos efektyvumas didéja, ilgéjant
ekstrahuojamo junginio alkilo grandinei, t.y. stipréjant jo hidrofobisSkumui.
Ketvirtinio amonio druskos prigimtis ekstrakcijos efektyvumui nereik§minga:
daugeliu atveju TDTMAB tirpikliy ekstrakcinés savybes yra panasios | TBAC
tirpikliy su tuo paciu perfluorintu junginiu ekstrakcines savybes. Perfluorinto
junginio prigimties jtaka tirpikliy ekstrakcinéms savybéms priklauso ir nuo
ekstrahuojamy junginiy prigimties, todél sunkiai apibendrinama. Pvz.,
ekstrahuojant MeP tirpikliais su TDTMAB, jo ekstrakcijos efektyvumas
didéja tokia tvarka: TDTMAB:HFBA < TDTMAB:PFPA < TDTMAB:TFA
<TDTMAB:HFIP. Tuo tarpu tais paciais tirpikliais ekstrahuojant poliskiausia
ftalatg (DMP), ekstrakcijos efektyvumas didéja taip: TDTMAB:TFA <
TDTMAB:PFPA < TDTMAB:HFBA < TDTMAB:HFIP.
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24 pav. Parabeny ir ftalaty ekstrakcijos SUPRA tirpikliais efektyvumo
palyginimas.

Idomu pazyméti, kad SUPRA tirpikliy ekstrakcinis efektyvumas
parabenams ir ftalatams reikSmingai skiriasi: ftalatai tais paciais tirpikliais
ekstrahuojami efektyviau. Pvz., EtP (logP = 2,47) ekstrakcijos efektyvumas
skirtingais tirpikliais svyruoja intervale 53,8-86,4%, tuo tarpu beveik
identisku hidrofobiskumu pasizymin¢io DEP (logP=2,42) ekstrakcijos
efektyvumas visais tirpikliais virSija 90 %. Ekstrahuojant $iuos junginius i§ ty
paciy komponenciy sudarytu hidrofobiniu eutektiniu tirpikliu (TBAC:HFIP),
parabeny ir ftalaty ekstrakcijos efektyvumas reikSmingai nesiskyré (zidr. 4
lentele). Tokj ekstrakciniy savybiy skirtumg gali nulemti tiek nevienoda HET
ir SUPRA tirpikliy kiekybiné sudétis, tiek ir skirtinga jy struktira.
Hidrofobinis eutektinis tirpiklis sintetinamas sumaiSius zinomus dviejy
junginiy kiekius susidarant homogeniskam skysc¢iui, todél kokybiné ir
kiekybiné tokio tirpiklio sudétis yra tiksliai Zinoma. Tuo tarpu SUPRA
tirpiklis susidaro vandeniniame atitinkamy junginiy tirpale vykstant
agregacijos ir koacervacijos procesams. Kaip jau buvo minéta ankstesniame
skyrelyje, net ir atlikta SUPRA tirpiklio sudéties analizé negali patikimai
atspindéti gryno tirpiklio sudéties.

3.2.4. SUPRA tirpikliy suderinamumas su efektyvigja skysc¢iy
chromatografija

Siam tyrimui buvo ruo$iami parabeny ir ftalaty standartiniai tirpalai
atitinkamo SUPRA tirpiklio ir acetonitrilo (1:1 v/v) miSinyje ir analizuojami
optimizuotose ESCh sglygose. Palyginimui buvo analizuojami ir identiski
standarty tirpalai acetonitrile. ISmatuotos chromatogramos pavaizduotos 25 ir
26 pav. I$ 25 pav. pateikty chromatogramy matyti, kad abu tirpikliai PFPA
pagrindu praktiSkai nedaro jtakos parabeny smailiy efektyvumui.
TDTMA:HFBA tirpiklio jtaka parabeny smailiy formai taip pat néra labai
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reikSminga. Tuo tarpu abu tirpikliai HFIP pagrindu pasiZyméjo dvejopu
efektu: stipriai deformavo PrP smailg, taciau reikSmingai ,,suspaudé” MeP ir
EtP smailes. PanaSiis parabeny smailiy profiliai buvo registruojami ir
vertinant hidrofobiniy eutektiniy tirpikliy su tuo paciu perfluorintu junginiu
jtaka.
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25 pav. Parabeny standarto isStirpinto ACN ir atitinkamo SUPRA
tirpiklio/ACN (1:1 v/v) miSinyje chromatogramos. UV detektavimas — 260
nm.

°

SUPRA tirpikliy jtaka ftalaty chromatografiniam atskyrimui pasireiské
visiSkai kitaip. IS 26 pav. palyginty chromatogramy matyti, kad SUPRA
tirpikliai ftalaty smailiy faktiskai nedeformuoja. Tac¢iau iStirpinty tirpikliuose
su perfluorintomis rtigstimis ftalaty méginiy chromatogramose registruojamos
papildomos smailés, dalinai arba visiSkai persiklojanCios su silpniau
sulaikomy DMP ir/arba DEP smailémis. Kaip jau buvo minéta 3.1.3 skyriuje,
ftalaty detektavimui naudojama 230 nm bangos ilgio spinduliuoté, kurig, nors

ir nestipriai, absorbuoja ir perfluorintos ragstys. Chromatografinio atskyrimo
58



metu SUPRA tirpikliai yra suardomi j atskiras komponentes, o perfluorinty
rugsc¢iy koncentracija méginio tirpale yra labai didelé. Tokiuose méginiuose
greidiausiai yra registruojamos laisvy ragsciy ir/arba jy adukty su ketvirtinio
amonio katijonu smailés. Tai buvo patvirtinta iSmatavus ir palyginus gryny
TDTMAB ir TFA tirpaly bei TDTMAB:TFA SUPRA tirpiklio tirpalo
chromatogramas (27 pav.). TFA tirpalo chromatogramoje registruojama
(sulaikymo trukmé 1,3 min) tik viena laisvos riigSties smailé. Tuo tarpu
TDTMAB:TFA SUPRA tirpiklio tirpale registruojamos jau dvi smailés, kuriy
profilis beveik identiskas ftalaty tirpale TDTMAB:TFA tirpiklyje
registruojamy pasaliniy (ne ftalaty) smailiy (26 pav.) profiliui. Taigi,
akivaizdu, kad pirmoji yra laisvos TFA smailé, o antra — TDTMA katijono ir
TFA anijono adukto.
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26 pav. Ftalaty standarto istirpinto ACN ir atitinkamo SUPRA tirpiklio/ACN
(1:1 v/v) miSinyje chromatogramos. UV detektavimas — 230 nm.
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Idomu pazyméti, kad prieSingai nei analogiski HET tirpikliai, abu
SUPRA tirpikliai HFIP pagrindu ftalaty smailiy nedeformuoja. Ankstesniame
skyriuje buvo parodyta, kad smailes deformuoja biitent HET tirpiklio sudétyje
esantis HFIP. Galima tokio skirtumo priezastis — SUPRA tirpiklis susidaro
vandeninéje fazéje, todél neiSvengiamai jame yra ir kazkoks kiekis istirpusio
vandens, kuris susilpnina HFIP jtaka.
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27 pav. TDTMAB, TFA ir TDTMAB:TFA tirpaly chromatogramos. UV
detektavimas — 230 nm.

Bitina pazyméti, kad ftalaty atveju, perfluorinty riigsciy jtaka
detektavimui pilnai eliminuojama padidinus detektavimo bangos ilgj (pvz.
detektuojant ties 260 nm). Taciau tai sumazina ftalaty detektavimo jautrj, todél
néra tinkama praktinei realiy meéginiy analizei.

3.2.5. Ftalaty dispersiné skysc¢iy-skys¢iy mikroekstrakcija ir nustatymas

Ftalaty mikroekstrakcijai i§ vandens méginiy buvo pasirinktas didziausiu
ekstrakcijos efektyvumu pasizymintis TDTMAB:HFIP tirpiklis. Vidiniu
standartu pasirinkome naftaleng (NAPH). Siekiant gauti kuo didesnius ftalaty
sukoncentravimo laipsnius iStyréme tirpiklio ttrio jtaka ftalaty ir naftaleno
ekstrakcijos efektyvumui (12 lentel¢). Tolimesniam darbui buvo pasirinktas
50 pl SUPRA tirpiklio tairis, kuriuo visi junginiai iSekstrahuojami didesniu nei
95 % efektyvumu.

Ivertinus mikroekstrakcijos trukmés (1-30 s) jtaka ekstrakcijos
efektyvumui buvo nustatyta, kad ekstrakcija vyksta labai greitai — net ir
supurcius misinj vieng kartg, visy junginiy ekstrakcijos efektyvumas virsijo
90 %. Realiy méginiy mikroekstrakcijai buvo pasirinktos tokios salygos: j 7,5
ml méginio pridedama 0,10 ml 1,5 mg/l naftaleno, 0,75 ml 5,0 mol/l NacCl,
0,20 ml 0,20 mol/l TDTMAB ir 0,20 ml HFIP bei purtome miSinj 5 s.
Tokiomis sglygomis tirpale susidaro ~50 ul SUPRA tirpiklio.
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12 lentelé. TDTMAB/HFIP tirpiklio tirio jtaka ftalaty ir naftaleno (1,0 mg/1)
mikroekstrakcijos efektyvumui. Vandeninio méginio taris — 7,5 ml;
ekstrakcijos trukmé — 30 s.

Tirpiklio EE + 0, (%; Nn=3)

taris (ul) DMP DEP DBP DEHP NAPH
200 96,0+1,9 >98 >98 >98 >98
150 96,9+2,2 | 97,6%+1,9 >98 >98 97,8+2,2
90 95,8+1,5 | 96,0+2,1 >98 >98 97,2+2,4
50 95,56+2,0 | 95,6+1,9 >98 >98 96,7+1,8
25 76,6+1,6 | 81,2+1,5 |96,6+1,9 | 97,0+2,3 | 90,5£1,9

Analiziniy charakteristiky jvertinimui optimizuotose salygose buvo
ekstrahuojami ir analizuojami 7 koncentracijy ftalaty standartai su pastovia
20,0 pg/l naftaleno koncentracija. Gauti rezultatai pateikti 13 lenteléje.

13 lentelé. Ftalaty mikroekstrakcijos ir nustatymo analizinés charakteristikos

(n=3).
. TiesiSkumo Aptikimo Nustatymo
Analité intervalas, pg/l R riba, pg/l riba, pg/l
DMP 1,0-50,0 0,9974 0,3 1,0
DEP 1,0-50,0 0,9965 0,3 1,0
DBP 1,0-50,0 0,9982 0,4 1,5
DEHP 2,0-50,0 0,9971 0,6 2,0

Metodas buvo iSbandytas ftalaty koncentravimui ir nustatymui trijuose
nuoteky vandens méginiuose, paimtuose i§ Vilniaus nuoteky valyklos. Du
méginiai buvo paimti skirtingomis dienomis prie§ nuoteky valyma, o tre¢ias —
po nuoteky mechaninio ir biologinio valymo. Nedideli DBP ir DEHP buvo
nustatyti viename nevalyto vandens méginyje. Deja, DMP ir DEP nustatyti
negaléjome, kadangi jy smailes uzgozia méginio matricos komponentai.
Bitina pazymeéti, kad pakeitus chromatografing kolonéle¢ ir/arba papildomai
pakoregavus judrios fazés sudétj ir gradiento programa, grei¢iausiai pavykty
eliminuoti matricos jtaka $iy ftalaty nustatymui. 14 lenteléje surasyti dviejy
ftalaty nustatymo nuoteky vandenyse rezultatai, o 28 pav. pateikta nevalyto
nuoteky vandens méginio be ir su 10,0 pg/l DBP ir DEHP priedu
chromatogramos. ISmatuotos ftalaty iSgavos svyruoja 89,4—104,4 % intervale,
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o0 analizés rezultaty santykiniai standartiniai nuokrypiai nevir$ija 8,1 %. Taigi,
jvertinus gautus rezultatus galima konstatuoti, kad metodas tinkamas ftalaty
koncentravimui ir nustatymui vandeniniuose méginiuose.

14 lentelé. Ftalaty nustatymo nuoteky vandenyje rezultatai (n = 3).

. . ... | Nustatyta | Pridéta | ISgava | SSN
Meéginys Analité
sty M) | e | ) | %)
Nevalytas DBP 2,9 10,0 104,4 59
vanduo 1 DEHP 2,4 10,0 96,7 6,5
Nevalytas DBP - 50 102,9 6,2
vanduo 2 DEHP - 50 93,1 7,4
DBP - 5,0 92,6 7,3
I$valytas DEHP - 5,0 89,4 8,1
vanduo DBP - 10,0 95,5 49
DEHP - 10,0 97,0 6,7
& Vs a
:‘g 74 VS b
o
% DBP
z: DEHP

Sulaikymo trukmé, min
28 pav. Nevalyto nuoteky vandens méginio be (a) ir su (b) 10,0 ug/l DBP ir
DEHP priedu chromatogramos. Vidinio standarto (naftaleno) koncentracija
20,0 pg/l.

62



3.3. Vandeninés dvifazés sistemos HFIP/hidrofilinis tirpiklis tyrimas ir
taikymas

Tiriant SUPRA tirpikliy ekstrakcines savybes visiSkai atsitiktinai
(pamir$us pridéti | méginj ketvirtinio amonio druskos) buvo pastebéta, kad i
labai nedaug acetonitrilo (~3-4% v/v) turintj vandenin] tirpalg pridéjus
nedidelj kiekj HFIP, tirpale susidaré nauja, sunkesné uz vandenj fazé. Kadangi
tokio tipo (hidrofilinis tirpiklis/hidrofilinis tirpiklis) vandeninés dvifazés
sistemos apskritai dar nebuvo aprasytos mokslinéje literatiiroje, pirmiausiai
HFIP inicijavimas poliniais tirpikliais buvo palygintas su kitais dviem gana
daznai naudojamais biidais — inicijavimu druskomis ir inicijavimu sacharidais.

3.3.1. Inicijavimo buidy palyginimas

Siame tyrime j 5 ml vandens buvo pridedami 0,3 ml HFIP ir skirtingi
atitinkamo iniciatoriaus kiekiai. Susidariusi emulsija centrifuguojama ir
susidariusios HFIP fazés tiiris iSmatuojamas mikrosvirkstu.

Inicijavimas druskomis. Tyrimui buvo pasirinktos dvi daZniausiai
jvairiy tipy VDS susidarymui naudojamos druskos — NaCl ir (NH4)2SO,. Kaip
ir buvo tikétasi, abi druskos inicijavo nesimai$ancios su vandeniu HFIP fazés
susidaryma. Didinant atitinkamos druskos koncentracija 1-6 mol/l intervale
susidarancios HFIP fazés taris didéja (29 pav.). Nustatyta, kad eksperimento
salygose, t.y. pridedant 0,3 ml HFIP, naujos fazés susidarymui biitina ne
mazesné uz ~0,8 mol/l (NH4)2SO4 druskos koncentracija ir ne mazesné uz
~1,2 mol/l NaCl koncentracija. Be to, naudojant (NH4).SO4 susidaré mazdaug
1,5-3 kartus didesni HFIP fazés turiai nei naudojant tos pac¢ios koncentracijos
NaCl druska. Sie rezultatai rodo, kad (NH,),SO. yra efektyvesnis iniciatorius.
Gauti rezultatai koreliuoja su Hofmeister serija [62], kurioje skirtingi jonai yra
iSrikiuoti | eile pagal jy kaip iSdruskintojy efektyvumg. Hofmeister anijony
serijoje SO4> yra efektyvesnis i3druskintojas uz CI', o katijony serijoje NH4*
efektyvesnis uz Na™.
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29 pav. Druskos koncentracijos jtaka susidarancios HFIP fazés tiiriui.
Vandeninés fazés tiris — 5,0 ml; HFIP taris — 0,30 ml.

Inicijavimas sacharidais. Inicijavimui buvo pasirinkti du sacharidai:
monosacharidas gliukozé ir disacharidas sacharozé. IS 15 lenteléje pateikty
rezultaty matyti, kad lyginant su neorganinémis druskomis, sacharidy kaip
iniciatoriy efektyvumas Zenkliai blogesnis: HFIP fazés susidarymui reikalinga
ne mazesné nei ~2,0-2,5 mol/l sacharido koncentracija. Deja, tokios
koncentracijos smarkiai padidina méginio klampg ir tai apsunkina faziy
atskyrimg po centrifugavimo.

15 lentelé. Sacharidy koncentracijos jtaka susidaranc¢ios HFIP
fazés turiui.

: Koncentracija, | HFIP fazés tiris,
Sacharidas
mol/Il pl
3,0 100
) ) 2,5 25
Gliukoze 2,0 Nesusidaro
1,0 Nesusidaro
3,0 300
) 2,5 120
Sacharozé 20 35
1,0 Nesusidaro

Inicijavimas hidrofiliniais organiniais tirpikliais. Iniciatoriais buvo
iSbandyti septyni su vandeniu gerai besimaiSantys poliniai organiniai
tirpikliai: ~ metanolis,  etanolis, izopropanolis, ACN, acetonas,
dimetilsulfoksidas (DMSQ) ir tetrahidrofuranas (THF). Nustatyta, kad
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nepriklausomai nuo pridedamy protoniniy tirpikliy (alkoholiy) kiekio, dvifazé
sistema nesusidaro. Tuo tarpu visi keturi aprotoniniai tirpikliai, prieSingai,
inicijavo sunkesnés uz vandenj fazés susidaryma. Nors tikslus Sio proceso
mechanizmas néra Zinomas, tikétina, kad pagrindiné VDS susidarymo
varomoji jéga — konkurencija dél vandenilinio rySio tarp HFIP, vandens ir
inicijuojancio tirpiklio. HFIP yra ypac¢ stiprus vandenilinio rySio donoras (net
stipresnis uz vandenj), ta¢iau labai silpnas vandenilinio rySio akceptorius [8].
Protoniniai tirpikliai taip pat yra stipriis vandenilinio rySio donorai. Tuo tarpu
aprotoniniai tirpikliai, prieSingai, pasizymi stipriomis protony akceptorinémis
savybémis, todél vandenilinis rySys tarp HFIP ir aprotoninio tirpiklio turéty
biti stipresnis uz HFIP-vandens vandenilinj rysj. Tokiu biidu, pridéjus i HFIP
vandeninj tirpalg tokio iniciatoriaus, hidratiniame HFIP molekuliy sluoksnyje
esanCios vandens molekulés yra pakeiiamos aprotoninio tirpiklio
molekulémis. Tai sukelia HFIP molekuliy agregacija susidarant miceliy tipo
klasteriams, kuriuose fluorintos grupés yra nukreiptos j klasterio centra, o jo
iSoréje susidaro aprotoniniu tirpikliu solvatuoty hidroksilo grupiy sluoksnis.
Galutinis $io proceso rezultatas — nesimaisancios su vandeniu organinés fazés
susidarymas. Atlikus HFIP/ACN fazés analiz¢ dujy chromatografijos metodu,
joje buvo nustatytas ne tik HFIP, bet ir gana didelis ACN kiekis. Taciau
analizé nesuteikia informacijos apie ACN biiseng Sioje fazéje. Tai gali bati ir
tiesiog iStirpes nestechiometrinis acetonitrilas, ir/arba sistemoje fiksuoty
moliniu santykiu susidarantis kazkoks HFIP:ACN agregatas. Paprastumo
délei toliau Sios fazeés bus vadinamos HFIP faze.

Siekiant palyginti inicijuojanciy tirpikliy efektyvuma, titravimo iki
susidrumstimo metodu jiems buvo iSmatuotos faziy diagramos (30 pav.).
Buvo nustatyta, kad visiems inicijuojantiems tirpikliams ismatuotos binodinés
kreivés geriausiai apraSomos tokia lygtimi:

w(HFIP) = A - exp [(B - w(Tirpiklis)®®) — (C - w(Tirpiklis)?)]
A, B ir C —regresijos parametrai.

16 lenteléje surasyti regresijos parametrai, koreliacijos koeficientai (R?)
bei standartiniai nuokrypiai (o).

Faziy diagramos suteikia informacija apie minimalias nauja fazg
sudaranéiy junginiy (nagringjamu atveju HFIP ir organinio tirpiklio)
koncentracijas (masés %) vandeniniame tirpale, kurios butinos VDS
susidarymui. I§ pateikty rezultaty matyti, kad tirpikliy inicijuojancioji geba
stipréja (t.y. VDS susidarymui reikalinga maZesné iniciatoriaus koncentracija
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esant tirpale tam paciam HFIP kiekiui) tokia tvarka: DMSO < ACN <
Acetonas < THF. Tirpikliy, kaip iniciatoriy efektyvumas puikiai koreliuoja su
ju logP vertémis: kuo hidrofiliskesnis tirpiklis, tuo didesné jo koncentracija
butina VDS susidarymui. Papildomai buvo nustatyta, kad HFIP ir iniciatoriaus
pridéjimo j vandenj eiliSkumas VDS susidarymui jtakos neturi.

o THF (0,46)
= Acetonas (-0,24)
4 ACN (-0,34)
v DMSO (-1,35)

1 2 fazés
10 <

w(HFIP), mas. %

0'1'2'3 4'5'6'7‘8‘9'10
w(tirpiklis), mas. %
30 pav. Faziy diagramos HFIP-organinis tirpiklis vandeninéms dvifazéms
sistemoms. Skliausteliuose pateiktos tirpikliy logP vertés.

16 lentelé. Faziy diagramy parametrai.
VDS A B C R? c
HFIP/THF 35,572 | -1,499 | -0,0198 | 0,9971 | 0,186
HFIP/Acetonas | 30,321 | -1,061 | -1,40-10° | 0,9970 | 0,205
HFIP/ACN 32,070 | -0,903 | 3,73-10* | 0,9968 | 0,210
HFIP/DMSO | 25,213 | -0,522 | -3,31-10* | 0,9976 | 0,119

Apibendrinant tyrimy rezultatus galime konstatuoti, kad HFIP fazés
inicijavimui ir tolimesniam VDS taikymui mikroekstrakcijai ir skysCiy
chromatografinei ekstrakty analizei Zymiai pranasesni iniciatoriai — poliniai
organiniai tirpikliai. Naudojant druskas ir sacharidus reikalingos labai didelés
iniciatoriy koncentracijos. Tai padidina ekstrakty uzterSimo tikimybe bei labai
apsunkina tolimesnj ekstrakty paruos§img (HFIP fazés atskyrima, nugarinimag
ir pan.) chromatografinei analizei.
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3.3.2. Ekstrakciniy savybiy jvertinimas

Inicijuojant HFIP fazés susidarymag organiniais tirpikliais dalis
iniciatoriaus pereina j susidaran¢ig HFIP faz¢. Kadangi iniciatoriy cheminé
prigimtis bei poliSkumas skiriasi, gali skirtis ir susidariusios HFIP fazes
ekstrakcinés savybés. Todél pirmiausiai jvertinome ar iniciatoriumi
naudojamo organinio tirpiklio prigimtis daro jtakos ekstrakcijos efektyvumui.
DMSO nebuvo vertinamas, kadangi jo, kaip iniciatoriaus efektyvumas labai
menkas. Modelinémis analitémis buvo pasirinkti Keturi skirtingos prigimties
ir poliSkumo junginiai: salicilo riigstis, etilparabenas, biochaninas A ir
nikotinas. Mikroekstrakcijai buvo parinkti tokie organiniy iniciatoriy kiekiai,
kad visais atvejais susidaryty panaSus (~90-110 pL) HFIP fazés tiris. Gauti
rezultatai (31 pav.) rodo, kad organinio tirpiklio prigimtis ekstrakcijos
efektyvumui praktiSskai neturi jtakos. Nedideli ekstrakcijos efektyvumo
skirtumai grei¢iausiai susij¢ su susidaran¢ios HFIP fazés (t.y. ekstrakto) tiirio
nevienodumu.

W Salic.r. M Etilparabenas M Biochaninas A M@ Nikotinas

ACN Acetonas THF

31 pav. Iniciatoriaus prigimties jtaka keturiy junginiy ekstrakcijos
efektyvumui.

Detalesniam tiriamos VDS ekstrakciniy savybiy tyrimui buvo pasirinktas
acetonitrilas, kuris yra puikiai suderinamas su skysciy chromatografija.
DSSME metoduose ekstrakcijai jprastai naudojami 50-200 pl ekstrahento
tiriai. Todél pries tiriamos sistemos taikyma mikroekstrakcijai, buvo tikslinga
jvertinti pridedamo iniciatoriaus tiirio jtakg susidarancios nesimai$ancios su
vandeniu fazés tariui. Tyrimo metu HFIP taris buvo palaikomas pastoviu (0,3
ml) ir kei¢iamas pridedamo ACN tiris. Nustatyta (32 pav.), kad didinant
iniciatoriaus tarj nuo 0,1 iki 0,7 ml, susidarancios HFIP fazés tuiris tolygiai
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didéja. Tolimesnis ACN tirio didinimas reik§mingos jtakos susidariusios
HFIP fazés tuiriui neturéjo.

400

HFIP fazés turis, pl
= ~N
g 8

i
[=]
o

[
o

o

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
ACN tdaris, ml

32 pav. ACN tiirio jtaka susidarancios HFIP fazés tiiriui. Vandeninés fazés
taris — 5,0 ml; HFIP taris — 0,3 ml.

Tiriamos sistemos ekstrakciniy savybiy jvertinimui modelinémis
analitémis buvo pasirinkti SeSiy skirtingy klasiy organiniai junginiai:
aromatiniai angliavandeniliai, esteriai, hidroksiesteriai, aminai, fenoliai ir
karboksirtigstys. Mikroekstrakcijos salygos: vandeninio méginio ttris — 5 ml,
organiniy junginiy koncentracija méginyje — 2,0 mg/l, HFIP taris — 0,3 ml,
ACN taris — 0,3 ml, ekstrakcijos trukmé — 30 s.

Visy junginiy, iSskyrus karboksirtigstis, ekstrakcija buvo atlickama i§
tirpaly papildomai nereguliuojant jy pH. Siekiant maksimaliai nuslopinti
karboksirtigsciy disociacija, ju ekstrakcija buvo atliekama i$ papildomai HCI
pariigStinty (pH=2) vandeniniy tirpaly. Kiekvienai anali¢iy grupei buvo
parinktos skys¢iy chromatografinés analizés salygos (17 lentel¢). lliustracijai,
33 pav. palygintos ftalaty miSinio chromatogramos, iSmatuotos vandeninéje
fazéje pries ir po ekstrakcijos.

ISmatuotos skirtingy klasiy organiniy junginiy ekstrakcijos efektyvumo
vertés surasytos 18 lenteléje. Lenteléje taip pat pateiktos $iy junginiy logP
vertés. Tos pacios klasés junginiy ekstrakcijos efektyvumas didéja, didéjant
junginio logP vertei, t.y. stipré¢jant jo hidrofobiskumui. Taciau lyginant
skirtingy klasiy junginiy ekstrakcijos efektyvuma, tokios koreliacijos jau néra.
Pavyzdziui, panasaus poliskumo kvercetino (logP=1,82) ir 2-nitroanilino
(logP=1,85) ekstrakcijos efektyvumai skiriasi daugiau nei du Kartus.
Hidrofili$kiausi kofeinas (logP =-0,07) ir nikotinas (logP=1,17) ekstrahuojami
zenkliai efektyviau uz gerokai hidrofobiskesnius metilparabeng, fenolj,
kverceting bei karboksirtigstis.

68



17 lentelé. Modeliniy anali¢iy chromatografinio nustatymo salygos

(kolon¢lé - Porachell 120 EC-C18).

Absorbcija, mAV

Analites | Judrifazé A | JudrifazeB | M
gradientas
— 5 5
Aromatlnlfau_ _ H,0 ACN 50 /oB—»lQO 0B
angliavandeniliai per 6 min
0, 0
Esteriai H,0 ACN 60%B—100%8
per 7 min
0, 0,
Hidroksiesteriai H20 ACN 50&8_)8.()&8
per 5 min
5 mmol/I 5 mmol/I
0, 0,
Aminai CHaCOONH: | CHsCOONH: | -2 QBl;ri?fB
100% H,0 | 95% ACN P
10 mmol/I 10 mmol/l
20%B %B
Karboksiriigstys H3POq4 H3POg4 Oe(; 1;i?no
100% H,0 | 90% ACN P
Fenoliai 0,1% HCOOH | 0,1% HCOOH | 45%B—80%B
100% H.O 100% ACN per 6 min
“?.; P Pries ekstrakcija
04 —‘/l"'\‘—) L—’J Po ekstrakcijos

Sulaikymo trukmé, min
33 pav. Ftalaty standartinio tirpalo (2 mg/l) chromatogramos, iSmatuotos
pries ir po mikroekstrakcijos.
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18 lentelé. [vairiy klasiy junginiy (2,0 mg/l) mikroekstrakcijos efektyvumo

palyginimas.
Junginiy klasé Analité logP EE ::;)(%’
Aromatiniai Benzenas 2,13 86,1+1,8
angliavandeniliai Toluenas 2,73 90,3+1,6
Naftalenas 3,30 947+2,1
Dimetilftalatas 1,60 915+15
Esteriai Dietilftalatas 2,42 96,8+ 1,9
Dibutilftalatas 4,50 >98
Dietilheksilftalatas 7,40 >98
Metilparabenas 1,96 40,1+£0,6
. . .. Etilparabenas 2,47 57,1+£0,6
Hidroksiesteriai Propilparabenas 3,04 776+13
Butilparabenas 3,57 89,7272
Kofeinas -0,07 67,7+14
Aminai Nikotinas 1,17 91,8+1,8
2-Nitroanilinas 1,85 >98
Sorbo 1,33 25,6 £0,9
KarboksirtigStys Benzoiné 1,87 29,2+0,8
Salicilo 2,26 38,8+1,2
Fenolis 1,46 31,8+0,7
Fenoliai Kvercetinas 1,82 39,7+0,6
Biochaninas A 3,22 81,3+1,6

Apibendrinus tyrimy rezultatus galima konstatuoti, kad skirtingy klasiy
organiniy junginiy ekstrakcijos efektyvumas mazéja tokia tvarka: aminai >
esteriai = aromatiniai angliavandeniliai > hidroksiesteriai ~ fenoliai >
karboksirtigstys. Tai rodo, kad skirtingy klasiy junginiy ekstrakcijos
efektyvumui lemiama jtakg turi ne ekstrahuojamy junginiy poliskumas, taciau
juy bazinés-ruigstinés savybés: geriausiai ekstrahuojami baziniai junginiai,
junginiai yra stipriis vandenilinio rySio donorai, ir gerokai silpnesni
akceptoriai. Tuo tarpu baziniai junginiai — stipriis vandenilinio rySio
akceptoriai. Taigi, gera baziniy junginiy ekstrakcijos efektyvuma greiciausiai
ir nulemia labai stipri jy donoras-akceptorius sgveika su HFIP.
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Skyséiy-skysCiy ekstrakcijoje 1§ vandeniniy tirpaly tradiciniais
organiniais tirpikliais neutrali junginio forma yra ekstrahuojama zymiai
efektyviau uz poliskesn¢ jonizuotg jo formg. Nagringjant rezultatus nustebino
puikus gana polinio nikotino, kuris ekstrakcijos salygose vandeniniame
meéginyje (pH~7) didesne dalimi egzistuoja katijoningje formoje (nikotino
bazinis pKa.=8,1), ekstrakcijos efektyvumas. Tai paskatino papildomai
patyrinéti jonizuoty organiniy junginiy ekstrakcijg. Pirmiausiai palyginome
nikotino ekstrakcijos efektyvumg i§ partigStinty (pH=3) ir paSarminty
(pH=11) vandeniniy tirpaly. ParfigS§tintame méginyje nikotinas yra pilnai
protonizuotas, t.y. katijonas, o Sarminéje terpéje jis egzistuoja neutralioje
formoje. Buvo nustatyta, kad i§ partig§tinto méginio nikotinas
iSekstrahuojamas beveik pilnai (ekstrakcijos efektyvumas 94,8%), o is$
paSarminto meéginio nikotino ekstrakcijos efektyvumas sieké 87,6%. Tuo
tarpu neutralios benzoinés rugsties formos (pH=2,0) ekstrakcija, priesingai,
buvo apie 2,5 karty efektyvesné uz jos anijoninés (pH=10) formos ekstrakcija.

Taip pat palyginome dviejy, panasaus poliSkumo, taciau prieSingo kravio
joniniy dazikliy — katijoninio metileno mélynojo ir anijoninio ragstinio
raudonojo 1 — ekstrakcijg. IS 34 pav. pateikty dazikliy tirpaly prie$ ir po
ekstrakcijos nuotrauky akivaizdu, kad katijoninis daziklis iSekstrahuojamas
pilnai, o anijoninis daziklis praktiskai neekstrahuojamas. Galiausiai
vienodomis sglygomis buvo palyginta metileno mélynojo ekstrakcija tiriama
sistema ir trimis tradiciniais hidrofobiniais tirpikliais — heksanu, chloroformu
bei dichlormetanu (35 pav.). Kadangi $iy tirpikliy tirpumas vandenyje skiriasi,
eksperimentiskai buvo parinkti tokie Siy tirpikliy tiiriai, kad po ekstrakcijos
susidaryty apie 180+10 pl ekstrakto. Netgi vizualiai palyginus po ekstrakcijos
gautus tirpalus aiskiai matyti, kad HFIP faz¢ Zymiai efektyviau ekstrahuoja
katijoninj daziklj.

@—N:N SO;
NN Z
\ HO b
CH R AN _CH, 2Na
J\N/ N s N 3 ﬁ)
| B | CHy—C—NH
Cl CHs,

503

CH3

Pries

Po i Pries Po It
R )

Metileno mélynasis Ragstinis raudonasis‘f

34 pav. Joniniy dazikliy tirpalai pries$ ir po ekstrakcijos.
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. el 0
HFIP CH2Cl2 CHCI3 Heksanas

35 pav. Metileno mélynojo (2 mg/l) ekstrakcija skirtingais tirpikliais.
Heksano fazé méginio tirpalo virSuje.

Tikétina, kad tiriamos sistemos ekstrakcines savybes nulemia
susidaran¢ios fazés sudétyje esantis heksafluorizopropanolis. Todél buvo
jdomu patikrinti, ar HFIP pagrindu gauti eutektinis bei SUPRA tirpikliai taip
pat pasizymés panasiomis ekstrakcinémis savybémis. Siam tikslui vandeninis
katijoninio ir anijoninio dazikliy tirpalas buvo ekstrahuojamas panasiu tiiriu
(~180+10 pl) TBAC/HFIP eutektinio tirpiklio, TBAC/HFIP SUPRA tirpiklio
ir HFIP/ACN vandeninés dvifazés sistemos. ISmatuoti dazikliy ekstrakcijos
efektyvumai palyginti 19 lenteléje. Rezultatai rodo, kad dazikliy ekstrakcijos
skirtingais tirpikliais efektyvumai reikSmingai skiriasi. Anijoninio daziklio
ekstrakcija eutektiniu bei SUPRA tirpikliais nulemia $iy tirpikliy sudétyje
esantis TBA* katijonas, linkgs sudaryti jony poras su anijonais. Blogesné
katijoninio daziklio ekstrakcija $iais tirpikliais greiCiausiai taip pat susijusi su
TBA* katijonu. Siuo atveju TBA* jtaka galéty biti dvejopa: elektrostating
stiima tarp jo ir katijoninio daziklio ir/arba stipresnis jo vandenilinis rySys su
HFIP, apsunkinantis daziklio-HFIP sgveika.
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19 lentelé. Katijoninio ir anijoninio dazikliy (2 mg/l) ekstrakcijos
skirtingais tirpikliais efektyvumo palyginimas (n=3).

EE, %

Ekstrahentas Metileno Riigstinis

mélynasis | raudonasis 1

TBAC/HFIP eutektinis

tirpiklis 35,7 88,4
TBAC/I_—IF_IP_SUPRA 705 66.6
tirpiklis
HFIP/ACN VDS >98 <2

3.3.3. Katijoniniy dazikliy mikroekstrakcija ir nustatymas

Ekstrakciniy savybiy tyrimas parodé, kad VDS heksafluorizopropanolio
pagrindu ypac gerai ekstrahuoja neutralius ir katijoninius bazinius organinius
junginius. Todél pabandéme S§ig sistema panaudoti keturiy sintetiniy
katijoniniy dazikliy dispersinei skysCiy-skys¢iy mikroekstrakcijai ir
nustatymui skys¢iy chromatografijos metodu. Vidiniu standartu buvo
pasirinktas trifeniltetrazolis (36 pav.)

ch\’:J»CHg O

Cr

L O
SR L.
H3C‘N N’CH3 CHs CHg3

1 1
CHg CHg Malachito Zaliasis (M2)

L o

N o)

L e 966
HsC. X, -CH. +
3’ N S N 3 Hac/\/’r o \NK

cl
1 | /\CHS
CH CH
3 3 Hg

Kristalinis violetinis (KV)

HaC C

Metileno mélynasis (MM) Rodaminas B (RB)

cl”

N:I\!’
©/<\ N
N

Trifeniltetrazolis (TFT)

36 pav. Katijoniniy dazikliy ir trifeniltetrazolio (vidinis standartas) struktiiros.
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Pirmiausiai buvo optimizuojamos dazikliy chromatografinio atskyrimo ir
fotometrinio detektavimo salygos. 37 pav. pateikti tiriamy junginiy
absorbcijos spektrai iSmatuoti diodinés matricos detektoriumi. Remiantis Siais
rezultatais detektavimui buvo pasirinkti trys bangos ilgiai: metileno
mélynajam, kristaliniam violetiniam ir malachito Zaliajam — 595 nm,
rodaminui B — 560 nm ir trifeniltetrazoliui — 240 nm.

38 pav. pateikta dazikliy ir vidinio standarto miSinio chromatograma
optimizuotose salygose.
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37 pav. Dazikliy ir vidinio standarto absorbcijos spektrai.

74



xio!
7|1 595 nm ;
4 mz
KV
5 MM
4
3
2
i RB
0 ~ N
x102
=2 560 nm -
E 20
:g‘ 15
8
~ 1.0
8
a 05 MM KV MZ
< 4 . A
x102
20] 240 nm
T TFT
1.0
RB
05 MM 5
Ky 174
0.0 \/\
05 1.0 15 20 25 a0 35 40 45 50 B85 80 85

Sulaikymo trukme, min

38 pav. Dazikliy ir vidinio standarto (TFT) miSinio (2,0 mg/l)
chromatograma optimizuotose salygose. Judri fazé: A —0,1% HCOOH
vandenyje; B — 0,1% HCOOH acetonitrile Gradientas: 0 min — 30% B;

7 min — 100% B.

Ekstrakciniy méginio paruo$imo metody tikslas — kiek jmanoma pilniau
i8skirti analites i§ méginio bei maksimaliai jas sukoncentruoti. Pirmiausiai
buvo iSmatuotas dazikliy ir vidinio standarto ekstrakcijos efektyvumas
pirminése jvairiy klasiy junginiy ekstrakcijos efektyvumui jvertinti naudotose
sglygose. Nustatyta, kad visi penki junginiai iSekstrahuojami pilnai — jy
mikroekstrakcijos efektyvumas > 98.

Siekiant ekstrakcijos biidu pasiekti kuo didesnj anali¢iy sukoncentravimo
laipsnj, biitina didinti méginio ir ekstrahento thriy santykj, t.y. iSekstrahuoti
analites i§ kuo didesnio méginio ttirio, kuo mazesniu ekstrahento tiiriu. Deja,
méginio tirio didinima ribojo tai, kad turimoje centrifugoje buvo galima
centrifuguoti ne didesnius uz 10 mL tirpalo tarius. Jvertinus dar ir tai, kad j
meéginius reikia pridéti ACN ir HFIP, didziausias méginio tdris ~7,5 ml.
Atlikus mikroekstrakcijg i§ 7,5 ml vandens méginiy (pridedant po 0,4 ml HFIP
ir ACN) buvo nustatyta, kad ir $iuo atveju visy anali¢iy ekstrakcijos
efektyvumas >98.
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Mazinti HFIP fazés tarj taip siekiant dar padidinti sukoncentravimo
laipsnj nebuvo tikslinga, kadangi abu susidarané¢ios fazés komponentai (HFIP
ir ACN) yra labai lakiis. Papraséiau nugarinti ekstrakta azoto srautu ir iStirpinti
likutj minimaliame tolimesnei analizei tinkamo tirpiklio tiiryje. Be to,
nugarindami tirpiklj i§vengiame kai kuriy anali¢iy smailes deformuojancio
HFIP jtakos. Tai yra labai svarbus $ios VDS privalumas. Palyginimui,
literatiroje publikuotuose Sia tema darbuose dazniausiai naudojamose
vandeninése dvifazése sistemose ekstrahentas (pvz., polimeras, joninis skystis
ar eutektinis tirpiklis) ir/arba iniciatorius (druska ar sacharidas) yra nelakus,
todél nugarinti tokiy ekstrakty negalima. Taigi, galimybé nugarinti ekstrakta
leidZia ne tik daugiau sukoncentruoti tiriamus junginius, bet ir praplecia
analizei tinkamy metody (pvz. dujy chromatografija ir kt.) spektra.

Papildomai iStyréme mikroekstrakcijos trukmés jtaka dazikliy ir vidinio
standarto ekstrakcijos efektyvumui (20 lentel¢). Kaip matyti i§ pateikty
rezultaty, ekstrakcija vyksta labai greitai. Praktiskai pilnai visi junginiai
iSekstrahuojami ir per 5 s. Netgi ekstrahuojant apie 1 s (t.y. supurcius misinj
tik vieng kartg), keturiy junginiy (iSskyrus KV) ekstrakcijos efektyvumai
virsija 92%.

Remiantis tyrimy rezultatais realiy méginiy analizei buvo pasirinkta tokia
mikroekstrakcijos procedara: | 7,5 ml vandens méginio pridedama 0,4 ml
HFIP ir 0,4 ml ACN, miSinys purtomas 5 s ir centrifuguojamas. HFIP faz¢é
mikropipete perkeliama | maza centrifugavimo mégintuvélj, tirpiklis
nugarinamas oro srautu (~10 min), likutis i$tirpinamas 50 pL pradinés judrios
fazés (0,1% HCOOH, 70:30 H.O:ACN v/v) ir analizuojamas. Kadangi
naudojamas vidinis standartas, mikro$virkstu surenkamo ekstrakto tiirio
svyravimai analizés rezultatams jtakos neturi.

20 lentelé. Mikroekstrakcijos trukmés jtaka dazikliy ir vidinio standarto
ekstrakcijos efektyvumui. Anali¢iy koncentracija — 2,0 mg/l; méginio tiris —
7,5 ml; HFIP taris — 0,4 ml; ACN taris — 0,4 ml.

Ekstrakcijos E_:_EI’:_T{O -
trukmé MM KV (VS) MZ RB
30s >98 >98 >98 >98 >98
20s >98 95,4 >98 >98 >98
10s >98 97,8 >98 >98 >98
5s >98 97,1 >98 >98 >98
1s 94,9 88,6 >98 93,7 92,6
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TiesiSkumo intervalui nustatyti optimizuotose saglygose buvo
ekstrahuojami ir analizuojami 7 koncentracijy (0,2-50,0 ng/l) dazikliy
standartai su pastovia 10,0 pg/l vidinio standarto koncentracija. Gauti
rezultatai pateikti 21 lenteléje. Visiems dazikliams tirtame koncentracijy
intervale nustatytos galiojancios tiesinés priklausomybés. Didesnés
koncentracijos nebuvo tiriamos, kadangi realiuose méginiuose tokiy
koncentracijy nebiina.

21 lentelé. Dazikliy mikroekstrakcijos ir nustatymo analizinés
charakteristikos (n=3).

.. TiesiSkumo Nustatymo | Aptikimo
Analité intervalas, pg/l R riba, :t/g/l riFl))a, pg/l
MM 0,50 -50,0 0,9959 0,60 0,18
KV 0,50 -50,0 0,9980 0,50 0,15
MZ 0,50 -50,0 | 0,9972 0,50 0,15
RB 0,20 —-50,0 0,9987 0,15 0,05

Kaip matyti i$ lenteléje pateikty duomeny, metodas pasizymi labai geru
jautriu — dazikliy nustatymo ribos yra 0,15-0,60 ug/l intervale. Kadangi
tiriami dazikliai yra iSekstrahuojami i§ 7,5 ml méginio j galutinj 50 ul tirpalo
tiirj, teoriniai jy sukoncentravimo laipsniai turéty siekti 150.

Katijoniniai dazikliai yra jprastai naudojami tekstilés pluosty, odos ir
popieriaus dazymui, todél jy koncentracija yra kontroliuojama tokia veikla
uzsiimanciy jmoniy nutekamuosiuose vandenyse. Deja, tokiy méginiy mums
nepavyko gauti. Todél norédami patikrinti metodo tinkamumg realiy vandens
méginiy analizei iStyréme du Neries upés vandens méginius paimtus Vilniaus
miesto ribose: méginys Nr. 1 buvo paimtas prie Valakampiy tilto, o0 méginys
Nr. 2 — prie pésciyjy tilto Vingio parke. Kadangi Siuose méginiuose dazikliy
neaptikome, | méginius buvo pridéti zinomi dazikliy kiekiai ir nustatytos jy
koncentracijos bei iSgavos. Gauti rezultatai apibendrinti 22 lenteléje, 0 39 pav.
pavaizduota Neries upés vandens méginio su 2,0 pug/l dazikliy ir 10,0 pg/l
vidinio standarto priedu chromatograma. ISmatuotos dazikliy iSgavos
svyruoja 88,6-98,5 % intervale, o analizés rezultaty santykiniai standartiniai
nuokrypiai nevirsija 9,6 %. Taigi, jvertinus gautus rezultatus galima teigti, kad
metodas tinkamas labai mazy Kkatijoniniy dazikliy kiekiy nustatymui
vandeniniuose méginiuose.

Apibendrinant 3.3 skyriuje pateiktus rezultatus galima konstatuoti, kad
palyginus su daugeliu tradiciniy vandeniniy dvifaziy sistemy polimery,
pavirSiaus aktyviy junginiy, joniniy skysciy ar eutektiniy tirpikliy pagrindu,
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nauja HFIP/ACN vandeniné dvifazé sistema pasizymi keliais, labai svarbiais
ekstrakcijai ir ypa¢ mikroekstrakcijai privalumais. Susidaranti organiné fazé
yra labai laki, sunkesné uz vandenj bei pasizymi nedidele klampa. Laks
ekstraktai puikiai suderinami ir su dujy chromatografijos metodu. Be to,
tokius ekstraktus nesunku nugarinti ir pertirpinti reikiamame tirpiklyje taip dar
iSpleciant ekstrakty analizei tinkamy metody ratg. Didelio tankio ir nedidelés
klampos svarba mikroekstrakcijai jau buvo aptarta literatiiros apZvalgoje.

22 lentelé. Dazikliy nustatymo Neries upés vandenyje rezultatai (n=3).

. . .. Pridéta ISgava
Méginys Analité (ua/l) (%) SSN (%)

MM 2,0 89,7 9,6
KV 2,0 92,8 8,5
MZ 2,0 97,3 9,2
RB 2,0 94,5 7,7

Nr. 1 MM 10,0 935 8.4
KV 10,0 95,8 7.8
MZ 10,0 96,6 8,3
RB 10,0 97,5 7,0
MM 2,0 90,4 8,8
KV 2,0 88,6 9,3
MZ 2,0 92,1 7.9
RB 2,0 96,9 7,6

N 2 MM 10,0 94.4 7.9
KV 10,0 98,0 6,7
MZ 10,0 94,2 7.1
RB 10,0 98,5 6,4
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39 pav. Neries upés vandens méginio su 2,0 pg/l dazikliy ir 10,0 pg/l vidinio
standarto (TFT) priedu ekstrakto chromatograma.
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ISVADOS

Mentolis, tetrabutilamonio chloridas ir tetraheksilamonio chloridas
sudaro su TFA ir HFIP (molinis santykis 1:2) sunkesnius uz vandenj,
hidrofobinius eutektinius tirpiklius, pasizymin¢ius maza-vidutine
klampa. Didelj tirpikliy tankj nulemia didelis perfluorinty junginiy
tankis. Tirpikliy mentolio pagrindu klampa yra daugiau nei 10 karty
mazesné uz tirpikliy su ketvirtinio amonio druskomis klampa.
Hidrofobiniai eutektiniai tirpikliai pasizymi efektyvesne parabeny,
ftalaty ir flavonoidy ekstrakcija nei tradiciniai chlorinti tirpikliai.
Eutektiniy tirpikliy ekstrahuojancios savybés stipréja tokia tvarka:
Men:TFA < TBACIL:HFIP < Men:HFIP < THACIL: TFA =~ THACI:HFIP.
HFIP, TFA, PFPA ir HFBA inicijuoja sunkesniy uz vandenj,
hidrofobiniy supramolekuliniy tirpikliy susidaryma vandeniniuose
ketvirtinio amonio drusky tirpaluose. HFIP inicijuoja didesnius SUPRA
fazés tlrius nei tos pacios koncentracijos perfluorintos rigstys. [lgesnés
fluoralkilo grandinés ruigstys yra efektyvesni SUPRA fazés iniciatoriai.
SUPRA tirpikliai perfluorinty junginiy pagrindu efektyviai ekstrahuoja
ftalatus. Ftalaty ekstrakcijos efektyvumas koreliuoja su jy logP vertémis.
Efektyviausiai ftalatai ekstrahuojami TDTMAB/HFIP tirpikliu: $iuo
tirpikliy visy ftalaty ekstrakcijos efektyvumas virsija 94%.

Hidrofiliniai aprotoniniai tirpikliai inicijuoja VDS susidarymg
vandeniniuose HFIP tirpaluose. Tikétina, kad pagrindineé VDS
susidarymo varomoji jéga — konkurencija dél vandenilinio rySio tarp
HFIP, vandens ir inicijuojancio tirpiklio. Aprotoniniy tirpikliy VDS
susidaryma inicijuojanti geba stipréja tokia tvarka: DMSO < ACN <
Acetonas < THF.

HFIP/ACN tipo VDS ypac¢ gerai ekstrahuoja neutralius ir netgi
jonizuotus bazinius junginius, blogiau — neutralius, ir blogiausiai —
rigstinius junginius. Ypaé efektyvia baziniy junginiy ekstrakcija
greiciausiai nulemia stiprios $iy junginiy vandenilinio ry$io akceptorinés
savybés.

Nauji tirpikliai pritaikyti parabeny, ftalaty ir katijoniniy dazikliy
dispersinei skysc¢iy-skys¢iy mikroekstrakcijai i§ vandens meéginiy ir jy
nustatymui ESCh metodu. Mikroekstrakcijos trukmé — tik kelios
sekundés, o sukoncentravimo laipsniai siekia ~70 parabenams ir
ftalatams bei ~150 katijoniniams dazikliams. Tyrimy rezultatai rodo, kad
nauji tirpikliai yra puiki alternatyva tradiciniams dispersingje skys¢iy-
skysciy mikroekstrakcijoje naudojamiems tirpikliams.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Sample preparation is the most important step of any chemical analysis.
Sample matrix cleanup, analyte enrichment, or conversion of analytes to
instrument-compatible derivatives can be the main objectives of sample
preparation. Liquid-liquid extraction (LLE) is one of the oldest and still among
the most popular techniques in the preparation of aqueous samples for
analysis. In conventional LLE, hydrophobic sample constituents are extracted
from aqueous samples with a water-immiscible organic solvent, such as
hexane, diethyl ether, ethyl acetate, chloroform and some others. However,
this technique presents several disadvantages, such as the consumption of
large solvent volumes, laborious and time-consuming procedures, and
colossal waste generation.

In the past decades, there has been an increasing and fully justified
emphasis on the miniaturization of traditional LLE technique. Several
microextraction techniques, such as single drop microextraction, dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) with its various modifications and
some others have been introduced as alternatives to traditional LLE sample
preparation procedure. The main advantages of the miniaturized extraction
methods are the high sample throughput, ease of operation, low costs, small
sample amounts required and extremely low solvent consumption.

DLLME, introduced in 2006, is, perhaps, the most popular
microextraction technique used in the last decade. A mixture of hydrophobic
extraction and hydrophilic disperser solvents is quickly injected into the
aqueous sample in its basic design. This leads to cloud formation due to the
dispersion of fine droplets throughout the aqueous phase. Obtained extract is
then separated through centrifugation and introduced to an analytical
instrument for determination. One of the weakest aspects of conventional LLE
as well as miniaturized its techniques is the limited number of the effective
extraction solvents. The lack of suitable solvents is especially important in
DLLME in which low viscosity and denser than water solvents are preferred.
In addition, the limited polarity range of the extraction solvents restricts their
use for the extraction of more hydrophilic compounds.

Over the last two decades, several new classes of solvents, such as ionic
liquids, deep eutectic solvents, and aqueous two-phase systems (ATPS), have
been designed and introduced in LLE and miniaturized its techniques as
alternatives to traditional organic solvents. Although these alternative solvents

have potential for the extraction of compounds covering a wide polarity range,
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they also present certain limitations. Most of the solvents proposed so far are
non-volatile, lighter than water, and highly viscous liquids. Due to their low
volatility, they are incompatible with gas chromatography and liquid
chromatography-mass spectrometry techniques. Solvents lighter than water
remain are difficult to collect after the phase separation. Finally, their high
viscosity hinders the mass transfer between phases resulting in lower
extraction efficiency and makes difficult to handle the extracts prior to
analysis. Thus, the search for new extraction solvents with valuable
physicochemical properties is of great importance.

The aim of this study was to design and investigate a series of new
water-immiscible solvents based on perfluorinated compounds as well as to
apply the solvents for microextraction of selected organic compounds.

The following tasks were formulated:

1. To synthesize and characterize six hydrophobic eutectic solvents consisted
of menthol, tetrabutylammonium chloride, or tetrahexylammonium
chloride as hydrogen-bond acceptors and hexafluoroisopropanol or
trifluoroacetic acid as hydrogen-bond donors.

2. To design and investigate eight hydrophobic supramolecular solvents
consisted of quaternary ammonium salts as amphiphiles and hydrophilic
perfluorinated compounds as coacervation-inducing agents.

3. To develop a new hexafluoroisopropanol/acetonitrile based aqueous two-
phase system.

4. To evaluate extraction properties of the solvents and to apply them for
microextraction of selected organic compounds.

NOVELTY OF THE WORK

All designed and investigated solvents have not previously been described.

Hexafluoroisopropanol based aqueous two-phase systems are a first novel
type systems formed from two hydrophilic organic solvents.

STATEMENTS FOR DEFENCE
1. Eutectic solvents composed of menthol, tetrabutylammonium chloride or
tetrahexylammonium chloride as hydrogen-bond acceptors and
trifluoroacetic acid or hexafluoroisopropanol as hydrogen-bond donors are
hydrophobic, denser than water, and exhibit low to moderate viscosities.
2. Hydrophilic perfluorinated compounds induce formation of water-
immiscible denser than water supramolecular solvent in aqueous solutions

of quaternary ammonium salts.
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3. Hydrophilic aprotic solvents induce the formation of aqueous two-phase
system in aqueous solution of hexafluoroisopropanol.

4. Hexafluoroisopropanol/acetonitrile based aqueous two-phase system
exhibits exceptionally good extractability of neutral and even charged
basic compounds.

5. Developed solvents are very promising alternative extractants for liquid-
liquid microextraction of organic compounds.

I. EXPERIMENTAL

Chromatographic separations were performed on an Agilent 1290
Infinity 11 LC system (Agilent, Waldbronn, Germany) equipped with a ternary
pump, thermostatted column compartment, photodiode array detector and
autosampler. InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (3.0 x 150 mm, 2.7 pm,
Agilent) column, maintained at 25 °C was used in the experiments.
Separations were performed at a flow rate of 0.5 mL/min with ACN/water
mobile phases. The injection volume was 10 pL. Data acquisition was
performed by Agilent OpenLAB CDS software.

For the extraction experiments, 5.0-7.5 mL of aqueous solution was
placed into a 10 mL glass centrifuge tube and specified amounts of appropriate
compounds were added. The mixture was shaken manually for 1-60 s,
resulting in the formation of emulsion. Then, the phases were separated by
centrifugation at 3000 rpm for 5 min.

The extraction efficiency (EE) of each analyte was calculated according
to the following equation:

C; —C
EE(%) = —~

X 100%

3
where ¢; is the initial concentration of the analyte in the aqueous phase before

the extraction and c; is the analyte concentration in the aqueous phase after the
extraction. The final concentrations of the analytes in the agueous phase were
measured using HPLC technique.

All measurements were performed in triplicate and the mean values are
reported.
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Il. RESULTS AND DISCUSSION
2.1. Hydrophobic eutectic solvents based on perfluorinated compounds

In this part, six hydrophobic eutectic solvents (HESs) composed of
menthol, tetrabutylammonium chloride and tetrahexylammonium chloride as
hydrogen-bond  acceptors (HBAs) and trifluoroacetic acid and
hexafluoroisopropanol as hydrogen-bond donors (HBDs) were prepared and
investigated.

Synthesis and characterization. HESs were prepared by mixing the
components in a 1:2 molar ratio. This mixture was subsequently stirred at ~60
°C until (~30 min) a homogeneous liquid was obtained and then cooled to
room temperature. The composition and abbreviations of the prepared HESs
are presented in Table 1.

Table 1. Composition and abbreviations of the HESs studied.

HBA HBD Abbreviation
Tetrabutylammonium | Hexafluoroisopropanol | TBACI:HFIP
chloride
Tetrahexylammonium | Hexafluoroisopropanol | THACI:HFIP
chloride
Menthol Hexafluoroisopropanol Men:HFIP
Tetrabutylammonium | Trifluoroacetic acid TBACILTFA
chloride
Tetrahexylammonium |  Trifluoroacetic acid THACI.TFA
chloride
Menthol Trifluoroacetic acid Men:TFA

Densities and viscosities of the prepared HESs were measured at 25 °C
and the results are depicted in Table 2. The densities are within the range of
1.094 to 1.237 g/mL, which is considerably higher than found for most HESs
and water. As mentioned in the Introduction, densities higher than water are
preferred for DLLME techniques. The high densities of the HESs can be
explained by the high densities of both fluorinated hydrogen-bond donors
used to prepare the HESs (TFA - 1.535 g/mL; HFIP - 1.596 g/mL). As
expected, density is correlated with the density of hydrogen-bond donor:
higher density values were observed for HESs contained heavier HFIP.
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Moreover, both TBACI-based liquids have higher densities than
corresponding those containing THACI.

Low viscosity extractants are generally preferred for the higher mass
transfer rate resulting in improved extraction efficiency. However, most of the
HESs exhibit relatively high viscosities (>100 mPa-s) at room temperature as
a result of the extended hydrogen-bonding network. As can be seen in Table
2, the four quaternary ammonium salt-based HESs presented here have
moderate viscosities varying between 46.4 and 70.6 mPa-s. In contrast to the
density, higher viscosities are obtained for liquids containing quaternary
ammonium salt with longer alkyl chain. The viscosities of both menthol-based
liquids are over an order of magnitude lower than those containing quaternary
ammonium salts and comparable to common organic hydrophobic solvents.

Table 2. Density and viscosity values (at 25 °C) of the HESs.

Density Viscosity

HES (g/mL) (mPa-s)
Men:TFA 1.136 2.95
TBACIL.TFA 1.159 46.4

THACI:TFA 1.094 65.8

Men:HFIP 1.228 4.57

TBACI:HFIP 1.237 51.2

THACI:HFIP 1.168 70.6

Extraction properties. The suitability of the solvents for DLLME was
tested for the extraction of phthalates, parabens, and flavonoids from model
aqueous solutions. However, the TBACI:TFA solvent formed a white
precipitate after shaking with water and, consequently, it was not further
investigated. The results obtained for the compounds tested are presented in
Table 3. As can be seen, the extraction efficiencies of the HESs increase in the
following order: Men:TFA < TBACL:HFIP < Men:HFIP < THACL:TFA =
THACI:HFIP. The highest extraction efficiencies (=90%) for all analytes were
obtained using both THACI-based solvents.

As expected, for all analytes their EE values showed good correlation
with their log P values, indicating that hydrophobicity plays a crucial role in
the extraction of these compounds from aqueous solutions.

In general, under employed extraction conditions four developed
hydrophobic eutectic solvents (except for Men:TFA) demonstrated
considerably better overall extraction efficiency than conventional chlorinated
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solvents. Therefore, these solvents may be considered as the alternative
promising extractants for liquid-liquid microextraction techniques.

Table 3. Extraction efficiencies of model analytes from aqueous

solutions using different extraction solvents.

EE + o, (%; Nn=3)

Analyte | logP [ Men: [ THACI: [ Men: [ TBACI: | THACI:

TEA TEA HFIP HFIP HFIP
MeP 1.96 | 29.4+0.6 | 97.4+1.8 | 86.7+2.1 | 75.3+1.5 | 95.8+1.2
EtP 2.47 | 48.7+1.3 | 98.5+2.2 | 95.5+1.8 | 91.5+2.0 | 98.9+1.9
Prp 3.04 | 75.2+¢1.2 | 98.3+1.9 | 98.6+1.7 | 96.7+1.8 | 98.5+1.7
BuP 357 | 91.3+1.8 | 98.1+1.6 | 99.0+2.6 | 98.5+1.7 >99
DMP | 1.60 | 28.6+0.5 | 91.0+1.8 | 44.8+0.8 | 69.0+1.0 | 93.6+2.2
DEP | 2.42 |54.8+1.2 | 98.4+1.5 | 69.9+0.7 | 97.4+2.2 | 98.6+1.8
DBP | 450 | 96.0£1.9 | >99 | 957+15 | >99 >99
Quer | 1.82 | 6.7+0.2 | 96.1+1.8 | 76.8+0.8 | 56.3+0.9 | 98.8+2.0
Form | 2.88 | 57.0+0.8 | 98.4+1.4 | 94.4+1.8 | 92.2+1.6 | 97.6+1.8
Bioch | 3.22 | 90.5+1.5 | 97.7+2.0 | 98.4+2.3 | 91.9+1.8 | 98.2+1.8

DLLME of parabens. Based on the above results, THACI: TFA solvent
was selected for the DLLME of parabens from real water samples combining
DLLME with HPLC analysis. Naphthalene was used as an internal standard.
The effect of THACI: TFA volume on the extraction efficiency of parabens
and naphthalene is shown in Fig. 1. In this experiment various volumes of
extractant (30, 40, 50, 75 and 100 uL) were added to a 5 mL of aqueous sample
spiked at 2.5 mg/L of each analyte and internal standard. As can be seen, by
decreasing THACI:TFA volume up to 50 pL higher than 95% extraction
efficiencies were obtained for all five compounds. Based on these results, 50
pL of THACLTFA volume was selected for subsequent experiments.

The effect of extraction time on the extraction efficiency was studied over
the range of 1-60 s. The results showed that no significant difference in the
extraction efficiency of all compounds was observed in the time range studied.
The final extraction conditions were as follows: the aqueous sample volume -
5 mL, extractant volume - 50 uL, extraction time - 5 S.

The analytical performance of the DLLME-HPLC method was
investigated under the optimized extraction conditions. The results are
summarized in Table 4. The limits of detection (LODs) and limits of
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guantification (LOQs), calculated based on signal to noise ratios of 3 and 10,
respectively. Enrichment factors for all studied parabens were around 70.

| BMeP HEtP mPrP OBuP @IS |

30 40 50 75 100
THACI:TFA volume, pL

Fig. 1. Effect of THACI: TFA volume on the extraction efficiency of
parabens and internal standard (naphthalene).

Table 4. Analytical performance characteristics of the developed DLLME-
HPLC method (n = 3).

Linear range ) LOD LOQ

Anabte | g O ey | men
MeP 1.0 — 500 0.9991 0.44 1.44
EtP 1.0 — 500 0.9984 0.50 1.65
PrP 1.0 — 500 0.9979 0.46 1.60
BuP 1.0 — 500 0.9970 0.58 1.92

Finally, the developed method was applied for the determination of
parabens in three samples of effluent waters from the main wastewater
treatment plant of Vilnius. Only MeP in two samples was detected, but its
concentration was below the LOQ. Recovery studies were performed by
spiking samples with two concentration levels (5 and 20 pg/L) of parabens.
Average recoveries of spiked samples were in the range from 84% to 104%
with satisfactory precision (RSDs lower than 7.5%). The chromatograms of
the unspiked and spiked wastewater samples are shown in Fig. 2. The obtained
results indicate that the developed method is a promising alternative for the
rapid enrichment and determination of parabens in agueous samples.
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Fig. 2. Chromatograms of the (a) unspiked and (b) spiked with 5 pg/L of
parabens wastewater sample. Conditions: mobile phase — ACN/water, linear
gradient from 50% ACN to 100% ACN in 6 min.

2.2. Supramolecular solvents based on quaternary ammonium salts and
perfluorinated compounds

In the second part, eight hydrophobic supramolecular solvents (SUPRA)
composed of tetrabutylammonium chloride and
tetradecyltrimethylammonium bromide (TDTMAB) as amphiphiles and four
perfluorinated compounds (hexafluoroisopropanol, trifluoroacetic acid,
pentafluoropropionic acid (PFPA), and heptafluorobutyric acid (HFBA)) as
coacervation-inducing agents were investigated.

In situ formation of SUPRA solvents. The in-situ SUPRA phase
formation procedure is illustrated in Fig. 3. Specifically, 5.0 mL of aqueous
sample was placed into a glass centrifuge tube, and specified amounts of
quaternary ammonium salt solution and perfluorinated compound were
sequentially added. The mixture was shaken manually for 30 s, resulting in
the formation of emulsion. The phases were separated by centrifugation at
3000 rpm for 5 min and the volume of SUPRA phase was measured using a
microsyringe.
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Fig. 3. Schematic of a SUPRA solvent in-situ formation procedure.

In the DLLME techniques target analytes usually are extracted from 5-10
mL of water samples using small volumes (50-100 pL) of extraction solvents.
In the present work the extraction solvent was formed in situ. Therefore, it is
important to know what concentrations of SUPRA components generate
required solvent volumes. For this reason, the effects of quaternary
ammonium salt and perfluorinated compound concentrations on the volume
of the formed SUPRA phase were investigated. Fig. 4 shows the effects of
TBAC and TDTMAB concentration on the volume of the formed SUPRA
phase. As expected, for all systems, the SUPRA phase volume increases
gradually as the concentration of quternary ammonium salt increases from 5
to 100 mmol/L. The increase in SUPRA volume with surfactant concentration
is indicative of a growth of the SUPRA phase that is in a bilayered
bicontinuous structure rather than in discrete structures such as micelles.
Increasing the quaternary ammonium salt concentration would simply make
the structure larger, as opposed to more densely packed. In both TBAC and
TDTMAB based systems, the HFIP induced much larger SUPRA phase
volumes than the perfluorinated acids at comparable amounts. This may be
attributed to the different charge state of perfluorinated compounds: alcohol
has a net charge of zero, whereas strong acids present in an anionic form.
Although the structures of these phases are not known at this point, one can
assume that the oppositely charged quaternary ammonium cation-
perfluorinated acid anion would form tighter assemblies resulting in lower
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volumes. It is worth noting that for the TBAC salt (Fig. 4a) perfluorinated
acids with longer fluoroalkyl chain induce larger SUPRA volumes, whereas
for the TDTMAB (Fig. 4b) this phenomenon was not observed. However, the
exact reason for this behaviour is not clear.
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Fig. 4. Effect of TBAC (a) and TDTMAB (b) concentration on the SUPRA
phase volume. Aqueous phase volume — 5 mL; amount of perfluorinated
compound — 5 mmol.

Fig. 5a depicts the behavior when a fixed concentration of TBAC salt is
combined with increased amounts of appropriate perfruorinated compound.
The volume of the TBAC/HFIP phase increased gradually with increasing
HFIP amount in the range of 1-5 mmol. In contrast, the SUPRA phase volume
remains almost constant for TBAC/HFBA, TBAC/PFPA, and TBAC/TFA
systems within the range of 2-5, 3-5, and 4-5 mmol of appropriate
perfluorinated acid, respectively. At lower amounts of perfluorinated acid, all
three mixtures form white precipitates. The initial amount of acid that is
needed to form SUPRA phase decreases in the following order: TFA > PFPA
> HFBA. This indicates that the SUPRA phase formation ability of
perfluorinated acids with longer fluoroalkyl chain is more efficient.

Fig. 5b illustrates the behaviour when TDTMAB is combined with
different amounts of perfluorinated compounds. As the amount of appropriate
perfluorinated compound increases from 1 to 5 mmol, the volume of
TDTMAB/HFIP and TDTMAB/PFPA phases first decreases, and then
gradually increases (for TDTMAB/HFIP) or remains almost unchanged (for
TDTMAB/PFPA). The volume of TDTMAB/HFBA phase formed was nearly
unaffected by the varied amount of HFBA. Finally, as in the case of
TBAC/TFA system, for the TDTMAB solution, the minimum amount of TFA
required to form SUPRA phase is 4 mmol.
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Fig. 5. Effect of perfluorinated compound amount on the SUPRA phase
volume for TBAC (a) and TDTMAB (b) amphiphiles. Aqueous phase volume
— 5 mL; concentration of the quaternary ammonium salt — 25 mmol/L.

Obtained results show that there are some differences among the two
guaternary ammonium salts. One possible reason for such differences could
be attributed to different initial states of these salts in aqueous solution. In the
concentration range used TDTMAB forms micelles (critical micelle
concentration — 3.6-3.7 mmol/L), whereas TBAC exists in the non-micellar
state. Additional information about the exact structures of these phases is
needed to achieve a better understanding of the involved mechanisms.
However, a detailed investigation of these effects is beyond the scope of this
study.

DLLME of phthalates. The suitability of the SUPRA solvents for
DLLME was tested for the extraction of four phthalates from model aqueous
solutions. The comparison of the extraction properties of different solvents
should be performed under identical conditions, i.e., using equal or at least
similar extraction solvent volumes. For each SUPRA solvent we have selected
such amounts of both SUPRA compounds that gave the final solvent volume
of 150+10 pL.

The obtained results are presented in Table 5. In general, under employed
extraction conditions all developed SUPRA solvents demonstrated good or
even excellent overall extraction efficiency. Both TFA-based solvents were
found to be least effective extractants: the extraction of the most hydrophilic
DMP reached efficiencies of 58.9 and 70.2% for TDTMAB/TFA and
TBAC/TFA, respectively. Finally, TDTMAB/HFIP solvent demonstrated the
best extractability: using this solvent all phthalates were extracted with higher
than 94% extraction efficiencies.
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Table 5. Extraction efficiencies of phthalates (1.0 mg/L) from aqueous
solution using different SUPRA solvents (aqueous sample volume - 7.5 mL;
SUPRA volume - 150£10 uL; extraction time — 30 s).

EE £, (%;Nn=23)

SUPRA solvent —H 5 DEP DBP | DEHP
TBAC/HFIP | 873+1.6 | 96310 | 971+22 | >98
TBAC/TFA | 702+13 | 936+22 | >98 >98
TBAC/IPFPA | 748+12 | 950+24 | >98 >98

TBAC/HFBA | 732+1.7 | 946+22 | >98 >98

TDTMAB/HFIP | 940+18 | 975+20 | >98 >98

TDTMAB/TFA | 580+13 | 923+18 | >98 >98

TDTMAB/PFPA | 734+16 | 942+19 | >98 >98

TDTMAB/HFBA | 78.7+15 | 95023 | >98 >98

Based on the above results, TDTMAB/HFIP solvent was selected for the
DLLME of phthalates from real water samples combining DLLME with
HPLC analysis. Naphthalene was used as an internal standard. In order to
obtain high enrichment factors, the volume ratio of extraction solvent to
sample solution should be minimized. For this reason, the effect of
TDTMAB/HFIP solvent volume on the extraction efficiency of phthalates and
naphthalene was investigated and the obtained results are presented in Table
6. To obtain required solvent volumes, different amounts of TDTMAB and
HFIP were added to a 7.5 mL of aqueous sample spiked at 1.0 mg/L of each
phthalate and internal standard. As can be seen, by decreasing SUPRA solvent
volume up to 50 uL higher than 95% extraction efficiencies were obtained for
all five compounds. Based on these results, 50 uL. of TDTMAB/HFIP volume
was selected for subsequent experiments.
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Table 6. Effect of TDTMAB/HFIP volume on the extraction efficiency of
phthalates and internal standard (aqueous sample volume - 7.5 mL,;
extraction time — 30 s).

Solvent EE £, (%;Nn=23)
volume | b | DEP | DBP | DEHP IS
(uL)
200 | 96.0+1.9| >98 >98 >98 >98
150 | 96.9+2.2 | 97.6+1.9| >98 598 | 97.82.2
90 95.8+15 | 96.0:2.1 | >98 >98 | 97.2¢2.4
50 95.5+2.0 | 95.6+1.9 | >98 >98 | 96.7+1.8
25 76.6+1.6 | 81.2+15 | 96.6+1.9 | 97.0+2.3 | 90.5+1.9

Next, the effect of extraction time on the extraction efficiency was
studied over the range of 1-30 s. No significant difference in the extraction
efficiency of all compounds was observed in the time range studied indicating
that the SUPRA solvent-based DLLME is time-independent. The final
extraction conditions were as follows: the aqueous sample volume — 7.5 mL,
SUPRA extractant volume - 50 uL, extraction time - 5 S.

The analytical performance of the method was investigated under the
optimized extraction conditions. The results are summarized in Table 7.
Calibration curves were linear for a concentration level between 1.0-2.0 and
50.0 pg/L with the correlation coefficients (R2) ranging from 0.9965 to
0.9982. The limits of detection (LODs) and limits of quantification (LOQs),
calculated based on signal to noise ratios of 3 and 10, respectively, were in the
ranges 0.3-0.6 and 1.0-2.0 pg/L. Enrichment factors for all studied phthalates
were around 70.

Table 7. Analytical performance characteristics of the developed DLLME-
HPLC method (n = 3).

Linear range ) LOD LOQ

Anabte | gy ol eew | @ew
DMP 1.0-50.0 0.9974 0.3 1.0
DEP 1.0-50.0 0.9965 0.3 1.0
DBP 1.0-50.0 0.9982 0.4 15
DEHP 2.0-50.0 0.9971 0.6 2.0

Finally, the developed method was applied for the determination of
phthalates in two influent and one effluent (i.e., after treatment) water samples
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collected from the main wastewater treatment plant of Vilnius. The influent
samples were collected at different days. Only DBP and DEHP in the one
influent water sample were detected. Unfortunately, the determination of
DMP and DEP was impossible due to interference from co-eluting matrix
compounds. Recovery studies were performed by spiking samples with
known concentrations of DBP and DEHP. The results are summarized in
Table 8. Average recoveries of spiked samples were in the range from 93.1%
to 104.4% with satisfactory precision (RSD lower than 7.4%). The
chromatograms of the unspiked and spiked influent water sample are shown
in Fig. 6. The obtained results indicate that the developed method is a
promising alternative for the rapid enrichment and determination of common
phthalates in aqueous samples.

Table 8. Results of phthalates from wastewater samples (n = 3).

Sample Analyte Found | Added | Recovery | RSD
(Mg/L) | (ug/L) (%) (%)
DBF 2.9 10.0 104.4 59

Influent water 1
DEHF 2.4 10.0 96.7 6.5
Influent water 2 DBF - 5.0 102.9 6.2
DEHF - 5.0 93.1 7.4
DBF - 5.0 92.6 73
Effluent water DEHF - 2.0 89.4 8.1
DBF - 10.0 95.5 4.9
DEHF i 10.0 97.0 6.7
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Fig. 6. Chromatograms of the (a) unspiked and (b) spiked with 10.0 pg/L of
DBP and DEHP influent wastewater sample.

2.3. New aqueous two-phase system based on hexafluoroisopropanol and
acetonitrile

In the third part of the study, a novel HFIP-based aqueous two-phase
system (ATPS) using a hydrophilic organic solvent as the phase separation
inducing agent was developed.

Selection of ATPS inducing agent. Six hydrophilic solvents, namely
acetone, ACN, DMSO, EtOH, MeOH, and THF were initially tested as HFIP-
based ATPS inducing agents. In this experiment, different amounts of
appropriate solvent were added into a glass centrifuge tube containing 5 mL
of water and 0.3 mL of HFIP. The mixture was manually shaken several times,
then the phases were separated by centrifugation. No phase separation was
observed when protic solvents (MeOH and EtOH) were used as inducing
agents. In contrast, all four aprotic solvents induced the formation of ATPS
with the aqueous phase at the top and the HFIP-rich phase at the bottom.
Although the exact mechanism for this phenomenon is unknown, it is believed
that the main driving force of phase separation is competitive hydrogen
bonding between water, HFIP, and inducing agent. HFIP is a strong hydrogen
bond donor (even stronger than water) but a weak hydrogen bond acceptor.
Similarly, both MeOH and EtOH exhibit strong hydrogen bond donating
ability while, in contrast, aprotic solvents are strong hydrogen bond acceptors.

The hydrogen bonding interaction between HFIP and an aprotic solvent is
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stronger than that between HFIP and water. Thus, solvent molecules displace
water molecules from the hydration layer of HFIP. In this case, the HFIP
molecules likely cluster and even form micelle-like assemblies with the
fluorine groups aggregating toward the center of the cluster while oriented at
the surface hydroxy groups are solvated by aprotic solvent. Such clusters of
HFIP molecules provide a hydrophobic local environment. This results in the
formation of the immiscible with water HFIP-rich phase.

Next, the ability of aprotic solvents to induce phase separation was
compared. In this experiment, the phase diagramms were determined at 20°C
by cloud point titration. Obtained binodal curves (Fig. 7) divide the two-phase
region (above the curve) from the single-phase region (below the curve) and
provide concentration of both components (HFIP and aprotic solvent)
necessary to create a biphasic system.

e THF (0.46)
= Acetone (-0.24)
4 ACN (-0.34)
v DMSO (-1.35)

2 phases

w(HFIP), %

w(solvent), %
Fig. 7. Phase diagrams for the systems composed of HFIP/aprotic
solvent/H,O. Log P values are given in parentheses.

As shown in Fig. 7, the phase separation ability (lower amount of solvent
creates the two-phase system at fixed HFIP concentration) of the solvents
increases in the following order: DMSO < ACN < ACE < THF. Obtained
results indicate that for all solvents their phase separation ability showed a
good correlation with their log P values, given in Fig. 7: less hydrophilic
solvents induced phase separation at lower concentrations. Due to ACN
excellent compatibility with the mobile phases used in reversed-phase HPLC
separations, it was selected as the phase separation agent for further
experiments.

Finally, the effect of the ACN amount on the volume of the formed
organic phase was investigated. As shown in Fig. 8, the HFIP phase volume
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increases gradually as the volume of ACN increases from 0.1 to 0.7 mL and
then remains almost unchanged at higher than 0.7 mL volumes.
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Fig. 8. Effect of ACN volume on the HFIP phase volume. Aqueous phase
volume — 5.0 mL; HFIP volume — 0.3 mL.

Extraction properties. To evaluate the extraction properties of the
proposed system it was tested for the extraction of various organic compounds
from aqueous solutions. Six classes of organic compounds, namely aromatic
hydrocarbons, esters, hydroxy esters, amines, phenols and carboxylic acids,
were used as model analytes. For all compounds, except for carboxylic acids,
the pH values at which extractions were carried out were in the range of
7.0£0.5. To suppress the dissociation of carboxylic acids, their solutions were
acidified with HCI to pH 2.0. The extraction efficiencies for the compounds
tested using the proposed ATPS are presented in Table 9. It can be observed
that for all analytes among the same class their %EE values showed a good
correlation with their log P values, listed in Table 9. These results indicate that
hydrophobicity is the key property ruling the extraction efficiency of
compounds with the same functional groups. However, there was nho
correlation between the %EE and hydrophobicity for the analytes of different
classes. For example, the extraction efficiencies obtained for compounds
possessing similar log P values, quercetin (logP=1.82), methylparaben
(logP=1.96), and 2-nitroaniline (logP=1.85), ranged from 21.3% for quercetin
to >98% for 2-nitroaniline. Interestingly, the extraction efficiencies of the
most hydrophilic caffeine (logP=-0.07) and nicotine (logP=1.17) were
considerably higher than those obtained for much less hydrophilic carboxylic
acids, phenol, quercetin, and methylparaben.

In general, the obtained extraction efficiencies for compounds of
different classes can be arranged according to the following sequence: amines
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> esters ~ aromatic hydrocarbons > hydroxy esters =~ phenols > carboxylic
acids. These results indicate that the proposed ATPS is the most effective
extractant for basic compounds, less effective for neutral ones, and poorly
extracts acidic analytes. Since only the basic analytes are strong hydrogen
bond acceptors, this is not surprising. Thus, strong hydrogen bonding
interactions with HFIP, which displays a high hydrogen bond donor ability,
enhance extraction of basic compounds. The presence of ACN does not appear
to have a role in the extraction, other than in generating the ATPS because the
same trend was observed for the extraction efficiencies using THF as inducing
agent (data not shown).

Table 9. Extraction efficiencies of selected organic compounds (2.0 mg/L)
from aqueous solution (aqueous sample volume — 5.0 mL; HFIP volume —
0.3 mL; ACN volume — 0.3 mL; extraction time — 30 s).

Class Analyte Log P EE Lo, (%;

n=3)

Aromatic Benzene 2.13 86.1+1.38

hydrocarbons Toluene 2.73 90.3+1.6

Naphthalene 3.30 947+21

Dimethyl phthalate 1.60 915+15

Esters Diethyl phthalate 2.42 96.8+1.9
Dibutyl phthalate 4.50 >98

Methylparaben 1.96 40.1+£0.6

Hydroxy esters Ethylparaben 2.47 57.1+0.6

Propylparaben 3.04 776+1.3

Caffeine -0.07 67.7+1.4

Amines Nicotine 1.17 91.8+1.38
2-Nitroaniline 1.85 >98

Sorbic 1.33 25.6 0.9

Carboxylic acids Benzoic 1.87 29.2+0.8

Salicylic 2.26 38812

Phenols Phenol_ 1.46 31.8+0.7

Quercetin 1.82 39.7+£0.6

Biochanin A 3.22 81.3+1.6

In LLE using traditional organic extractants the neutral form of an analyte
usually exhibits better extractability than its less hydrophobic charged form.
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The extraction of nicotine (pK,=8.1) at acidic (pH=3.0) and alkaline
(pH=11.0) conditions was examined to prove this to our system. In alkaline
aqueous solution nicotine (pK,=8.1) is uncharged, while under acidic
conditions it exists in a fully protonated cationic form. The EE for the charged
form was found to be 95.7%, compared to 89.4% for the neutral form,
indicating comparable or even better extraction of the cationic form. However,
this was not observed for the benzoic acid: the %EE obtained for its neutral
form at pH 2.0 was approximately 2.5 times higher than that of its anionic
form at pH 10.

In order to further explore the role of charge sign of the analyte, we
decided to evaluate the extraction efficiency of the two hydrophilic and
oppositely charged dyes, namely cationic methylene blue and anionic acid red
1. As shown in Fig. 9, the cationic methylene blue seems to be completely
extracted into the bottom HFIP-rich phase whereas the negatively charged
acid red 1 almost completely remained in the top aqueous phase.

N
/ ey
CH3\N \S+ N/CH3 ﬁ 2Na
| _ | CHz—C—NH Q
I CHg

SO3

CHs c

Before extraction After extraction Before extraction After extraction

= -— J & 3
Methylene blue Acidred 1
Fig. 9. Partition behaviour of the oppositely charged dyes.

DLLME of cationic dyes. Developed HFIP/ACN-based ATPS was
applied for the DLLME of four cationic dyes - methylene blue (MB), crystal
violet (CV), malachite green (MG) and rhodamine B (RB) - from real water
samples prior to HPLC analysis. Triphenyltetrazolium was used as an internal
standard. Optimized DLLME conditions were as follows: the aqueous sample
volume — 7.5 mL, HFIP volume — 0.4 mL, ACN volume — 0.4 mL, extraction
time - 5 s. After centrifugation, the HFIP-rich phase was collected using a
microsyringe, evaporated to near dryness under stream of nitrogen,

redissolved in 50 pL of the mobile phase and analyzed. Under these
107



conditions, the obtained extraction efficiencies for all compounds were >97%.
The analytical performance characteristics are summarized in Table 10.

Table 10. Analytical performance characteristics (n = 3).

Linear range ) LOD LOQ

ARV g ey | e
MB 0.5-50.0 0.9959 0.60 0.18
Ccv 0.5-50.0 0.9980 0.50 0.15
MG 0.5-50.0 0.9972 0.50 0.15
RB 0.2-50.0 0.9987 0.15 0.05

Finally, the developed method was applied for the determination of
cationic dyes in two Neris river water samples collected within Vilnius city.
None of dyes were detected in both samples. Recovery studies were performed
by spiking samples with two concentration levels (2 and 10 pg/L) of dyes.
Average recoveries of spiked samples were in the range from 88.6% to 98.5%
with satisfactory precision (RSDs lower than 9,6%).

Compared to conventional ATPSs based on polymers, surfactants, ionic
liquids, and deep eutectic solvents, the proposed system has several
advantages. The water-immiscible HFIP-rich phase exhibits high volatility, a
higher density than water, and low viscosity. All the properties make the
ATPS very promising as extractant for conventional liquid-liquid extraction
and especially for liquid-liquid microextraction techniques. Finally, since the
proposed system shows exceptionally good extractability of relatively
hydrophilic neutral and charged basic compounds, it appears to be a very
promising selective extractant of such compounds from complex matrices.

CONCLUSIONS

1. Menthol, tetrabutylammonium chloride and tetrahexylammonium
chloride form with TFA and HFIP at a molar ratio of 1:2 heavier than
water hydrophobic eutectic solvents possessing low to moderate
viscosities. The high densities of the solvents can be attributed to the high
densities of fluorinated compounds. The viscosities of both menthol-
based liquids are over an order of magnitude lower than those containing
quaternary ammonium salts.

2. Developed eutectic solvents demonstrated considerably better overall
extraction efficiency of parabens, phthalates, and flavonoids than
conventional chlorinated solvents. The extraction efficiencies of the
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solvents increase in the following order: Men:TFA < TBACIL:HFIP <
Men:HFIP < THACL:TFA = THACI:HFIP.

HFIP, TFA, PFPA, and HFBA induce formation of hydrophobic, heavier
than water SUPRA solvents in aqueous solutions of quaternary
ammonium salts. HFIP induced much larger SUPRA solvent volumes
than the perfluorinated acids at comparable concentrations. The SUPRA
solvent formation ability of perfluorinated acids with longer fluoroalkyl
chain is more efficient.

The developed SUPRA solvents demonstrated good or even excellent
extraction efficiency of phthalates. For all phthalates their extraction
efficiency values showed good correlation with their log P values.
TDTMAB/HFIP solvent demonstrated the best extractability: using this
solvent all phthalates were extracted with higher than 94% extraction
efficiencies.

Hydrophilic aprotic solvents induce the formation of ATPS in aqueous
solution of HFIP. It is believed that the main driving force of phase
separation is competitive hydrogen bonding between water, HFIP, and
inducing agent. The phase separation ability of the solvents increases in
the following order: DMSO < ACN < ACE < THF.

HFIP/ACN-based ATPS is very effective extractant for neutral and even
charged basic compounds, less effective for neutral ones, and poorly
extracts acidic analytes. Exceptionally good extractability of basic
compounds may be explained by their high hydrogen bond acceptor
ability.

Developed solvents were applied for the DLLME of parabens, phthalates
and cationic dyes from aqueous samples prior to HPLC analysis. The
extraction time takes only a few seconds and enrichment factors ranged
from ~70 for parabens and phthalates to ~150 for cationic dyes. The
obtained results demonstrate that proposed solvents are very promising
alternative extractants for dispersive liquid-liquid microextraction
techniques.
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