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1. Wstep

Rozwdj chemii w XX wieku doprowadzil do wielu spektakularnych sukcesow
wplywajac jednoczes$nie na rozwdj nowych dziedzin nauk przyrodniczych zwiazanych z
chemia, takich jak farmacja, biochemia czy biotechnologia. Z drugiej strony, przyczynit si¢
w znacznym stopniu do degradacji Srodowiska naturalnego. W latach 60-tych XX wieku
stan §rodowiska naturalnego stat si¢ przedmiotem powszechnego zainteresowania. W roku
1969 po raz pierwszy oficjalnie przedstawiono w raporcie ONZ potrzebe ochrony
srodowiska w skali globu. Jednak dopiero w roku 1991 zostala wprowadzona koncepcja
zielonej chemii (green chemistry) przez Amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska.
Dotyczy ona nowego podejscia do réznych dziedzin chemii, nie tylko zwiazanych z
synteza czy przerobka zwiazkow chemicznych, ale rowniez chemii analitycznej poprzez
eliminacj¢ lub redukcje ilosci odczynnikéw 1 rozpuszczalnikéw uzywanych w toku
procedury analityczne;.

Mimo, ze zsyntezowanie pierwszej cieczy jonowej nastapito juz w okresie I Wojny
Swiatowej, dopiero w ostatniej dekadzie XX wieku cieczami jonowymi zainteresowat sig
przemyst chemiczny, nazywajac je ,,zielonymi” rozpuszczalnikami [1]. Obecnie sa w
centrum zainteresowania jako medium zastgpcze dla lotnych rozpuszczalnikow
organicznych okre§lanych mianem VOC (Volatile Organic Compounds). Dzigki
unikatowym wiasciwosciom fizykochemicznym zastosowanie cieczy jonowych wzrasta z
roku na rok, gtownie w technologii chemicznej zwiazkdéw organicznych i1 biotechnologii.
Wskazuje na to liczba publikacji dostgpna w bazie bibliograficzno-abstraktowej SCOPUS
(rycina 1) [2]. Uwage zwraca gwattowny wzrost stosowania cieczy jonowych w technikach
separacyjnych, takich jak chromatografia cieczowa (liquid chromatography, LC) i
elektroforeza kapilarna (capillary electrophoresis, CE). Ma to ogromne znaczenie
szczegOlnie w przypadku wysokosprawnej chromatografii cieczowej (high performance
liquid chromatography, HPLC), ktoérej stosowanie wiaze si¢ ze znacznym zuzyciem
eleuentow — rozpuszczalnikow. Konieczna staje si¢ modyfikacja lub wprowadzenie
nowych technik analitycznych odpowiadajacych wymogom ,zielonej chemii” [3].
Prawdopodobnie, wyeliminowanie posrednio uciazliwych dla $rodowiska naturalnego
metod analitycznych poprzez zastosowanie ,,zielonej chemii analitycznej” jest kwestia
czasu.

Nowoczesne fazy stacjonarne do HPLC bazuja na krzemionce. Przydatnos¢ tlenku
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Rycina 1. Liczba publikacji indeksowanych w bazie bibliograficzno-abstraktowej SCOPUS w latach
1980-2004, zawierajacych w tytule lub abstrakcie stowa kluczowe ,ionic liquids™ oraz ,,ionic liquids and

liquid chromatography or capillary electrophoresis”.

krzemu w chromatografii cieczowej zalezy od rodzaju i ilosci powierzchniowych grup
hydroksylowych — silanolowych. Problemem utrudniajacym rozdzielenie analizowanych
zwiazkow sa specyficzne oddziatywania analitow z niezwigzanymi, wolnymi grupami
silanolowymi no$nikéw fazy stacjonarnej. W celu dezaktywacji tych grup wprowadza si¢
do faz ruchomych dodatki typu alkiloamin. Proces ten jednak nie pozwala na uzyskanie
dobrych rozdzielen, zwtaszcza zwiazkéw zasadowych. Poniewaz wigkszo$¢ lekow to leki
o charakterze zasadowym, wigc trudnosci analityczne dotycza duzej liczby lekow.
Dotychczas stosowane modyfikacje technik chromatografii cieczowej nie obejmowatly
uzycia cieczy jonowych. Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia wyniki pionierskich
badan dotyczacych chromatograficznych rozdzieleh ksenobiotykow zasadowych z

zastosowaniem cieczy jonowych jako modyfikatorow fazy ruchomej [4].

1.1. Ciecze jonowe

Ciecze jonowe (ionic liquids) sa solami organicznymi, ktére stanowia nowa klase
rozpuszczalnikow o charakterze jonowym. Nazwa ta jest bardziej adekwatna od nazwy
~room temperature ionic liquids”, gdyz wiele z nowo zsyntezowanych cieczy topi si¢ w
temperaturze kilkudziesigciu stopni Celsjusza, czyli w temperaturze pokojowej wystepuja

jako ciata state. W przeciwienstwie do cieczy jonowych, jedna z najbardziej



charakterystycznych cech soli nieorganicznych jest ich bardzo wysoka temperatura
topnienia. W przypadku chlorku sodu wynosi 801 °C. Koszt utrzymania takiej substancji w
stanie cieklym jest wysoki, co praktycznie wyklucza zastosowanie jako rozpuszczalnika
dla zwiazkéw organicznych, gdyz w takich warunkach ulegalyby one zwegleniu. Dlatego
ciecze jonowe jako nowa klasa soli organicznych stanowia najbardziej interesujaca grupg
zwiazkow chemicznych, czgsto nazywanych zwigzkami XXI wieku.

Pierwszymi zsyntezowanymi cieczami jonowymi byly czwartorzegdowe sole
amoniowe [1]. Jednak dopiero synteza pochodnych 1,3-dialkiloimizadoli zaowocowala
licznymi publikacjami dotyczacymi ich potencjalnego zastosowania. Grupy cieczy
jonowych, z ktorymi przemyst chemiczny wiaze szczeg6lne nadzieje przedstawione sa w

tabeli 1.

1.1.1. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne cieczy jonowych

Ze wzgledu na prosta budoweg chemiczna synteza cieczy jonowych nie jest
skomplikowana. Problemem pozostaje tylko wlasciwy wybodr jondw, aby uzyskaé ciecz
jonowa o pozadanych wilasciwosciach fizycznych i chemicznych. Dlatego ciecze jonowe
czesto nazywane sa rozpuszczalnikami projektowalnymi (designer solvents).

Dzigki réznej strukturze chemicznej oraz kompozycji kation/anion, ciecze jonowe
charakteryzuja si¢ zmiennymi wlasciwosciami fizycznymi i1 chemicznymi, nawet w
obrebie tej samej grupy. Wszystkie sa solami zbudowanymi z duzego, asymetrycznego
kationu organicznego oraz anionu organicznego lub nieorganicznego, ktorych wielkos¢ 1
rodzaj w istotny sposob wplywa na wiasciwosci, takie jak gestos¢, lepkos¢, napigcie
powierzchniowe oraz temperatura topnienia (tabela 2).

Ciecze jonowe sa zwigzkami nielotnymi, charakteryzujacymi si¢ znikomo niska
preznoscia par, dobra zdolnos$cia do rozpuszczania zard6wno zwiazkow organicznych jak 1
nieorganicznych oraz duza stabilnos$cia termiczna, nawet do 300°C. Do najbardziej
stabilnych cieczy jonowych zalicza si¢ pochodne imidazoliowe z nastgpujacymi anionami:
BF, > PFs, AsFs > Cl , Br, I. Soli 1,3-alkiloimidazoliowych o symetrycznej budowie
atomu, takich jak sole dibutylowe lub dioktylowe, nie spotyka si¢ w stanie ciektym.

Obecnos¢ podstawnikow alkilowych w strukturze kationu nadaje cieczom jonowym
charakter hydrofobowy. Polarny charakter cieczy zdeterminowany jest przez
elektrostatyczne sity wzajemnych oddziatywan migdzy anionem a kationem. Istotne sa

takze powszechnie wystepujace w rozpuszczalnikach organicznych migdzyczasteczkowe



Tabela 1. Struktury cieczy jonowych najczesciej stosowanych w przemysle chemicznym.

Kation Anion
R,
| +
R—N-R, AlCI;
R, Tetrachloroglinian
Czwartorzedowe sole alkiloamoniowe
||? 4 Br- ClI™ I°
R 1—p"—R s Halogenki
I
R,
le alkilofosfoni -
Sole alkilofosfoniowe CH,COO
R Octan
3
R{ R, CF.SO.
Sole alkilosulfoniowe 33
Trifluorosulfooctan
R/ R PFe
1 2
Heksafluorofosforan
Sole alkilopirolidyniowe
N// \\N+ SCN
R; Y R, Tiocyjanian
R,
Sole alkiloimidazoliowe ( CF3 S Oz)zN-

Sole alkilopirydyniowe

bis(trifluorometylosulfonylo)imid

Tosylan




Tabela 2. Temperatura topnienia [°C] soli 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych w zaleznosci od wielkosci

podstawnika R; i rodzaju anionu [5,6].

N/ * Anion
R; " ""CH,

R, AICI” BF, CI CF3;S0O;™ | (CF3SO.)N PFs
CH;- 75 - 125 39 22 -
C,Hs- 7 5 84 -9 -3 62
C;Hs- - -13,9 60 - - 11
CH7- -10 -82 65 16 -10 -61
CeHi1- - -81 -75 >-30 - -80

oddziatywania dyspersyjne i tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy atomami wodoru w
pier§cieniu imidazoliowym a atomami tlenu lub fluorowca anionu. Nalezy ponadto
uwzgledni¢ oddzialywania typu m-m w przypadku kationdéw zawierajacych pierscien
aromatyczny [7].

Hydrofobowos¢ kationu oraz rodzaj anionu maja istotny wplyw na rozpuszczalnos¢
cieczy jonowych. W wodzie calkowicie rozpuszczaja si¢ sole: BF4, Br, CFs;SOs,
CH;COO, CH3S0,, C,HsSO,, Cl, (CN),N, I, NOs, NOs, SCN . Natomiast praktycznie
nierozpuszczalne sa sole PFs, SbFs oraz (CF3S0,),N . Wiekszos¢ cieczy jonowych jest
stabilna na powietrzu i w kontakcie z woda.

Zaleznos¢ przewodnos$ci od dlugosci podstawnika nie zawsze jest monotoniczna a
dostgpne dane nie pozwalaja na formutowanie jednoznacznych prawidlowosci [8].
Najwyzsza przewodno$¢ elektryczna sposrod wszystkich cieczy jonowych, wynikajaca
prawdopodobnie z braku wiazan wodorowych, maja pochodne AICl, . Przypuszcza sig, iz
obecnos¢ tych wiazan jest przyczyna niskiej przewodnosci innych pochodnych cieczy
jonowych. Przewodno$¢ soli 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych wzrasta wraz ze zmiana
anionu w kolejnosci: BF4 < PF¢ < CF3SO3; < CF3;CO, < AICl,. Efekt ten jest wyraznie
zauwazalny w przypadku mieszanin cieczy jonowych z rozpuszczalnikami organicznymi.
Przewodnos$¢  elektryczna

mieszaniny  soli  1-alkilo-3-metyloimidazoliowych z

acetonitrylem wzrasta kilkukrotnie w poréwnaniu do czystego acetonitrylu [9].



1.1.2. Zastosowanie cieczy jonowych

Zainteresowanie cieczami jonowymi ze wzgledu na unikatowe witasciwosci wciaz
wzrasta. Z roku na rok podejmuje si¢ coraz wigcej badan majacych na celu wykorzystanie
cieczy jonowych w przemysle chemicznym. Udowodniono, ze wykorzystanie tych
zwiazkow w wielu reakcjach chemicznych znacznie obniza koszty procesOw chemicznych,
1 co najwazniejsze obniza stopien degradacji srodowiska naturalnego. Badania prowadzone
w zakresie technologii chemicznej zwiazkow organicznych potwierdzity, ze uzycie cieczy
jonowych pochodnych 1,3-dialkiloimidazoliowych w znaczny sposdéb wplywa na
wydajno$¢ oraz regio-, stereo- 1 enancjoselektywnos$¢ reakcji Friedla-Craftsa, Dielsa-
Aldera, Hecka, alkilowania, oraz epoksydacji zwiazkow cyklicznych [10]. Coraz
powszechniejsze staje si¢ stosowanie soli imidazoliowych w enancjoselektywnych
reakcjach z udzialem enzyméw [11,12]. Obiecujace rezultaty przyniosty badania
mikrobiologiczne z wykorzystaniem cieczy jonowych, wykazujace znaczne dzialanie
bakterio- 1  grzybostatyczne pochodnych  imidazoliowych z  podstawnikiem
alkoksymetylowym [13, 14].

Obecnie ciecze jonowe postrzegane sa jako priorytetowy produkt ,,zielonej chemii”,
a wspolczesne badania maja na celu poszerzy¢ ich zastosowanie rowniez w dziedzinie

chemii analitycznej (rycina 2) [15].

CieczeI jonowe
Ekstrakcja Chromatografia Elektroanaliza MALDI Chemisensory
optyczne
(optrody)
SPME LC CE
SPE GC

Rycina 2. Przyktady zastosowania cieczy jonowych w chemii analityczne;j.

1.2. Oddzialywania silanofilowe w aspekcie chromatografii zwigzkow
zasadowych metoda HPLC

Nowoczesne fazy stacjonarne do HPLC bazuja na krzemionce. Wazna cecha
determinujaca chemiczne wlasciwosci krzemionki jest obecno$¢ na jej powierzchni grup

hydroksylowych, tzw. grup silanolowych. Grupy silanolowe stanowia gléwne zrodto

10



oddzialywan z analizami fazy stacjonarnej bazujacej na krzemionce w chromatografii w
normalnym uktadzie faz. Sa natomiast przeszkoda w przypadku hydrofobowych faz
stacjonarnych (w chromatografii w tzw. odwrotnym uktadzie faz). Powierzchniowe grupy
hydroksylowe maja bardzo silne wiasciwosci polarne oraz sa potencjalnymi donorami i
akceptorami wiazan wodorowych.

Badania spektrofotometryczne wykazaty obecno$¢ na powierzchni Zelu
krzemionkowego  roéznych  typow  powierzchniowych  grup  hydroksylowych,

odgrywajacych role jako centra adsorpcji (rycina 3) [16,17]. O adsorpcyjnych

a) b)
OH
| HO OH
—_—— —S——_—— —_—— =8 ——_———
C) d)
OHs++«-.0H OH
| | + |
— — —8Si Si—m——— —_ M ——Si— — —

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy rozne typy grup silanolowych na powierzchni zelu krzemionkowego:
a) wolne grupy silanolowe, b) podwojne grupy silanolowe (geminalne), c) zaasocjowane grupy silanolowe,

d) aktywne centrum metal-grupa silanolowa [16].

wiasciwosciach zelu krzemionkowego decyduje rodzaj i ilos¢ grup silanolowych [18]. W
chromatografii najbardziej pozadanymi grupami sa silanole podwojne oraz zaasocjowane.
Wolne grupy hydroksylowe, ze wzgledu na slaby charakter kwasowy, stwarzaja
najwigkszy problem w przypadku rozdzielania zwiazkéw o charakterze zasadowym.
Glownym mechanizmem determinujacym retencje zasad jest wymiana jonowa. Obejmuje
ona interakcje z silanolami oraz z metalami, ktore moga wystgpowa¢ w §ladowych
ilo$ciach w strukturze fazy stacjonarne;.

Powierzchniowe oddzialywania jonowymienne silanoli tlumaczy model

zaproponowany przez Yatesa i in. [19, 20]:
K, K,
SiOH, < SiOH+H" < SiO” +H" (1.1)

11



gdzie K 1 K, sa statymi jonizacji.

Aby doktadnie zrozumie¢ proces wymiany jonowej konieczne jest opisanie
parametrow charakteryzujacych ten mechanizm: pK, silanoli oraz punktu tadunku
zerowego (point of zero charge, PZC). PZC jest to warto$¢ pH, w ktorym liczba dodatnio
natadowanych miejsc SiOH," jest rowna liczbie miejsc naladowanych ujemnie SiO na

powierzchni krzemionki i wynosi:

pHpzc =0,5(pK,, +pK ;) (1.2)

W przypadku, kiedy pH <pK,;, tlenek krzemu bedzie zachowywal si¢ jak
wymieniacz anionowy. Natomiast przy pH >pK, bedzie dziatal jak wymieniacz
kationowy. Poniewaz warto$¢ pHpzc dla tlenku krzemu oscyluje wokoét 4 (chociaz osiaga
nawet warto$ci ponizej 2) oznacza to, ze SiO, bedzie dzialatl jak wymieniacz kationowy
[21,22]. W niektorych przypadkach nawet zastosowanie buforu o pH 2 nie powoduje
cofnigcia dysocjacji silanoli, a powierzchnia krzemionki przyjmuje tadunek ujemny.
Wyznaczona teoretycznie warto$¢ pKj, silanoli wynosi 7,1+0,5 [23]. Jednak znaczna liczba
doniesien wskazuje na to, iz ze wzglgdu na zmienng kompozycj¢ krzemionki, warto$¢ ta
moze waha¢ si¢ w zakresie 1,5-10. Szczegodlnie obecno$¢ metali moze w znaczny sposob
podwyzszy¢ charakter kwasowy krzemionki. Dlatego stosowanie fazy ruchomej o pH 2-3
w przypadku rozdzielen analitow zasadowych w chromatografii cieczowej nie zawsze jest
skuteczne [24].

Redukcja oddziatywan silanofilowych jest mozliwa dzigki odpowiednim

modyfikacjom fazy stacjonarnej oraz ruchome;.

1.2.1. Modyfikacje krzemionkowych faz stacjonarnych

Badania majace na celu redukcje oddzialywan silanofilowych prowadzone sa na
szeroka skale. Poczatkowo redukcje wolnych grup silanolowych probowano osiagnaé
poprzez termiczna aktywacj¢ oraz rehydroksylacj¢ krzemionki. Cox i Stout [25] oraz
Kohler i Kirkland [26] zauwazyli znaczng réznicg w parametrach retencyjnych analitow
uzyskanych na rehydroksylowanej krzemionce 2z zastosowaniem niektérych
czwartorzegdowych zasad amoniowych, amin oraz fluorowodorkéw. Ponadto, proces

rehydroksylacji krzemionki usuwat §ladowe ilosci metali z powierzchni krzemionki.
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Obecnie szczegodlne znaczenie maja wypelnienia otrzymane poprzez modyfikacje
zelu krzemionkowego. Najprostsza modyfikowana faza stacjonarna jest faza o pokryciu
monomerycznym uzyskana przez przytaczenie monofunkcyjnego modyfikatora (rycina 4).
Fazy oligomeryczne i polimeryczne charakteryzuja si¢ duzym stopniem dezaktywacji

silanoli, jednak ze wzgledu na zlozona strukture ich synteza jest skomplikowana.

LY 1y Y 1) |

faza monomerycza faza oligomeryczna

faza polimeryczna

I ugrupowania silanolowe o~~~ - zwigzany ligand

Rycina 4. Rodzaje chemicznie zwiazanych faz stacjonarnych do HPLC.

Do krzemionki na zasadzie wigzania kowalencyjnego przylacza si¢ grupy
weglowodorowe, nadajace fazom statym charakter hydrofobowy. Faze zwiazana
alkilosilanowa  otrzymuje si¢ poprzez wiazanie eterowe lub  siloksanowe
alkilochlorosilanow z powierzchniowymi grupami hydroksylowymi krzemionki.
Najczgsciej stosowana jest faza oktadecylosilanowa, w ktérej pozostate po modyfikacji
grupy silanolowe mozna dezaktywowac (end-capping) trimetylochlorosilanem (TMCS).
Jednak nawet najlepsze procedury syntezy tak zwanych faz odwroconych pozostawiaja
okoto 40-50 % wolnych silanoli [16].

Modyfikacje faz krzemionkowych mozna rowniez przeprowadzi¢ poprzez

silanizacje zwiazkami krzemoorganicznymi zawierajacymi grupy polarne. Zwiazane silany
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zawierajace grupy aminowe badz peptydowe posiadaja tadunek, ktoéry na powierzchni
krzemionki tworzy tak zwana tarcze ochronng (electrostatic shielding) [27]. Jezeli posiada
tadunek dodatni, odpycha dodatnie naladowane kwasy Bronsteda, chroniac je przed
dziataniami wolnych silanoli. Wykazano, ze grupy amidowe utatwiaja adsorpcj¢ wody, a w
przypadku krétkich tancuchow alkiloamidowych znacznie obnizaja retencje zwiazkow
polarnych, takich jak aminy [28].

Koncepcja self-assembled monolayers (SAM) jest metoda stosowana w celu
modyfikacji powierzchni metali oraz tlenkéw metali. Wykorzystuje ona zdolnos¢
krzemionki do adsorpcji zwiazkdéw organicznych majacych zdolno$¢ formowania
jednorodnej powierzchni. Woda zaadsorbowana na powierzchni krzemionki utatwia proces
polimeryzacji organosilanow [29]. Horyzontalna polimeryzacja silanéw tworzy bariere,
redukujaca wymiang jonowa pomigdzy silanolami a faza ruchoma [30].

Alternatywa dla faz krzemionkowych sa fazy stacjonarne bazujace na tlenku
cyrkonu, tytanu i glinu [31]. Charakteryzuja si¢ one wigksza stabilno$cia termiczna i
chemiczna wynikajaca z odmiennej struktury powierzchni tlenkow metali w stosunku do
krzemionki. Dodatkowo, nowe nos$niki, szczegdlnie tlenki cyrkonu, osiagaja podobna, a

czasami lepsza sprawnos¢, dzigki czemu charakteryzuja si¢ lepsza selektywnoscia.

1.2.2. Modyfikacje fazy ruchomej

W celu optymalizacji rozdzieleh chromatograficznych jednym z gléwnych
kryteriow jest dobor eluentu. W chromatografii cieczowej jako fazg ruchoma stosujg sig
rozpuszczalniki, ktore musza charakteryzowac si¢ odpowiednia lepkoscia, czystoscia, mala
toksycznoscia oraz niskim kosztem. Stosujac detekcje UV-VIS nie nalezy stosowac
eluentu absorbujacego promieniowanie w tym samym zakresie, co czasteczki
rozdzielanych substancji.

Dobér fazy ruchomej do rozdzielenia mieszanin utatwia zaproponowany przez
Snydera szereg eluotropowy [16]. Jest to zbidr rozpuszczalnikow stosowanych w
chromatografii adsorpcyjnej uporzadkowany wedlug wzrastajacej sily elucyjnej. Wielko$¢
sity elucyjnej fazy ruchomej moze by¢ regulowana nie tylko poprzez zmiang
rozpuszczalnika, ale rowniez poprzez mieszanie rozpuszczalnikow w roznych proporcjach.

Dodatek organicznego modyfikatora do fazy ruchomej znaczaco wptywa na ksztatt
piku  analizowanych zwiazkéw zasadowych oraz na sprawno$¢ kolumny
chromatograficznej [32,33]. Najczesciej stosowanym organicznym sktadnikiem eluentu

jest acetonitryl, ktory charakteryzuje si¢ niska lepko$cia oraz absorbancja przy niskich
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dtugosciach fali w zakresie UV. Stosujac acetonitryl otrzymuje si¢ lepsza selektywnos$¢
oraz symetri¢ pikow. Zjawisko to tlumaczy si¢ brakiem mozliwo$ci powstawania wigzan
wodorowych z wolnymi silanolami, jak réwniez mozliwoscia interakcji z grupami
alkilowymi nos$nika [34]. Dodatkowo, acetonitryl jest rozpuszczalnikiem tagodniejszym od
metanolu 1 tetrahydrofuranu: hamuje rozktad krzemionki w pH > 9 [35].

W celu poprawienia sprawnosci kolumny oraz selektywnosci metody separacyjnej
stosuje si¢ buforowane fazy ruchome majac na celu zmiang pH eluentu. Fazy buforowane
wplywaja na zmiang dysocjacji analizowanych zwiazkéw jak rowniez powierzchniowych
grup hydroksylowych fazy stacjonarnej. W literaturze naukowej istnieje wiele sprzecznych
opinii odnos$nie warunkow chromatografowania zwiazkéw zasadowych na ztozach
krzemionkowych [36,37]. Wigkszo$¢ kolumn bazujacych na krzemionce jest stabilna w
kwasnym i neutralnym pH, jednak w takim $rodowisku zasady ulegaja protonowaniu i
silnie reaguja z powierzchniowymi grupami silanolowymi krzemionki. Czg$¢ publikacji
podtrzymuje stuszno$¢ obnizenia pH fazy ruchomej do wartosci pH < pK, silanoli w celu
cofnigcia dysocjacji silanoli. Niektorzy autorzy jako optymalne warunki rozdzielenia
sugeruja podwyzszona warto$¢ pH > pK, zasady w celu deprotonacji zasad. Jednak w
przypadku skrajnych warto$ci pH dochodzi do destrukcji kolumny chromatograficznej. W
pH <3 zachodzi hydroliza wiazania siloksanowego mig¢dzy powierzchnia krzemionki a
organosilanami. W pH >8 ma miejsce czgsciowe wymywanie fragmentéw no$nika
krzemionkowego.

Stosujac bufory wodno-organiczne trzeba pamigta¢, ze pH fazy ruchomej powinno
uwzglednia¢ wartos¢ [ pH, czyli pomiar powinien by¢ przeprowadzony na odpowiedniej
mieszaninie wodno-organicznej wzgledem wzorcowego roztworu zawierajacego taka sama
ilo$¢ danego modyfikatora organicznego. W praktyce mierzy si¢ wartos¢ | pH, czyli dla

uktadu wodno-organicznego pomiar pH wykonywany jest wzgledem buforéw
standardowych, niezawierajacych modyfikatora organicznego.

Metoda zaproponowana przez Hansena i in. [38,39] okre$lana jest jako dynamiczna
modyfikacja krzemionki. Jest prosta w uzyciu i mozna ja stosowaé w przypadku
modyfikowanych oraz niemodyfikowanych faz krzemionkowych do rozdzielania analitéw
kwasowych, zasadowych oraz zwiazkéw niejonogennych. Polega na dodaniu do fazy
ruchomej czwartorzgdowych soli amoniowych w ilo$ci potrzebnej do przekroczenia
krytycznego stezenia micelizacji (critical micellar concentration, CMC). Po przekroczeniu

tej wartosci ustala si¢ tréjfazowa rownowaga w uktadzie chromatograficznym: pojedyncza

15



warstwa zaadsorbowanego modyfikatora na fazie stacjonarnej, rozpuszczone czasteczki w

fazie ruchomej oraz micele (rycina 5).
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Rycina 5. Schemat przedstawiajacy trojfazowa réwnowage w ukladzie chromatograficznym z uzyciem

bromku cetylotrimetyloamoniowego [39].

Warunkiem micelizacji modyfikatora jest nie tylko istnienie grupy hydrofilowej 1
hydrofobowej, ale rowniez spetnienie odpowiednich wymogdéw sterycznych. Proces ten
zachodzi z tatwoscia dla czasteczek posiadajacych dhugie pojedyncze tancuchy alkilowe.
Nie prowadzi natomiast do tworzenia si¢ micel, gdy grupy niepolarne sa silnie
rozgalezione.

Systematyczne badania nad wptywem rzgdowosci modyfikatoréw aminowych na
parametry chromatograficzne dowiodly, ze aminy czwartorzedowe efektywniej hamuja
retencje zwiazkow zasadowych oraz poprawiaja ksztatt pikow [40,41]. Powyzsze dziatanie
amin czwartorzgdowych Kiel 1 in. [40] thumacza wspolnymi mechanizmami oddziatywan,
ktérymi charakteryzuja si¢ obydwie grupy zwiazkéw wobec krzemionki (wymiana jonowa,
wiazania wodorowe oraz oddziatywania hydrofobowe). Do zalet tego typu modyfikatorow
zalicza si¢ rowniez mozliwos$¢ spektrofotometrycznej detekcji analizowanych zwiazkéw
przy diugosci fali 200-254 nm oraz mozliwos¢ uzycia detektora fluorescencyjnego lub

elektrochemicznego [39].
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1.3. Chromatograficzna miara hydrofobowosci

Hydrofobowo$¢ czgsto okresla sig jako rodzaj ,,nietolerancji” srodowiska wodnego
dla danego zwiazki. Jest to wazny czynnik wplywajacy na stopien rozprzestrzeniania si¢
ksenobiotykéw oraz innych zwiazkéw chemicznych w ukladach biologicznych.
Wiasciwosci hydrofobowe danego zwiazku sa wypadkowym efektem jego oddziatywan
migdzyczasteczkowych z czasteczkami otoczenia, tzn. oddziatywan orientacyjnych,
indukcyjnych 1 dyspersyjnych, wiazania wodorowego oraz przeniesienia tadunku [42].
Najczgsciej stosowanym uktadem w  wyznaczaniu standardowego  parametru
hydrofobowosci, log P, jest uktad podziatowy n-oktanol-woda [43].

Coraz bardziej powszechne staje si¢ wyznaczanie hydrofobowo$ci za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdéconym ukladzie faz RP HPLC [44].
Chromatograficzny parametr hydrofobowosci, log k,, uzyskiwany jest poprzez
ekstrapolacje liniowej zaleznos$ci log k& od zawartosci modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej. Podstawa takiej ekstrapolacji jest liniowa zalezno$¢ Snydera-Soczewinskiego

migdzy log k a utamkiem objgtosciowym modyfikatora w fazie wodno-organicznej, ¢:

logk =logk, —S¢ (1.3)

gdzie S jest stala charakterystyczna dla danego analitu oraz uktadu chromatograficznego.
Czgsto dla protonowanych zasad, niektorych faz stacjonarnych oraz
rozpuszczalnika wchodzacego w sktad binarnej fazy ruchomej innego niz metanol,
zalezno$¢ miedzy log k i procentem modyfikatora jest nieliniowa [45]. Efekt ten jest
migdzy innymi spowodowany wystepowaniem wolnych grup silanolowych w fazach
stacjonarnych bazujacych na krzemionce. W celu usunigcia nieliniowosci modyfikuje sig¢
faz¢ ruchoma poprzez zmiang sily jonowej i pH buforu oraz dodatek modyfikatorow

alkiloaminowych: trietyloaminy, dimetyloktyloaminy czy decyloaminy [46].

1.4. Wplyw temperatury na retencj¢ zwigzkow zasadowych

Temperatura jest waznym parametrem, wpltywajacym na selektywno$¢ uktadow
chromatograficznych, szczegdlnie w przypadku rozdzielania zwiazkéw ulegajacych
dysocjacji. Zmiana w obrebie tego parametru wplywa na stopien dysocjacji oraz warto$¢

pK, analitéw 1 pH fazy ruchomej, a w konsekwencji doprowadza do zmiany mechanizmu
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retencji chromatografowanych zwiazkow. Aby efektywnie wykorzystaC wplyw

temperatury wymagana jest znajomos$¢ podstawowych czynnikéw opisanych wzorem:

AH® AS°
+

RT R

InK =-

(1.4)

gdzie: K — stata dysocjacji danego zwiazku chemicznego
AH° — zmiana entalpii reakcji dysocjacji zwiazku
AS° — zmiana entropii reakcji dysocjacji zwiazku
R — stala gazowa

T — temperatura bezwzgledna.

Roéwnanie izobary Van’t Hoffa opisuje liniowa zalezno$¢ potlogarytmiczng statej
dysocjacji dowolnego zwiazku chemicznego od odwrotnosci temperatury bezwzglednej
[47]. Wspotczynnik kierunkowy prostej, a, pozwala obliczy¢ zmiang entalpii dla reakcji
dysocjacji danego zwiazku:

— AHO
R

a =

(1.5)

Duza dodatnia warto$¢ entalpii reakcji dysocjacji jest dowodem na silne
zwigkszanie szybko$ci tego procesu ze wzrostem temperatury. Zmiang entropii wylicza si¢
poprzez wyznaczenie warto$ci przecigcia osi rzednych przez izobarg Van’t Hoffa, b:

_AS°
R

b

(1.6)

W przypadku zjonizowanej zasady zwigkszenie entropii dostarcza energii do
reakcji przeksztatcenia jej w formg niezdysocjowana.
Zalezno$¢ logarytmu wspotczynnika retencji, In k, od odwrotnosci temperatury

bezwzglednej, T, w chromatografii przedstawia zaleznos¢:

mk =2 A% g (1.7)
RT R

gdzie: AH° — zmiana entalpii procesu chromatograficznego
AS° — zmiana entropii procesu chromatograficznego

¢ — stosunek fazowy dla zastosowanego uktadu chromatograticznego.
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Zaleznos¢  (1.7) pozwala na  obserwowanie  ewentualnych  zmian
termodynamicznych w trakcie procesu chromatograficznego. Liniowy przebieg tej
zalezno$ci §wiadczy o statym mechanizmie retencji w zakresie badanych temperatur [48].

W przypadku zwiazkdéw obojetnych wptyw temperatury na retencjg jest mniejszy.
Dla kwaséw 1 zasad powodem wigkszej zmiennos$ci retencji zwigzkdéw jest zmiana ich

wartosci pK, wraz ze zmiang temperatury, co przedstawia rownanie [49]:

_ d(pKu) — (pKa _059) (1 8)
dr T '

Zgodnie z rownaniem (1.8) wzrost temperatury obniza warto$¢ pK,, tym bardziej
im mocniejsza jest zasada. Nieliniowe wykresy Van’t Hoffa spowodowane sa zmiana
wartosci  pK, chromatografowanych zwiazkdbw w réznych temperaturach, 1 w
konsekwencji, zmiang ich retencji, zdeterminowanej zmiennymi oddziatywaniami z faza

stacjonarnag [48].

1.5. Ciecze jonowe jako inhibitory oddzialywan silanofilowych w
chromatografii cieczowej

Pierwsze publikacje na temat zastosowania cieczy jonowych w chromatografii
cieczowej ukazaly si¢ w latach 2004-2005 [4,50]. Powstaty one w wyniku badan bgdacych
przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej. Badane ciecze jonowe okazaly sig
skutecznymi modyfikatorami fazy ruchomej tlumiacymi szkodliwe oddziatywania
silanofilowe. Inhibicja oddziatywan silanofilowych umozliwila lepsza optymalizacj¢
chromatograficznych oznaczen ksenobiotykéw zasadowych.

Mechanizm tlumienia oddziatywan silanofilowych polega na blokowaniu wolnych
grup hydroksylowych na powierzchni krzemionki (rycina 6). Wplyw na stopien adsorpcji
cieczy jonowej na powierzchni krzemionki ma dhlugos¢ podstawnika alkilowego
pierScienia imidazoliowego oddzialywujacego z grupami alkilowymi fazy stacjonarnej
[51]. Pierwszymi cieczami jonowymi zastosowanymi w Katedrze i Zaktadzie Biofarmacji i
Farmakodynamiki Akademii Medycznej w Gdansku w TLC i HPLC byly pochodne 1-
alkilo- oraz 1-alkoksymetylo-3-alkiloimidazoliowe, zsyntezowane przez zespot profesora

Juliusza Pernaka z Politechniki Poznanskie;.
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Rycina 6. Schemat oddzialywania tetrafluoroboranu 1-butylo-3-metyloimidazoliowego z faza RP .

Ciecze jonowe uzyto rowniez jako sktadnika eluentu w celu przeprowadzenia
komputerowej optymalizacji rozdzielenia mieszaniny peptydow metoda TLC [52].
Zaréwno w przypadku braku oraz w obecnosci cieczy jonowej otrzymano nieliniowe
zaleznos$ci migdzy Ry peptydow a utamkiem objgtosciowym acetonitrylu w binarnej fazie
wodnej. W ukladzie chromatograficznym bez soli imidazoliowej parametr Ry zostal
opisany funkcja kwadratowa, a dodatek cieczy jonowej pozwolil na opisanie retencji
modelem wielomianowym trzeciego stopnia. Parametry retencji uzyskane z uktadu TLC z
dodatkiem cieczy jonowej pozwolity na lepsza optymalizacje¢ rozdzielenia mieszaniny
peptydow zbudowanych z 3-11 aminokwaséw (rycina 7 i 8).

Ciecze jonowe sa obiecujaca alternatywa dla powszechnie stosowanych
modyfikatorow alkiloaminowych w chromatografii cieczowej. Oprocz niskiej lotnosci,
pochodne amoniowe i imidazoliowe charakteryzuja si¢ dobra rozpuszczalno$cia w
podstawowych  rozpuszczalnikach  chromatograficznych, takich jak acetonitryl,
dichlorometan, heksan, metanol, woda oraz tetrahydrofuran [53].

Obecnie wzrasta liczba publikacji opisujacych zastosowanie cieczy jonowych jako

modyfikatorow fazy ruchomej w HPLC. Opisano wptyw dlugosci tancucha alkilowego
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Rozdzielczos$é
!

Acetonitryl (% v/v)
Rycina 7. Mapa rozdzielczosci dla mieszaniny 9 peptydéw oparta na modelu wielomianowym trzeciego
stopnia w uktadzie TLC: faza stacjonarna — Si 60 F,s4, faza ruchoma — acetonitryl:woda z dodatkiem 1,5 (%
v/v) tetrafluoroboranu 1-etylo-3-metyloimidazoliowego; symulacja przeprowadzona za pomoca programu —

ACD (Advanced Chemistry Development, Toronto, Kanada) [52].
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Rycina 8. Przewidywany chromatogram na podstawie danych retencyjnych TLC dla rozdzielenia mieszaniny
9 peptyddw z uzyciem fazy ruchomej 46/54 (% v/v) acetonitryl:woda z dodatkiem 1,5 (% v/v)
tetrafluoroboranu 1-etylo-3-metyloimidazoliowego na ptytkach Si 60 F,s,; symulacja przeprowadzona za

pomoca programu — ACD (Advanced Chemistry Development) [52].

w pierscieniu imidazoliowym cieczy jonowej oraz rodzaj anionu na retencj¢ katecholoamin
[54,55]. Rozdzieleniu chromatograficznemu z zastosowaniem 1,3-dialkiloimidazoli
poddano zwiazki obojgtne oraz aminy aromatyczne [55,56]. Oceniono réwniez wplyw 1-
alkilo-3-metyloimidazoliowych  cieczy = jonowych na trwalo$¢ 1  sprawno$¢

chromatograficznej kolumny krzemionkowej rozdzielajac mieszaning benzenu, bifenylu,
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naftalenu 1 antracenu. Brak znaczacych zmian we wspotczynnikach retencii,
wspoétczynnikach ogonowania pikow (peak tail factor, PTF) analitow testowych oraz w
liczbie poétek teoretycznych uzyskanych przed i po ekspozycji kolumny na ciecz jonowa
wskazuje na brak jej szkodliwego dziatania na jej krzemionkowa struktur¢ wewnetrzna
[55].

Ciecze jonowe postuzyly rowniez do modyfikacji chemicznej materiatu
wypetniajacego kolumny chromatograficzne. Sun 1 in. [57] testowali nowozsyntezowana
fazg stacjonarna, uzyskana poprzez silanizacj¢ wolnych grup silanolowych na powierzchni
krzemionki bromoalkenosilanem, nast¢pnie poprzez kowalencyjna immobilizacj¢ kationu
butyloimidazoliowego. Parametry retencji chromatograficznej badanych analitow
uzyskane na tej fazie korelowalty z deskryptorami struktury chemicznej zgodnie z
koncepcja liniowej zalezno$ci energii swobodnej (linear free-energy relationship, LFER)

silniej niz na standardowych fazach stacjonarnych.

1.6. Ciecze jonowe jako modyfikatory w chromatografii gazowej (GC)

Ciecze jonowe dzigki znacznej stabilnosci termicznej okazaly si¢ ciekawym
medium dla chromatografii gazowej. W roku 1999 Armstrong i in. [58] wyznaczyli
indeksy retencji Kovatsa oraz stale McReynoldsa w uktadzie chromatograficznym gaz-
ciecz (gas-liquid chromatography, GLC) stosujac pie¢ zwiazkéw testowych: benzen, 1-
butanol, 2-pentanon, nitropropan i pirydyne, dla czterech faz stacjonarnych. Poréwnano
kolumny =z chlorkiem oraz bromkiem 1-butylo-3-metyloimidazoliowym oraz
difenylopolisilikonem (OV-22) ze standardowa, niepolarng faza stacjonarna — skwalanem.
Podczas rozdzielenia zwiazkéw obojetnych oraz stabo polarnych nieposiadajacych grup
zdolnych do odszczepienia badz przytaczenia protonu, fazy bazujace na cieczy jonowej
zachowaly si¢ jak typowe fazy niepolarne. W przypadku separacji zwiazkow polarnych,
zarowno kwasoéw jak 1 zasad, fazy te maja charakter faz polarnych. Okazato sig, ze
znaczny wplyw na retencj¢ badanych zwiazkéw ma rodzaj anionu cieczy jonowe;.
Heksafluoran 1-butylo-3-metyloimidazoliowy powoduje silna retencje zwiazkow
niejonogennych  (estry, aldehydy, ketony), natomiast chlorek 1-butylo-3-
metyloimidazoliowy wptywa na zwiazki zawierajace ugrupowania donorowo-akceptorowe
protonu.

Odkrycie cieczy jonowych jako dobrych rozpuszczalnikéw dla cyklicznych
oligosacharydow  oraz  szeregu  antybiotykow  stosowanych ~w  technikach

chromatograficznych wzbudzito duze zainteresowanie naukowcow (tabela 3).
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Tabela 3. Rozpuszczalno$¢ cyklicznych oligosacharydéw oraz antybiotykdéw makrocyklicznych w chlorku
1-butylo-3-metyloimidazoliowym [BMIM][CI], heksafluorofosforanie 1-butylo-3-metyloimidazoliowym
[BMIM][PFq] i tetrafluoroboranie 1-butylo-3-metyloimidazoliowym [BMIM][BE,].

Rozpuszczalnos$¢ (% w/w)

Substancja
[BMIM][CI] [BMIM][PF¢] [BMIM][BF4]

a-Cyklodekstryna (a-CD) 30 <1 <1
B-Cyklodekstryna (B-CD) 21 <1 <1
v-Cyklodekstryna (y-CD) 30 <l <1
2,3-Dimetylo-B-CD 12 <l 10
2,6-Di-O-metylo-f-CD 3 28 5
Permetylo-f-CD 34 16 <1
Awoparcyna 8 <1 <1
Rifamycyna B 3 <1 5
Teikoplanina ~10 <1 <1
Wankomycyna ~15 <1 <1

Chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego uzyto w GLC jako ciektego medium dla
cyklodekstryn tworzac chiralne fazy stacjonarne [59]. Enancjoselektywno$¢ powyzszych
faz poréwnano z powszechnie stosowanymi fazami zawierajacymi cyklodekstryny. Jednak
sposréd  przebadanych 64 chiralnych zwiazkow, skutecznie rozdzielonych na
standardowych fazach chiralnych, tylko 21 ulegto rozdzieleniu na fazie bazujacej na cieczy
jonowej. Wynik ten ttumaczy si¢ powstawaniem komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryn
z kationem imidazoliowym (IL-CD complex). Zjawisko to uniemozliwia powstawaniu
nowych kompleksow z rozdzielanymi zwiazkami za wyjatkiem analitow zawierajacych
centrum asymetrii w pier§cieniu aromatycznym, a separacja ma miejsce tylko na drodze
oddziatywan  elementéw  strukturalnych rozdzielanej czasteczki z  grupami
hydroksylowymi, obecnymi na powierzchni zewngtrznej cyklodekstryny. Mimo stabszej
enancjoselektywnosci, nowa faza charakteryzuje si¢ krdotszymi czasami retencji oraz
lepszym ksztattem pikow.

Anderson 1 Armstrong [60] zsyntezowali nowe ciecze jonowe:
trifluorometylosulfonian 1-benzylo-3-metyloimidazoliowy [BeMIM][TfO] oraz
trifluorometylosulfonian 1-(4-metoksyfenylo)-1H-3-metyloimidazoliowy [MPMIM][TfO]
(tabela 4). Sposrod dotychczas stosowanych pochodnych imidazoliowych, nowe ciecze
jonowe charakteryzuja si¢ wigksza stabilnosécia termiczna (do 240°C), a tym samym
zapobiegaja procesowi rozkladu do lotnych produktow fazy stacjonarnej (bleeding of

stationary phase) w warunkach analizy (rycina 9). Stwierdzono, ze [MPMIM][TfO]
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charakteryzuje si¢ wigkszym stopniem rozktadu do lotnych produktéw oraz silniejszymi
oddziatywaniami donorowo-akceptorowymi z analitami zawierajacymi uktad =-

elektronowy w poréwnaniu z [BMIM][T{O].

Tabela 4. Parametry i wzory strukturalne trifluorometylosulfonianu 1-benzylo-3-metyloimidazoliowego oraz
trifluorometylosulfonianu  1-(4-metoksyfenylo)-1H-3-metyloimidazoliowego.  ®gesto§¢ mierzona w

temperaturze 7= 0°C, ® gestos¢ mierzona w temperaturze T'= 50°C [60].

Masa Temperatura Gestose
Struktura molowa  topnienia [°C] [g/cm’]
Q 322.30 27 1,30°
H3C.N\/\/N+
y CF3S05
CH,
HacoN/\NV@/o
(W CFSOy 33830 45 1,32

GLC z uzyciem faz stacjonarnych bazujacych na cieczach jonowych jest dobra
metoda do wyznaczania ich wilasciwo$ci solwatochromowych. Charakterystyke nowo
zsyntezowanych faz stacjonarnych przeprowadzono za pomoca wieloparametrowej analizy

regresji [61]:

logk=c+rR, +sr) +aal +bB) +1loglL (1.9)

gdzie R,  jest nadmiarowa  refrakcja ~ molowa analitu, w0 jest
dipolarnoscia/polaryzowalnoscia, a;" jest efektywna kwasowoscia wiazania wodorowego,
ﬁgH jest efektywna zasadowo$cia wigzania wodorowego, L jest miara oddziatywan
dyspersyjnych; ¢, r, s, a, b, 1 [ sa wspotczynnikami regres;ji.

Wieloparametrowe réwnanie regresji opisuje zachowanie retencyjne badanych
analitéw w danym uktadzie chromatograficzym a wspotczynniki regresji r, s, a, b, / opisuja

wypadkowa warto$¢ poszczegolnych deskryptorow uktadu chromatograficznego.
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Rycina 9. Proces rozkladu do lotnych produktow fazy stacjonarnej (bleeding of stationary phase)
przedstawiony zalezno$cia wartosci pradu jonizacji w zaleznosci od temperatury w uktadzie GLC podczas
przepuszczania fazy ruchomej przez kolumneg chromatograficzna modyfikowana nastgpujacymi cieczami

jonowymi: [BMIM][CI] — chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy, [BMIM][TfO] — trifluorometylosulfonian
— heksafluorofosforan 1-butylo-3-metyloimidazoliowy,

1-butylo-3-metyloimidazoliowy, [BMIM][PFs]
[BBIM][CI] — chlorek 1,3-dibutyloimidazoliowy, [BMIM][NTf,] — bis(trifluorometylosulfonylo)imid 1-

butylo-3-metyloimidazoliowy, [BeMIM][PFs] — heksafluorofosforan 1-benzylo-3-metyloimidazoliowy,
— trifluorometylosulfonian 1-benzylo-3-metyloimidazoliowy oraz [MPMIM][TfO] -

[BeMIM][TfO]
trifluorometylosulfonian 1-(4-metoksyfenylo)-1H-3-metyloimidazoliowy [60].

1.7. Ciecze jonowe jako modyfikatory w elektroforezie kapilarnej (CE)
Znaczna ilo$¢ publikacji dotyczaca badan nad modyfikatorami buforu
podstawowego w CE wskazuje, ze poszukiwania prowadzace do poprawy rozdzielczosci 1
sa wciaz aktualne. Od momentu

selektywnos$ci uktadéw elektroforetycznych

zarekomendowania przez Horvatha aminowych modyfikatorow fazy ruchomej w
chromatografii cieczowej jako czynnikow thumiacych oddziatywania silanofilowe, wiele z
nich zastosowano w CE poczawszy od prostych zwiazkow, takich jak trietyloamina,
propyloamina, glukozamina czy etyloetanoloamina a skonczywszy na bardziej ztozonych

zwiazkach, takich jak 1,5-diaminopentan, N’,N’-bis(3-aminopropylo)-1,4-butyloamina,

1,4,7,10-tetraazocyklodekan czy [(N-metylo,N-4-jodobutylo)-N -metylopiperazyna

[62,63].
obrebie  technik

W poszukiwaniu  nowatorskich  metod
elektromigracyjnych po raz pierwszy zastosowano ciecze jonowe w roku 2001. Wykazano,

analizy w

ze dodatek pochodnych 1-butylo-3-metyloimidazoliowych do buforu podstawowego w
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uktadzie niewodnym (non aqueous capillary electrophoresis, NACE) w znaczny sposob
wplywa na rozdzial mieszaniny barwnikoéw syntetycznych, kwaséw karboksylowych oraz
zwiazkéw fenolowych [64,65]. Wedtug autoréw, to anionowa cze$é cieczy jonowej, Br,
Cl, CH3;COO, odpowiedzialna jest za niespecyficzne oddzialywania warunkujace
zmienno$¢ migracji analitow.

Do ciekawych wnioskéw doszli Yanesa i in. [66] rozdzielajac zwiazki
polifenolowe. Dodatek w stgzeniu 50 mM pochodnych 1-etylo- oraz 1-butylo-3-
metyloimidazoliowych silnie wptynal na efektywna ruchliwo$¢ elektroforetyczna
analizowanych zwiazkow. Wedlug autoréw, aniony cieczy jonowych adsorbowane sa na
dodatnio natadowanej warstwie dyfuzyjnej nadajac jej tadunek ujemny. Dodatnio
natadowane kationy imidazoliowe tworza wewngtrzna dynamiczng warstwg poruszajaca
si¢ w kierunku katody (rycina 10). Dodatkowo, w wyniku oddziatywan
migdzyczasteczkowych oraz tworzenia wigzan wodorowych zachodzi zjawisko asocjacji
pomiedzy kationami imidazoliowymi i polifenolami. Mechanizm ten warunkuje szybki 1
skuteczny rozdziat zwiazkow polifenolowych.

Mozliwo$¢ stosowania cieczy jonowych w CE zaowocowata nowymi aplikacjami.
Zwiazki te uzyto jako modyfikatory BGE w celu rozdzielenia izomerdéw strukturalnych
kwasu nikotynowego 1 zasadowych biatek: a-chymotrypsynogenu A, trypsynogenu,
cytochromu c¢ oraz lizozymu [67,68]. Pochodne 1-alkilo-3-metyloimidazoliowe uzyto
réwniez w polaczeniu z MECK. Wraz z dodatkiem zwiazkow powierzchniowo czynnych
(surfaktantow), usprawniaja uktad elektroforetyczny umozliwiajac szybka i powtarzalna
separacje alifatycznych 1 aromatycznych ketondw jak rowniez zwiazkéw chiralnych
pochodnych binaftylu [69].

Pochodne 1,3-alkiloimidazoliowe uzyto réwniez w analizie antrachinonow.
Analizujac pochodne antrachinonowe z zastosowaniem chiralnych selektorow (B-
cyclodekstryn), uzyskano powtarzalna metod¢ rozdziatu charakteryzujaca si¢ dobra
granica wykrywalnos$ci rzedu 0,5 pg/ml [70].

Zmiang kierunku EOF uzyskano poprzez kowalencyjne ,,pokrycie” powierzchni
wewnetrznej kapilary ciecza jonowa. Modyfikacje¢ kapilary przeprowadzono za pomoca
reakcji  silanizacji  wolnych grup silanolowych za pomoca 1-chloropropylo-
trimetoksysilanu oraz poprzez dotaczenie 1-metyloimidazolu (rycina 11).

Laczac techniki ekstrakcji na fazie stalej ze strefowa elektroforeza kapilarng i

tandemowa spektometria masowa (SPE-CZE-MS/MS) uzyskano czula (14 ng/mL) i
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Rycina 10. Mechanizm separacji zwiazkow polifenolowych przy uzyciu cieczy jonowych pochodnych 1-

alkilo-3-metyloimidazoliowych [66].
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Rycina 11. Schemat Zelu krzemionkowego z chemicznie zwiazana grupa 1-metyloimidazoliowa [71].

selektywna metod¢ pozwalajaca na identyfikacje 1 oznaczenie sildenafilu oraz jego
metabolitu w ludzkiej surowicy [71].

Dokonano poréwnania dwoch metod rozdzielenia fragmentu DNA zbudowanego z
281 par zasad stosujac ciecz jonowa kowalencyjnie ,,zwiazang” z kapilara krzemionkowa
(ionic liquid coated capillary, ILCC) oraz ,,pokryta” poliakrylamidem (polyacrylamide
coated capillary, PACC) [72]. W przypadku ILCC, dzigki zmianie kierunku i szybko$ci
EOF, uzyskano lepsza rozdzielczo$¢ oraz znacznie obnizono czas analizy, co w przypadku
duzych fragmentow DNA ma istotne znaczenie.

Obecnie duze nadzieje wiaze si¢ ze stosowaniem ILCC w uktadzie MS/MS,

ktérego zasigg analitycznego zastosowania wciaz si¢ rozszerza.
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1.8. Metody analityczne stosowane w celu identyfikacji cieczy jonowych

Biorac pod uwage ogromny wzrost zapotrzebowania na ,,rozpuszczalniki przyjazne
srodowisku” dla przemyshu chemicznego podejmuje si¢ szereg badan majacych na celu
opracowanie metod analitycznych pozwalajacych na identyfikacje i oznaczanie zawartosci
cieczy jonowych oraz towarzyszacych im zanieczyszczen w produktach finalnych oraz w
probkach s$rodowiskowych. Do glownych =zanieczyszczen =zalicza si¢ substraty i
pOtprodukty syntezy soli imidazoliowych: 1-alkiloimidazole, 2-alkiloimidazole oraz
halogenki. Dotychczas zastosowane metody analizy cieczy jonowych bazowaty gldwnie na
technikach  spektrofotometrii  w  podczerwieni (IR), magnetycznego rezonansu
magnetycznego (NMR) oraz w $wietle widzialnym (UV-VIS) [73,74].

W roku 2002 po raz pierwszy ukazalo si¢ doniesienie opisujace separacje kationdw
1-etylo-3-metyloimidazoliowego [EMIM], 1-izobutylo-3-metyloimidazoliowego [iBMIM],
1-butylo-3-metyloimidazoliowego [BMIM] wraz =z ich zanieczyszczeniami 1-
metyloimidazolem, 2-metyloimidazolem oraz 1,2-dimetyloimidazolem, przeprowadzona
przy uzyciu CZE [75]. Zastosowanie 10 mM buforu fosforanowego (pH 4) z dodatkiem
3 mM a-cyklodekstryny pozwolito na rozdzielenie dwoéch izomerdéw strukturalnych
(BMIM) oraz (iBMIM) z detekcja 1,36 ppm. Metoda ta z powodzeniem jest
wykorzystywana w monitoringu przebiegu reakcji syntezy imidazoliowych -cieczy
jonowych w skali laboratoryjne;j.

Rok pozniej Stepnowski i in. [76] przeprowadzili analiz¢ kationdw cieczy
jonowych wykorzystujac HPLC z detektorem masowym z jonizacja elektrorozpylajaca
(electrospray ionization mass spectroscopy, ESI-MS) w aspekcie analizy probek
biologicznych i srodowiskowych. Stwierdzono brak wptywu anionu na parametry retencji
tych samych kationdw imidazoliowych, a najlepszy rozdziat uzyskano w odwroconym
uktadzie faz z uzyciem wypetnienia C-8 w warunkach izokratycznych acetonitryl:woda
(20 mM octan amonu zakwaszony 1% kwasem octowym). Powyzsza metoda okazala si¢
maloselektywna dla niskoczasteczkowych homologéow  1-alkilo-3-imidazoliowych
zawierajacych do trzech atomow wegla w tancuchu alkilowym.

W poszukiwaniu optymalnych warunkoéw analizy chromatograficznej cieczy
jonowych przeprowadzono szereg pomiardéw wplywu wypehlien fazy stacjonarne;j,
stezenia 1 rodzaju buforu, pH, temperatury oraz modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej. Dzigki zmodyfikowanemu wypelnieniu krzemionkowemu ze zwiazanymi
grupami  propylosulfonianowymi oraz odpowiedniemu doborowi modyfikatora

organicznego w ukladzie acetonitryl:KH,PO4 30 mM, uzyskano metode o wysokiej
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selektywnos$ci rozdzielen soli imidazoliowych o najnizszej hydrofobowosci, ktora z
powodzeniem zostata uzyta do analizy probek pochodzacych z badan nad fotodegradacja 1
biodegradacja cieczy jonowych [77]. Ciecze jonowe to jedna z najbardziej obiecujacych
grup zwiazkéw chemicznych, dlatego konieczne jest opracowanie metod analitycznych
pozwalajacych na ich ilosciowa oceng¢ nie tylko z punktu widzenia zastosowania

przemystowego, ale rowniez biorac pod uwage nieunikniona obecno$¢ w srodowisku.

1.9. Wyznaczanie skutecznosci tlumienia oddzialywan silanofilowych
modyfikatorow fazy ruchomej w HPLC
1.9.1. Metoda Horvatha — dwuparametrowy model retencji

Zgodnie z dwuparametrowym modelem retencji (two-retention site model)
Horvéatha i in. [41,78] retencja (k) kwasow, zasad 1 zwiazkow amfoterycznych w kolumnie
chromatograficznej zalezy gléwnie od ich hydrofobowos$ci oraz zdolno$ci do jonizacji w

fazie ruchome;j:

k=k +k, (1.10a)
k =K, (1.10b)
k, =o.K, (1.10c)

gdzie: k, — wspotczynnik retencji analitu spowodowany oddziatywaniami
hydrofobowymi

k, — wspolczynnik retencji analitu spowodowany oddziatywaniami
silanofilowymi

@, — stosunek fazowy tancuchow weglowodorowych
@, — stosunek fazowy silanoli

K i K, — termodynamiczne stale rownowagi.

Stosunek fazowy jest definiowany jako liczba moli dost¢gpnych miejsc wiazacych
dla analitu na jednostkg objgtosci fazy ruchome;.

Wplyw na retencj¢ analitdéw jonogennych zdeterminowany jest ich warto$cia pK,
oraz pH fazy ruchomej. Poniewaz fazy krzemionkowe w szerokim =zakresie pH
charakteryzuja si¢ znaczna przewaga reakcji wymiany kationu, powstajace jony SiO maja

powinowactwo do tworzenia par jonowych z protonowanymi zasadami:
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SiO” +BH"' < [SiO BH"] (1.11)

Najprostszy model opisujacy wymiang jonowa protonowanej zasady w kolumnie

chromatograficznej przedstawiony jest na rycinie 12.

Kl
SiO™ + BH" <[SiO BH"]

A

Faza ruchoma

. v
Faza stacjonarna Ksion

(krzemionka) "SiOH < SiO” +H™

Rycina 12. Schemat opisujacy proces wymiany jonowej pomigdzy protonowana zasada a faza

krzemionkowa.

Stata jonizacji silanoli Ksjoy oraz stala tworzenia par jonowych, zwana stala

trwatosci kompleksu jonowego, Kj, wyrazone sa wzorami:

SioH = [SiO._][H+] (1.12)
[SiOH ]
o _ [Si0"BH"] (113

" [SiOT|[BH ]
gdzie: [SiO™] — ilo$¢ miejsc, ktdre moga oddziatywaé z protonowanymi zasadami

[BH "] — stezenie protonowanej zasady

[SiO”BH "] — stezenie kompleksu jonowego.
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W celu tlumienia oddziatywan silanofilowych stosuje si¢ pochodne amin
alifatycznych o roznej dlugosci tancucha alkilowego. Tak zwane zwiazki ,,maskujace”
oddziatuja na zasadzie wymiany jonowej z powierzchnig krzemionki, redukujac catkowita
ilo$¢ miejsc [SiO ] mogacych oddziatywaé z protonowanymi zasadami [40].

Analogicznie do wzoru (1.13), stala trwalosci kompleksu jonowego, K,, czynnika

,maskujacego”, [AH "], na fazie krzemionkowej przedstawiona jest wzorem:

_ [SiO"AH "]

_ 1.14
[SiO™ J[AH "] (114

A

gdzie: [AH "] — stezenie molowe czynnika ,,maskujacego”.

Calkowita liczba miejsc w fazie stacjonarnej zdolna do oddziatywan silanofilowych

okreslona jest wzorem:

[Si07].. =[SiO 1+[SiO" AH "] (1.15)

max

Biorac [SiO” AH "] z réwnania (1.14) otrzymuje si¢:

L0 o (1.16)

[Si0™] = ————max__
[+K,[AH"]

Dzielac to rownanie przez ilo$¢ miejsc w fazie ruchomej zdolnych do wiazania

analitu uzyskuje sig:

?
— max 1‘17
¢ 1+ K, [AH"] (L17)

gdzie: ¢ _, — stosunek fazowy silanoli posiadajacych aktywne miejsca

wigzania analitu bez czynnika ,,maskujacego”
@, — stosunek fazowy silanoli posiadajacych aktywne miejsca

wiazania analitu w obecnosci czynnika ,,maskujacego”.
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Dlatego dodanie modyfikatora [AH | redukuje warto$¢ ¢, .

Zatem, po potaczeniu réwnan (1.10a) i (1.17) calkowita warto$¢ wspotczynnika

retencji zjonizowanej zasady w obecno$ci modyfikatora [AH" ] przedstawiona jest wzorem:

K
k=k +@,K, =k +—mx2 (1.18)
(1+ K, [AH"])

Parametry k,, ¢, 1 K, sa wartoSciami uzyskanymi przy uzyciu fazy ruchomej bez

czynnika tlumiacego oddzialtywania silanofilowe. Laczac réwnania (1.10c) i (1.18)

otrzymuje sig:

ek
1+K,[AH"]

(1.19)

1

Odpowiednio, k; 1 k, sa parametrami charakterystycznymi dla danej fazy stacjonarnej i
ruchomej a ich wartoéci sa niezmienne wobec [4H']. Dlatego wzrastajace stezenie
czynnika ,,maskujacego” determinuje catkowita retencj¢ analitu do jego wartosci k. W
celu porownania skuteczno$ci modyfikatorow tlumiacych oddziatywania silanofilowe

konieczne jest wyznaczenie wspotczynnikdéw retencji:

ky =k, +k, (1.20)

k2
r
1+K,[A]

(1.21)

gdzie: k, — wspotczynnik retencji zasady bez czynnika ,,maskujacego”
k — wspotczynnik retencji zasady w obecno$ci czynnika ,,maskujacego” [AH " ].
Parametr Ko postuzyl Horvathowi i in. [78] jako warto$¢ oceniajaca skuteczno$é

thumienia oddzialywan silanofilowych przez modyfikatory pochodne amin alifatycznych.

Réznice wspotczynnika retencji k oraz ko przedstawia zaleznos¢:

k, _k:M (1.22)
1+ K, [AH "]
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Przeksztalcajac rownanie (1.22) otrzymuje sig:

[AH']_ 1 [4H]

ky—k kK, k

(1.23)

gdzie: k — wspodtczynnik retencji zasady w obecnosci czynnika ,,maskujacego” [AH ]
k, — wspdtczynnik retencji zasady bez czynnika ,,maskujacego”

k, —tzw. silanofilowy wspotczynnik retencji.

Warunkiem zastosowania rownania (1.23) jest otrzymanie dobrej korelacji migdzy

i [AH"]. Mierzac wspoétczynniki retencji k& dla réznych stezen [AH '], tatwo

E_
[45*] 2]
kn_.';: 4_
3_
2_
]. 14 o —:tg&'
gar| i
il 2 il 3] a 10

Rycina 13. Schemat wyznaczania warto$ci K oraz k,.

1.9.2. Metoda Sokolowskiego-Wahlunda

Podobnie do poprzednio przedstawionej teorii solwofobowo$ci, metoda
Sokolowskiego 1 Wahlunda [79] zaktada podwdjny model retencji (rownanie 1.10). W celu
oceny skuteczno$ci amin alifatycznych jako modyfikatorow w chromatografii zwiazkow

zasadowych (lekéw antydepresyjnych) zaproponowano nastgpujaca zalezno$¢:

33



I 1, KylZ]

m B 1.24
KV —a b p B (129)

2

gdzie: £’ — wspolczynnik retencji zasady w fazie ruchomej bez czynnika ,,maskujacego’

Vm — objeto$¢ martwa kolumny chromatograficznej

[Z7],, — stezenie jonow buforu w fazie ruchome;j
[B"], — stezenie modyfikatora w fazie ruchome;j
K, — stata trwato$ci potrojnego kompleksu: modyfikator [B*], — jony

przeciwne buforu [Z~] — miejsca aktywne na krzemionce A;.

m

Czton a oznacza W, K, K, [Z7],,, za$ browna sic W, K, K, [Z7],
gdzie: W, —masa fazy stacjonarnej
K, —wspotczynnik adsorpcji miejsc o charakterze hydrofobowym
K. — wspbtczynnik adsorpcji miejsc o charakterze silanofilowym
K, — stata rtownowagi oddziatywan hydrofobowych

K., — stala rtownowagi oddzialywan silanofilowych.

Qz
Model Sokolowskiego-Wahlunda zaklada powstawanie potrojnego kompleksu

jonowego:

[B'],+[Z7 ], +A4, < BZA, (1.25)

gdzie: A — stezenie aktywnych miejsc na krzemionce o charakterze silanofilowym.

Odpowiednio do wartosci Kx ze wzoru (1.18), w modelu Sokolowskiego-Wahlunda
K., jest wartoscia oceniajaca skuteczno$¢ tlumienia oddzialywan silanofilowych za

pomoca pochodnych amin alifatycznych. Jednak ze wzgledu na prostote 1 mniejsza liczbe

wymaganych danych, model Horvéatha jest lepszy [36].
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2. Cel pracy

Gléwnym celem pracy byto zbadanie mozliwosci zastosowania cieczy jonowych do
skutecznego tlumienia oddziatywan silanofilowych w chromatografii cieczowej. Z uwagi
na utrudnione chromatografowanie zwiazkow zasadowych ciecze jonowe zastosowano
jako modyfikatory fazy ruchomej w technikach TLC, HPLC oraz CE przy oznaczeniach
wlasnie tego typu analitow

W pierwszej kolejnosci postanowiono zbada¢ wpltyw dodatku trzech soli
imidazoliowych w szerokim zakresie stezen na retencj¢ zasad, kwasow oraz zwiazkéw
oboje¢tnych w TLC. Badania zamierzono przeprowadzi¢ w rdznych uktadach
acetonitryl:woda z zastosowaniem powszechnie stosowanych faz stacjonarnych:
krzemionkowej oraz oktadecylokrzemionkowej. Skuteczno§¢ tlumienia oddziatywan
silanofilowych miata by¢ poréwnana z powszechnie stosowanymi modyfikatorami.
Wstgpna ocena wplywu badanych modyfikatorow na retencj¢ zasad miata postuzy¢
planowaniu dalszych badan.

W drugim etapie zamierzano analizowa¢ wpltyw cieczy jonowych na retencje
zwiazkow zasadowych w HPLC. Badania mialy obja¢ rowniez wptyw pH roztworu
buforowego oraz temperatury na zachowanie chromatograficzne badanych zwiazkow.
Czastkowym celem tego etapu pracy bylo porOwnanie warto$ci parametru log ky,
wyznaczonych z wykorzystaniem cieczy jonowej jako modyfikatora fazy ruchomej z
literaturowymi warto$ciami log P. Skuteczno$¢ tlumienia oddzialywan silanofilowych
miata by¢ iloSciowo poréownywana dla pigtnastu cieczy jonowych wykorzystujac
dwuparametrowy model retencji.

W dalszej czgéci pracy badany mial by¢ wplyw cieczy jonowej na przeptyw
elektroosmotyczny i elektroforetyczny w CE, a w konsekwencji na migracje izomerow
strukturalnych kwasu nikotynowego.

Jako oddzielne zadanie zamierzono tez przeprowadzi¢ oznaczenie 10 cieczy

jonowych metoda CE przy niskich poziomach ich st¢zen.
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3. Czgs¢ doswiadczalna
3.1. Analiza zwigzkow zasadowych metodg TLC
3.1.1. Aparatura i materialy

Analiz¢ chromatograficzng przeprowadzono na plytkach aluminiowych TLC,
pokrytych fazami krzemionkowymi (Si 60 Fs4) oraz oktadecylokrzemionkowymi (RP-
182545) (Merck, Darmstadt, Niemcy). Ptytki mialy wymiary 5 cm x 7,5 cm x 0,2 cm.
Rozwijanie chromatograméw odbywalo si¢ w pionowej, prostopadtosciennej, szklanej
komorze o wymiarach 6 cm x 10 cm x 4 cm. Nasycenie komor uzyskiwano poprzez
umieszczenie w nich fazy ruchomej 5 min przed kazda analiza. Wszystkie pomiary zostaty
przeprowadzone w temperaturze 7= 20 + 1°C.

Po kazdym procesie chromatograficznym plytki umieszczano w cieplarce o
temperaturze 7= 120°C. Plytki chromatograficzne zawieraly adsorbent z dodatkiem
zwiazku fluoryzujacego. Wizualizacji plam dokonano w $wietle UV o dtugosci fali 254 nm
lub 366 nm (Spectronics Corporation, Westburg, NY, USA).

Pomiary pH wodno-organicznych roztworéw wykonywano po dodaniu wszystkich
sktadnikow fazy ruchomej przy uzyciu pehametru typu HI 9017 (Hanna Instruments Inc.,
Woonsocket, RI, USA), wzglgdem buforéw standardowych niezawierajacych
modyfikatora organicznego, w temperaturze, 7= 21°C

W celu odwazenia substancji uzywano wagi laboratoryjnej Ohaus Copr. (Florham

Park, NY, USA).

3.1.2. Odczynniki chemiczne

Jako fazy ruchomej uzyto czysty acetonitryl (Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz fazg
binarna acetonitryl:woda w proporcjach od 0 do 100 % (v/v). Wodg przygotowano z
wykorzystaniem sytemu do oczyszczania Milli-Q Water Purification System (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA). Jako dodatkéw do fazy ruchomej uzyto: trietyloaming
(TEA), dimetylooktyloaming (DMOA) (Fluka, Buchs, Szwajcaria) oraz amoniak (POCh,
Gliwice, Polska).

Analizowane ciecze jonowe tetrafluoroboran 1-hexylo-3-metyloimidazoliowy
[HxMIM][BF4] oraz tetrafluoroboran 1-heptyloksymetylo-3-hexyloimidazoliowy [HpOM-
HxIM][BF4] zsyntezowane zostaly przez zespot prof. dr. hab. Juliusza Pernaka z Wydzialu

Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej (rycina 14). W badaniach zastosowano
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cH, oH, ‘+/\/\/CH3
4/_Nr< BF, [Ni BF, [Ni BF,
kCHs WCHs I\o/\/\/\/CHs

Rycina 14. Wzory strukturalne cieczy jonowych: a) tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy
[EMIM][BF4], b) tetrafluoroboran 1-hexylo-3-metyloimidazoliowy [HXxMIM][BF,], c) tetrafluoroboran 1-
hexylo-3-heptyloksymetyloimidazoliowy [HpOM-HxIM]|[BF,].

réowniez handlowo dostgpna ciecz jonowa tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy
[EMIM][BF4] (Fluka, Buchs, Szwajcaria).
Uzyto analitéw testowych przedstawionych na rycinie 15.

Zwiazki zasadowe: chinina, chlorpromazyna, fenazolina, flufenazyna, nafazolina,

tiamenidyna, tiorydazyna oraz trifluopromazyna.

Zwiazki kwasowe: kwas salicylowy, kwas acetylosalicylowy oraz fenol.

Zwiazek obojetny: 2,3-dimetoksytoluen.

W badaniach uzyto roztwordéw analitéw w acetonirylu w st¢zeniach 300 ug/mL. Do
nanoszenia roztworow analizowanych substancji na lini¢ startowa uzyto mikropipet

(Medlab, Gdynia, Polska).

3.1.3. Procedura TLC oraz wyznaczanie parametréw chromatograficznych

Wstepna analize¢ TLC rozpoczgto od wyznaczania wspotczynnika opdznienia, Ry
dla analitow testowych stosujac jako faze ruchoma acetonitryl ze zmienna zawartoScia
badanych cieczy jonowych oraz powszechnie stosowanych modyfikatoréw: trietyloaminy
(TEA), dimetylooktyloaminy oraz NH4OH w stgzeniach od 0 do 3% (v/v), na ptytkach
chromatograficznych z dwoma rodzajami adsorbentow: Si 60 Fs4 oraz RP-18,s45. Parametr

Ry zostal obliczony zgodnie ze wzorem:
R, =— (3.1)

gdzie a jest odleglo$cia plamki od punktu startowego, b jest odlegloscia czota fazy

ruchomej od punktu startowego.
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Rycina 15. Wzory strukturalne analitow testowych wykorzystanych w analizie TLC i HPLC.
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Przeprowadzono réwniez analiz¢ TLC z wyznaczeniem wspotczynnika Ry w
réznych kompozycjach fazy ruchomej acetonitryl:woda od 0 do 70 % (v/v) zgodnie

rOwnaniem:

R, =log(1/R, —1) (3.2)

3.2. Analiza zwigzkow zasadowych metoda HPLC
3.2.1. Aparatura i odczynniki chemiczne

Do pomiaréw chromatograficznych wykorzystano chromatograf cieczowy (Merck-
Hitachi, Frankfurt-Tokio, Niemcy-Japonia) zlozony z pompy (L-7100), detektora z
matryca fotodiodowa (L-7455), automatycznego dozownika (L-7200), kolumnowego
termostatu (L-7350), odgazowywacza membranowego (L-7612). Obstuga chromatografu
oraz obrobka danych przeprowadzona zostata z wykorzystaniem oprogramowania D-7000
HPLC-System-Manager Merck-Hitachi.

Wodg przygotowano z wykorzystaniem systemu do oczyszczania Milli-Q Water
Purification System. Acetonitryl 1 metanol byl z Merck KGaA, trietyloamina (Fluka), HCI1
(POCH).

0,05 M bufor fosforanowy sporzadzono przez rozpuszczenic w wodzie
dwuwodnego diwodorofosforanu sodowego NaH,PO4-H,O (Fluka) doprowadzajac do pH
3 0,05 M kwasem fosforowym (V) H3POy4 (Fluka).

Bufor Brittona-Robinsona pH 2,87 sktadat si¢ z mieszaniny: 0,04 M kwas octowy,
0,04 M kwas fosforowy i 0,04 M kwas borowy oraz odpowiedniej ilosci 0,2 M
wodorotlenku sodu w celu ustalenia zadanego pH.

Pomiary pH wodno-organicznych buforow wykonywano po dodaniu wszystkich
sktadnkéw fazy ruchomej przy uzyciu pehametru typu HI 9017 (Hanna Instruments Inc.),
wzgledem buforow standardowych niezawierajacych modyfikatora organicznego w
temperaturze 7 = 21°C. Przed uzyciem bufor przesaczono przez saczek Minisart 0,45um
(Sartorius, Gotingen, Niemcy).

Do odwazenia substancji uzyto wagi laboratoryjnej Ohaus. W badaniach uzyto

roztwordéw analitow w stgzeniach 150 pg/mL.
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3.2.2. Pomiary chromatograficzne
3.2.2.1. Wplyw metylosiarczanu 1,3-dimetyloimidazoliowego na retencj¢ zwigzkow
zasadowych w HPLC

Zmierzono 1 poréwnano warto$ci k nastepujacych zasad: chlorpromazyny,
fenazoliny, flufenazyny, nafazoliny, tiorydazyny, trifluopromazyny oraz propiomazyny
(rycina 23). Pomiar6w dokonano metoda elucji izokratycznej dla uktadu acetonitryl:bufor
fosforanowy pH 3 w dwoch kompozycjach 50/50 oraz 30/70 (v/v) z dodatkiem
metylosiarczanu 1,3-dimetylimidazoliowego ([MMIM][MSQO4]) w szerokim zakresie
stezen (0 — 96 mM), w temperaturze 7= 25°C.

W analizie chromatograficznej wykorzystano  krzemionkowa kolumng
modyfikowana grupami oktadecylowymi LiChrospher RP-18, 250 x 46 mm [.D., $rednica
ziaren wypelnienia 5 pum (Merck KGaA).

Pomiaréw chromatograficznych dokonano przy przeptywie fazy ruchomej F = 1
ml/min, w temperaturze 7=25°C z objgtoscia nastrzykiwanej probki rozpuszczonej w

acetonitrylu wynoszaca 10 pl.

3.2.2.2. Wplyw pH na skuteczno$¢ tlumienia oddzialywan silanofilowych przez
metylosiarczan 1,3-dimetyloimidazoliowy

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ pK, czwartorzegdowe aminy aromatyczne
charakteryzuja si¢ staltym stopniem jonizacji w szerokim zakresie pH 1 sa czgsto stosowane
jako anality w celu okreslenia pK, grup silanolowych na powierzchni krzemionki [80].
Zastosowanie benzylotrietyloaminy pozwolito oceni¢ skuteczno$¢ dziatania soli
imidazoliowych w réznym pH fazy ruchome;.

Wyznaczono parametry retencji, k, benzylotrietyloaminy, chlorpromazyny,
fenazoliny, flufenazyny, nafazoliny, tiamenidyny, tiorydazyny oraz trifluopromazyny na
kolumnie LiChrospher RP-18, 250 x 46 mm I.D., $rednica ziaren wypelnienia 5 pm
(Merck KGaA) w ukladzie acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona 50/50 (v/v) z rézna
zawartos$cia 0, 6,4, oraz 96 mM [MMIM][MSO4] w szerokim zakresie pH 2-8.

Pomiaréw chromatograficznych dokonano przy przeptywie fazy ruchomej F=1
ml/min, w temperaturze 7 =25°C, z objgtoscia nastrzykiwanej probki rozpuszczonej w

acetonitrylu wynoszaca 5 pl.
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3.2.2.3. Wplyw temperatury na retencj¢ zwiazkow zasadowych z zastosowaniem
metylosiarczanu 1,3-dimetyloimidazoliowego jako modyfikatora fazy ruchomej w
HPLC

Warunki chromatograficzne: acetonitryl:bufor fosforanowy 100 mM 30/70 (v/v)
pH 3, 64 mM [EMIM][MSOq], przeptyw fazy ruchomej F =1 ml/min, temperatura,
T = 25-80°C, kolumna chromatograficzna LiChrospher RP-18, 250 x 46 mm [.D., $rednica
ziaren wypetnienia 5 pum (Merck KGaA) objgtos$¢ nastrzykiwanej probki rozpuszczonej w

acetonitrylu 10 pl.

3.2.2.4. Wyznaczanie hydrofobowosci metoda HPLC z uzyciem tetrafluoroboranu 1-
etylo-3-metyloimidazoliowego jako modyfikatora fazy ruchomej

Parametry k£ dla betaksololu, metoprololu, propranololu, timololu, aniliny, 4-
chloroaniliny, 3,4-dichloroaniliny, 3,5-dichloroaniliny, N-etyloaniliny, 4-metoksyaniliny,
chininy, fenotiazyny oraz tiorydazyny zmierzone zostaly w ukltadzie metanol:bufor
Brittona-Robinsona pH 3, aby zapewni¢ najlepsza korelacje pomigdzy warto$ciami log &,
oraz log P [81]. Analogiczne pomiary przeprowadzono w takim samym uktadzie z
dodatkiem 64 mM tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowego [EMIM][BF4] do
binarnej fazy ruchomej. Do poréwnania wykorzystano literaturowe wartosci log P [82].
Anality testowe przedstawiono na rycinie 151 16.

Wartosci log &y, wyprowadzone zostaty za pomoca programu DryLab wersja 2.0
(LC Resources, Walut Creek, CA, USA) na podstawie danych retencyjnych z dwdéch
liniowych przebiegéw gradientowych w czasie fG =20 min i #G =60 min, zmieniajac
zawarto$¢ metanolu w mieszaninie z woda od 5 do 100 % (v/v). Dla uzyskania
wiarygodnych wartosci log ky przy uzyciu programu komputerowego, konieczne byta
znajomo$¢ objetosci zatrzymania, Vp (dwell volume), charakterystycznej dla kazdego

uktadu chromatograficznego. Parametr ten wyznaczono z rownania:

V) =t,F (3.3)

gdzie tp oznacza czas opdznienia (dwell time) a F' — szybko$¢ przeptywu fazy ruchome;.
tp wyznaczono poprzez 10 minutowy gradient liniowy od 0-100% B, gdzie A — metanol,

B — metanol z 0,2% zawarto$cig acetonu, /' = 1 ml/min zgodnie z rGwnaniem (rycina 17):
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Rycina 16. Wzory strukturalne analitéw testowych wykorzystanych w celu wyznaczenia hydrofobowosci

metoda HPLC z uzyciem tetrafluoroboranu 1-metylo-3-etyloimidazoliowego jako modyfikatora fazy

ruchome;.
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tp =t,, —(t;/2) (3.4)
gdzie t, oznacza absorpcje zarejestrowana przy 50% B; tG oznacza czas gradientu. W ten
sposoOb otrzymano wartos$¢ Vp = 1,93.
W badaniu uzyto kolumny chromatograficznej LiChrospher RP-18, 125 x 40 mm,
srednica ziaren wypelnienia 5 pm (Merck KGaA). Pomiaréw chromatograficznych
dokonano przy przeptywie fazy ruchomej F'=1 ml/min, w temperaturze 7 =40°C, z

objgtoscia nastrzykiwanej probki rozpuszczonej w acetonitrylu wynoszaca 10 pl.

%B 4

100 |

50

tin 10 Czas (min)

Rycina 17. Wyznaczanie warto$ci #p.

3.2.2.5. Analiza porownawcza skutecznosci ttumienia oddzialywan silanofilowych za
pomocyg imidazoliowych cieczy jonowych
3.2.2.5.1. Widma absorpcji i dobér analitycznej dlugosci fali

Przeprowadzono badania poréwnawcze 15 cieczy jonowych, w tym: 14
pochodnych imidazoliowych oraz 1 pochodna pirydyniowa (tabela 5). Poniewaz wszystkie
badane ciecze jonowe posiadaja w swojej strukturze chemicznej pierscien aromatyczny
odpowiedzialny za  absorpcj¢  promieniowania UV, to stosujac  detektor
spektrofotometryczny wazny jest optymalny dobor analitycznej dtugosci fali. W tym celu
za pomoca detektora z matryca fotodiodowa wyznaczono widma absorpcji przedstawione
na rycinie 18. Zarejestrowane widma tetrafluoroboranowych cieczy jonowych wykazaty

charakterystyczne maksima przy dtugosci fali 4 =210-214 nm.
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Tabela 5. Struktury chemiczne oraz zapis skrotowy badanych cieczy jonowych.

Struktura chemiczna Nr  Zapis skrotowy Nazwa
(MM DIMIMINSO
Hsc/NC\NQCHso_S o 2 [EMIM][ESO,] 1-etylo-;ggililiriirzl?clllazoliowy
Hac/NC\NWCHs et 3 [BMIM][OSO.] 1-bytylog}igle(i;iliri(rﬁ?gazoliowy
Al BB S o
Hsc/NC\NCCHs > [EMIM][C]] 1-ety10-3-m(;ltl;/?(r)?rlilidazoliowy
HSC/NC\NicHs 6 [EMIM][Br] 1 -ety10-3-ml;ftg)/?;?rlflidazoliowy
H3C/N//\_7\N+VCH3 SO@CHS / [EMIM][Ts] 1-ety10-3-mz(ii}llg)?ﬁlidazoliowy
Hzc/N//\_)NLEE\CI-l3 8 [PMIM][BF.] 1-propyﬁi[f;lf]el;}?lr;l;?;;;zoliowy
H,C~ NC\NfE\/CH-" ? [(BMIM][BE.] 1 -butylot-e?at-riiltl}(l)lr(?ikr,:l)ir;;zoliowy
H,Cc” NCNfI/.VCH?’ 10 [BMIM]ICI] 1 -butylo-3-rr(i}eltl}?lrgilinidazoliowy
H3C/N//\_7\Nfr/\/CH3 i [BMIM][Br] 1—butylo—3—rrl:(zft);ll(filjnidazoliowy
Hsc/"l//\_7\N+\BE\/\/CI'|3 12 [HxMIM][BF] 1—hel<syt1€(:)t—r?2>1 —f]el;}?fgi?;;:zoliowy
H,Cc” N//\_)Nﬁ\/\/\/cm 13 [OMIM][BF] 1 -oktylot-e;{?l?eligg})niigioliowy
H,C” N//\_)"r\i\/\/\/C"I3 14 [OMIM][CI] 1 -0ktylo-3-n(1:2t1§(l)lr§i1;1idazoliowy
e jN"\C/I-\/(;H3 15 [BMPy][CI] chlorek
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Rycina 18. Widma absorpcji analizowanych: a) tetrafluoroborandéw, b) pozostatych cieczy jonowych w

stezeniu 32 mM w zakresie 200-250 nm wobec czystej fazy ruchomej acetonitryl:woda pH 3.

W przypadku pozostalych cieczy imidazoliowych maksimum miescito si¢ w
granicach 4 = 208-215 nm. Wyjatkiem jest [EMIM][Ts] posiadajacy dwa maksima przy
dlugosci fali 217 nm oraz 230 nm. Jednak wartosci te nie pokrywaja si¢ z widmami
absorpcji zwiazkéw zasadowych uzyskanych w oparciu o dane literaturowe [83]. Dlatego
analityczna dlugo$¢ fali okreslono dla 4 = 254 nm. Szerokie spektrum absorpcji dla

[BMPy][C1] wykluczyto uzycie tej cieczy w dalszych badaniach.

3.2.2.5.2. Wyznaczanie parametru K,
Poréwnujac skutecznosci soli imidazoliowych w badaniach wyznaczono parametr
Ka stosujac dwuparametrowy model retencji [41,78]. W analizie poréwnawczej

zastosowano dwa zwiazki zasadowe: benzylotrietyloaming i chlorpromazyng, w celu
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okreslenia wptywu uzytego analitu na Kx. W celu wyznaczenia zalezno$ci

wzgledem [AH "] uzyto nastepujacych stezen cieczy jonowych: 3,2, 6,4, 32, 64, 96 oraz
128 mM (przeprowadzono 5 pomiar6w na 6 poziomach stezen).

Pomiarow chromatograficznych dokonano stosujac fazg ruchoma acetonitryl:woda
50/50 (v/v) o pH 3, ustalanym poprzez dodatek 10 % kwasu solnego (v/v) przy przeptywie
F =1 ml/min, w temperaturze 7' = 25°C, z objgtoscia nastrzykiwanej probki rozpuszczonej
w acetonitrylu wynoszaca 10 pl. Zastosowano kolumng chromatograficznag LiChrospher

RP-18, 250 x 46 mm I.D.; $rednica ziaren wypetnienia 5 um (Merck KGaA).

3.3. Analiza izomerow strukturalnych kwasu nikotynowego metoda CE
3.3.1. Aparatura i materialy

Analizg elektroforetyczng przeprowadzono za pomoca aparatu do elektroforezy
kapilarnej Quanta 4000E (Waters, Milford, MA, USA), z oprogramowaniem Millenium
2.15 (Waters, Milford, Bedford, MA, USA), wyposazonego w detektor UV ze zmienna
dlugoscia fali. Zastosowano niemodyfikowana kapilar¢ krzemionkowa (Polimicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) o $rednicy wewngtrznej 50 um, dlugosci catkowitej
L=46 cm, dlugosci efektywnej /=38,5 cm. Nowa kapilar¢ przeptukano 1,0 M
wodorotlenkiem sodu (30 min), nast¢gpnie metanolem (30 min) oraz woda dejonizowana

(30 min).

3.3.2. Odczynniki chemiczne

Jako buforow podstawowych (background elektrolytes, BGE) do analizy
elektroforetycznej uzyto gotowego 50 mM buforu tris(hydroksymetylo)aminometanu pH 8
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) oraz buforu boranowego. 20 mM bufor
boranowy pH 9,3, otrzymano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci bezwodnego
tetraboranu sodowego (Fluka) w wodzie dejonizowanej (Milli-Q Water Purufication
System). Pomiary pH wodnych roztworow wykonywano przy uzyciu pehametru typu HI
9017 Hanna Instruments Inc.

Wykorzystano anality: kwas nikotynowy, kwas izonikotynowy oraz pikolinowy

(rycina 19).

46



) }:HJt
s
/ ‘\ BFd-
{3
L{:H

a) )] cl
N
N % | 3 | el
l e P N, =
HO HO HO )

Rycina 19. Wzory strukturalne: a) kwasu nikotynowego, b) kwasu izonikotynowego, c¢) kwasu pikolinowego,

d) tetrafluoroboranu 1-etylo-3-metyloimidazoliowego [EMIM][BF,].

Jako modyfikatora BGE zastosowano handlowo dostgpna ciecz jonowa
tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy [EMIM][BF4] (rycina 19).

W badaniach uzyto wodnych roztworéw kwasoéw w stgzeniach 50 pg/mL.

3.3.3. Dobér warunkow analitycznych

W normalnych warunkach bez udziatu cieczy jonowej w r6znych uktadach buforow
elektroforetycznych (rézne pH, sita jonowa, rodzaj elektrolitu) nie uzyskano petlnego
rozdzielenia mieszaniny izomeréw strukturalnych kwasu nikotynowego (rycina 20).
Analiza elektroforetyczna poszczegélnych kwasoéw karboksylowych bez dodatku cieczy
jonowej w BGE byta niewykonalna.

Rozdzielenie mieszaniny zwiazkow w CE jest mozliwe w oparciu o rdzna
ruchliwos$¢ elektroforetyczng analitéw, zdeterminowana stosunkiem tadunku czasteczki
zjonizowanej, ¢, do promienia tej czasteczki, . Zredukowanie przeptywu
elektroosmotycznego (electroosmotic flow, EOF) osiagnig¢to przez zastosowanie buforu o
zasadowym pH oraz dodatku [EMIM][BF4]. Sposrdéd analizowanych BGE do dalszej
analizy wybrano 20 mM bufor boranowy o pH 9,3. Wybor elektrolitu opierat si¢ gtownie
na poroéwnaniu parametru szerokosci piku mierzonego u podstawy. Ostateczne warunki
analizy elektroforetycznej byly nastgpujace: BGE 20 mM tetraboran sodu pH 9,3,
przylozone napigcie U = +/-14 kV, nastrzyk hydrodynamiczny (A = 10 cm) 5 s, detekcja
UV przy dtugosci fali A = 254 nm, temperatura 7'= 20 °C.

3.3.4. Wyznaczanie parametrow elektroforetycznych
Opisujac wplyw [EMIM][BFs;] na wielkos¢ EOF w powyzszych warunkach

wyznaczono ruchliwo$¢ przeptywu elektroosmotycznego, tieot :
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Rycina 20. Przyklady elektroferograméw mieszaniny: 1 — kwasu nikotynowego, 2 — kwasu izonikotynowego
oraz 3 — kwasu pikolinowego. Kapilara krzemionkowa niemodyfikowana, napigcie +14 kV, nastrzyk
hydrodynamiczny (A2 = 10 cm) 5 s, T = 20 °C, a) BGE 50 mM tris(hydroksymetylo)aminometan pH 8§,
b) BGE 20 mM tetraboran sodu pH 9,3.

o =2 [om(V's)] (3.5)

gdzie veor jest predkoscia przeptywu elektroosmotycznego a E jest natezeniem pola

elektrycznego.
Parametr veor jest stosunkiem efektywnej dtugosci kapilary (od wlotu do detektora),

[, do czasu migracji znacznika, f:

g = [em] (3.6)

0

Warto$¢ E jest funkcja przytozonego napigcia, V, i catkowitej dtugosci kapilary, L:
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E :% [V/em] (3.7)

Parametrem wyrazajacym stopien rozdzielenia dwoch pikow jest rozdzielczosé, Ry,

w technice elektroforetycznej wyrazona jako:

1 14 /
R =|— \Au,, ) | =———— (3.8)
(4\/§J( p)\/(/u +lueof)D L
gdzie: Aue, — réznica ruchliwosci elektroforetycznej dwoch sktadnikow, ; — $rednia

efektywna ruchliwos¢ elektroforetyczna, peor — przeptyw elektroosmotyczny, D —
wspotczynnik dyfuzji.

Dzigki wysokiej sprawnosci CE otrzymuje si¢ bardzo waskie piki, ale mata réznica
W leor badanych analitow wplywa znaczaco na R;. Poniewaz w ostatecznym uktadzie
elektroforetycznym (U = -14 kV, stezenie 90-150 mM [EMIM][BF4]) dochodzi do
zredukowania EOF (nie jest mozliwe wyznaczenie #), obliczenie wartosci Ry ze wzoru
(3.8) jest niewykonalne. Dlatego w przeprowadzonych badaniach elektroforetycznych

zastosowano zaleznos¢:

2(ty, —t
R, _ 2wa ~ i) (3.9)
W, +Ww,

gdzie t; 1 t, sa czasami migracji okreslanymi w maksimum piku (v < tv2); w1 1 wa sa
szeroko$ciami pikow przy podstawie.

Pole powierzchni piku, 4, jest parametrem proporcjonalnym do ilo$ci oznaczanego
sktadnika pozwalajacym na okreslenie liniowoSci 1 powtarzalnosci danej metody. Jednak w
przypadku CE, 4 jest nie tylko funkcja stezenia analitu, ale zalezy réwniez od szybkosci

migracji danego sktadnika. Bardziej dokladnym parametrem jest skorygowana

powierzchnia piku, 4°, wyrazona wzorem:

A° (3.10)

=~
S

49



3.4. Analiza cieczy jonowych metodg CE
3.4.1. Aparatura i materialy

Analizg elektroforetyczng przeprowadzono za pomoca aparatu do elektroforezy
kapilarnej Quanta 4000E (Waters) z oprogramowaniem Millenium 2.15 (Waters),
wyposazonego w detektor UV ze zmienna dtugoscia fali. Zastosowano niemodyfikowana
kapilare krzemionkowa (Polimicro Technologies) o §rednicy wewngtrznej 50 um, dtugosci
catkowitej L = 45cm, dtugosci efektywnej / = 37,5 cm.

Pomiary pH wodnych roztworéw wykonywano przy uzyciu pehametru typu HI
9017 Hanna Instruments Inc.

W celu odwazenia substancji uzyto wagi laboratoryjnej Ohaus Copr.

3.4.2. Odczynniki chemiczne
Jako buforow podstawowych BGE uzyto:

e 150 mM bufor fosforanowy pH 2,5, otrzymany poprzez rozpuszczenie w wodzie
odpowiedniej ilosci KH,PO4 1 ustalenie pH za pomoca H3PO4

e 150 mM bufor fosforanowy pH 6,5, otrzymany poprzez rozpuszczenie w wodzie
odpowiedniej ilosci KH,PO4 1 ustalenie pH za pomoca K;HPO4

e 150 mM bufor boranowy pH 9,3, otrzymany poprzez rozpuszczenie w wodzie
odpowiedniej ilosci Na,B4O7.

e 150 mM bufor mrowczanowy pH 3, otrzymany poprzez rozpuszczenie w wodzie
odpowiedniej ilosci HCOOH i ustalenie pH za pomoca NaOH

e 150 mM bufor octanowy pH 4 otrzymany poprzez rozpuszczenie w wodzie
odpowiedniej ilosci CH3;COONa 1 ustalenie pH za pomoca CH3;COOH.

e 50, 100, 150 oraz 200 mM bufor cytrynianowy pH 2 1 6 otrzymany poprzez
rozpuszczenie w wodzie odpowiedniej ilosci C3H4(OH)(COONa); 1 ustalenie pH za
pomoca C3;H4(OH)(COOH)s.

Analizowane ciecze jonowe przedstawione sa w tabeli 8.

Wszystkie bufory oraz roztwory cieczy jonowych otrzymano poprzez
rozpuszczenie w wodzie dejonizowanej (Milli-Q Water Purufication System). Bufory
przygotowano bezposrednio przed rozpoczeciem analizy 1 przesaczono przez saczek

Minisart 0,2 pm (Sartorius, Géttingen, Niemcy).
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Tabela 6. Wzory strukturalne i zapis skrotowy analizowanych cieczy jonowych oraz masy czasteczkowe,

My, poszczegodlnych kationow imidazoliowych.

Struktura chemiczna My Zapis skrotowy Nazwa
T\ 97,14 [MMIM][Br] bromek
e N en, ’ 1,3-dimetyloimidazoliowy
7\, Br- bromek
|.|3c/N\¢NvCH3 17,17 [EMIM][Br] 1-etylo-3-metyloimidazoliowy
o\, Br bromek
H,C N N~ CH, 126,20 [EEIM][Br] 1,3-dietyloimidazoliowy
/ \., cI chlorek
LA 12620 [PMIMI[CI] o vio-3-metyloimidazoliowy
o\, BF, tetrafluoroboran
H,C” NN~ CH; 141,24 [BMIMI][BF.] 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
7\ ,BF, tetrafluoroboran
H,C” NN~ CH; 170,30 [HxMIM][BE] -, -heksylo-3-metyloimidazoliowy
-\, BF, tetrafluoroboran

e NSO 198,35 [OMIMI[BF] 1-oktylo-3-metyloimidazoliowy

/\ . BF
) /N/\% N+\/4\/\/\/\ 21238 [NMIMI[BF.] tetrafluoroboran
sC CH, ’ 4 1-nonylo-3-metyloimidazoliowy
BF
H C/NCNMCHa 226.41 [DMIM][CI] chlorek
: ’ 1-decylo-3-metyloimidazoliowy
T\ B tetrafluoroboran
N__N
HC™ N \Q 15417 [BzMIM][BE.] 1-benzylo-3-metyloimidazoliowy
b i chlorek
H c/”vN\@ cH 169,21  [pMBzMIM][C]] 1-(p-metylo)-benzylo-3-
s : metyloimidazoliowy

3.4.3. Dobor warunkow analitycznych

W poczatkowym etapie optymalizacji rozdzielenia kationow imidazoliowych
stosujac niemodyfikowana kapilarg krzemionkowa przebadano wptyw buforow w stezeniu
150 mM na rozdzielczo$¢, czas migracji oraz ksztalt pikow. Bufory: octanowy oraz

mroéwczanowy, uzyty jako BGE, charakteryzowaty si¢ niska rozdzielczoscia. Zastosowanie
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buforu boranowego pH 9,3 i fosforanowego 2,5 podwyzszylo rozdzielczo$¢ uktadu
elektroforetycznego jednak ogonowanie pikow wptyngto negatywnie na wybdr badanego
buforu (rycina 21). W przypadku buforu boranowego udato si¢ tylko zidentyfikowa¢ piki
pigciu kationéw imidazoliowych. Najlepsza rozdzielczo$¢ przy akceptowalnym ksztatcie

pikow uzyskano stosujac bufor cytrynianowy.

bufor fosforanowy pH 2,5

20,0
[MMIM] = [EMIM]
150 | [PMIM] =[HxMIM]
[BMIM]
g 100 | /{BZMIM] [pPMBzMIM]
> [OMIM]
50 [NMIM]
’ [DMIM]
0,0 m ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
tp[min]
bufor boranowy pH 9,3
100 | [MMIM]
z [EMIM]
= 50 [PMIM] = [EEIM]
[HxMIM]
g S
0,0 \ \ ]
0,0 5,0 10,0 15,0

tw[min]

Rycina 21. Elektroferogramy mieszaniny kationéw imidazoliowych analizowane przy stosowaniem réznych

buforow podstawowych.

Dalsze badania polegaly na ocenie parametrow elektroforetycznych w buforze
cytrynianowym o réznej warto$ci pH oraz sity jonowej. Niskie pH (pH 3) powodowato
stosunkowo duze ogonowanie pikow kationéw imidazoliowych. Wraz ze wzrostem pH

ksztaltt pikow ulegt poprawie przy jednoczesnym wzroscie #y. Badajac wptyw buforu o
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stezeniu: 50, 100, 150, 200 mM stwierdzono wzrost fy oraz stopien rozdzielenia
wszystkich pikow wraz ze wzrostem stgzenia BGE.

Analizujac wptyw wielkosci przytozonego pola elektrycznego, E, na szybkos¢
migracji analitéw stwierdzono spadek #y wraz ze wzrostem E. Ostatecznie za najbardziej
optymalne warunki elektroforetyczne uznano: BGE 200 mM bufor cytrynianowy pH 4,
przylozone napigcie +12 kV, temperatura kapilary 20°C, dlugos¢ fali pomiarowej 4 = 254
nm.

Oszacowanie poziomu granicy wykrywalnosci (limit of detection, LOD)

przeprowadzono w oparciu o wyznaczenie stosunku sygnatu do szumu (S/N) 3:1.
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4. Wyniki i dyskusja
4.1. Analiza zwiazkow zasadowych metodg TLC

Niewatpliwie zaleta TLC jest niski koszt oraz krotki czas przeprowadzanej analizy.
Metoda ta pozwolita na wstgpna oceng wplywu cieczy jonowych na parametr Ry o§miu
zwiazkow testowych. Jak mozna zauwazy¢ w przypadku obydwu faz Si 60 Fs4 oraz RP-18
Fasas, wzrost stezenia cieczy jonowej w fazie ruchomej znacznie obniza retencje
analizowanych zwiazkoéw zasadowych (tabela 7 1 8). Na uwageg zwraca brak elucji w
przypadku uzycia acetonitrylu (100 %), mimo bardzo dobrej rozpuszczalnosci badanych
zwiazkow w tym eluencie. Wartos¢ Rf = 0 w danym uktadzie $wiadczy o silnym
oddziatywaniu chromatografowanych substancji z faza stacjonarna. W przypadku
zastosowanych faz bazujacych na krzemionce mozna zakladaé, ze silna retencja
spowodowana jest oddziatywaniami migdzy grupami silanolowymi 1 testowanymi
zasadami. Najwigksze wartosci Rr uzyskano w przypadku najwigkszego stgzenia cieczy
jonowej w fazie ruchomej, 3% (v/v). W zalezno$ci od uzytej cieczy jonowej dla kazdej z
badanych zasad maksimum Ry wzrasta w kierunku [HpOM-HxIM][BF4] < [HXMIM][BF4]
<[EMIM][BF4].

W celu poréwnania skuteczno$ci ttumienia oddzialywan silanofilowych badanych
soli imidazoliowych wyznaczono izotermy adsorpcji dla poszczegdlnych uktadow ciecz
jonowa-acetonitryl-faza stacjonarna (rycina 22). Pozwolilo to okresli¢ zalezno§¢ migdzy
ilo$cia zaadsorbowanej na powierzchni krzemionki cieczy jonowej a jej stezeniem w fazie
ruchomej. Zarowno dla Si 60 Fs4 oraz RP-18 Fjs45 otrzymano liniowe izotermy Langmuira
dla wszystkich trzech badanych cieczy jonowych jako modyfikatorow fazy ruchomej. W
przypadku RP-18 F;s45 izotermy charakteryzuja si¢ mniejszym nachyleniem, co §wiadczy o
wigkszym stopniu adsorpcji cieczy jonowych na powierzchni oktadecylokrzemionkowe;j
fazy stacjonarnej. Efekt ten jest spowodowany powinowactwem tancuchoéw alkilowych
soli imidazoliowych do hydrofobowej fazy RP-18 Faiss. Zgodnie z wykresem i
wyliczonymi ~ warto$ciami  logarytmu  wspdtczynnika  podzialu  n-oktanol-woda,
[HxMIM][BF4] (clog P = 5,43) charakteryzuje si¢ wigkszym stopniem adsorpcji od
[EMIM][BF4] (clog P = 3,31). Jednak biorac pod uwage clog P, najwigkszy stopien
adsorpcji powinien mie¢ miejsce w przypadku [HpOM-HxIM][BF,]. Tymczasem, mimo
najwyzszej wartosci lipofilowosci (clog P = 7,94) oraz najwigkszej masy czasteczkowej,

izotermy adsorpcji dla [HpOM-HxIM][BF4] charakteryzuja si¢ najwigkszym katem

54



Tabela 7. Wplyw dodatku badanych cieczy jonowych na $rednig warto$¢ wspotczynnika opdznienia, Ry,
uzyskanego dla o$miu zwiazkow testowych na fazie stacjonarnej Si 60 F,s;. W nawiasach podane sa
odchylenia standardowe. [HpOM-HxIM][BF,] - tetrafluoroboran 1-heptyloksymetylo-3-
hexyloimidazoliowy, [HxMIM][BF,] — tetrafluoroboran 1-hexylo-3-metyloimidazoliowy, [EMIM][BF4] —

tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy.

Stezenie cieczy jonowej w acetonitrylu % (v/v)

Ciecz jonowa
0,000 0,125 0,250 0,400 0,500 1,500 3,000

Chinina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,00 (£0,00) |0,01 (£0,00) | 0,02 (x0,00) |0,03 (0,01) | 0,04 (:0,00) | 0,07 (x0,00)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,02 (+0,00) | 0,02 0,01) | 0,03 (£0,00) | 0,03 (£0,00) | 0,06 *0,01) | 0,08 (£0,01)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,02 (£0,00) |0,03 (20,01) | 0,04 £0,01) | 0,05 (*0,01) | 0,08 (20,01) | 0,13 (20,01)

Flufenazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) |0,01(x0,00) | 0,02 (£0,00) | 0,03 (x0,00) |0,04(x0,00) | 0,06 (:0,01) | 0,08 (x0,01)
[HxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,02 (+0,00) | 0,03 (+0,00) | 0,04 (x0,01) | 0,04 0,01) | 0,07 &0,01) | 0,10 0,01)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,02 (+0,01) | 0,04 (0,02) | 0,06 (x0,01) | 0,07 (£0,01) | 0,13 (20,02) | 0,30 (20,03)

Tiorydazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (x0,00) | 0,16 (x0,02) | 0,30 (£0,03) | 0,40 (£0,02) | 0,52 (x0,03) | 0,71 (x0,02) | 0,76 (x0,02)
[HxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,28 (£0,03) | 0,53 (£0,01) | 0,66 (+0,01) | 0,68 (£0,03) | 0,82 (£0,02) | 0,83 (£0,03)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,31 (+0,02) | 0,54 0,01) | 0,65 (x0,02) | 0,72 (£0,02) | 0,82 0,01) | 0,84 (£0,02)

Chlorpromazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,15 (0,01) | 0,25 (£0,02) | 0,36 (+0,03) | 0,46 (+0,03) | 0,67 (£0,02) | 0,73 (x0,02)
[HxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,24 (£0,03) | 0,49 (£0,01) | 0,62 (£0,02) | 0,62 (£0,02) | 0,82 (+0,01) | 0,82 (+0,01)

[EMIM][BF,] 0,00 (0,00) | 0,28 (+0,02) | 0,51 (x0,01) | 0,62 (+0,02) | 0,69 (£0,02) | 0,81 (£0,01) | 0,83 (£0,02)

Trifluopromazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) |0,18 (£0,01) |0,31 (£0,02) | 0,44 (+0,03) | 0,52 (x0,02) | 0,74 (:0,02) |0,78 (x0,02)
[HxMIM][BF,] | 0,00 (£0,00) | 0,30 (£0,02) |0,55(x0,01) | 0,67 (+0,03) | 0,67 (+0,03) | 0,82 (x0,01) |0,84 (x0,01)

[EMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,34 (£0,02) | 0,55(%0,02) | 0,66 (+£0,02) | 0,74 (£0,01) | 0,82 (£0,01) | 0,84 (£0,02)

Fenazolina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,27 (£0,01) | 0,43 (£0,02) | 0,58 (+0,03) | 0,65 (x0,02) | 0,80 (:0,01) | 0,80 (x0,01)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,41 (£0,01) | 0,63 (£0,01) | 0,75 (£0,02) | 0,75 (£0,02) | 0,83 (+0,01) | 0,84 (+0,04)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,44 (£0,01) | 0,64 (£0,01) | 0,73 £0,01) | 0,78 (£0,01) | 0,83 (£0,01) | 0,84 (£0,03)

Tiamenidyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,12 (£0,01) [0,19 (20,02) |0,28 (+0,02) | 0,32 (x0,03) | 0,54 (+0,04) | 0,65 (+0,03)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (+0,00) | 0,20 (+0,02) | 0,38 (x0,02) | 0,50 (x0,01) | 0,50 *0,01) | 0,78 £0,01) | 0,81 (£0,02)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,25 0,01) | 0,45 0,01) | 0,55 0,01) | 0,63 *0,01) | 0,79 *0,01) | 0,83 (£0,02)

Nafazolina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (£0,00) |0,18 (£0,01) [0,27 (£0,02) | 0,36 (+0,02) | 0,41 (x0,03) | 0,59 (+0,07) | 0,69 (x0,01)
[HXMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,29 (+0,02) | 0,48 (x0,02) | 0,59 (x0,01) | 0,59 £0,01) | 0,80 0,01) | 0,81 (20,04)

[EMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,33 (+0,01) | 0,50 (0,02) | 0,60 (0,01) | 0,67 (£0,01) | 0,80 (20,01) | 0,83 (20,03)
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Tabela 8. Wplyw dodatku badanych cieczy jonowych na $rednig warto$¢ wspotczynnika opdznienia, Ry,
uzyskanego dla osmiu zwigzkoéw testowych z na fazie stacjonarnej RP-18 F,sys. W nawiasach podane sa
odchylenia standardowe. [HpOM-HxIM][BF,] - tetrafluoroboran 1-heptyloksymetylo-3-
hexyloimidazoliowy,, [HXMIM][BF,] — tetrafluoroboran 1-metylo-3-hexyloimidazoliowy, [EMIM][BF,] —

tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy.

procent stgzenie cieczy jonowej w acetonitrylu % (v/v)

Ciecz jonowa
0,000 0,125 0,250 0,400 0,500 1,500 3,000

Chinina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,05 (£0,01) [0,09 (£0,01) | 0,11 (x0,01) |0,15(x0,01) | 0,27 (:0,02) | 0,39 (+0,02)
[HXMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,10 (£0,02) | 0,13 (£0,01) | 0,17 (£0,01) | 0,18 (£0,01) | 0,36 (+0,02) | 0,50 (0,03)

[EMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,12 (£0,01) | 0,20 (£0,02) | 0,24 (=0,01) | 0,29 (+0,01) | 0,46 (+0,01) | 0,57 (0,03)

Flufenazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) |0,04(x0,01) |[0,08 (0,01) |0,12(x0,01) |0,15(x0,01) | 0,31 (0,02) | 0,45 (£0,02)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (0,00) | 0,10 (+0,02) | 0,12 0,01) | 0,15 (0,02) | 0,19 *0,02) | 0,37 *0,02) | 0,54 (£0,03)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,11 (£0,01) | 0,19 (£0,02) | 0,24 (£0,02) | 0,31 (0,02) | 0,49 (+0,01) | 0,63 (0,03)

Tiorydazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (£0,00) | 0,17 (£0,01) |0,26 (20,01) | 0,34 (x0,02) | 0,39 (0,02) | 0,63 (:0,02) |0,75 (£0,02)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,26 (+0,02) | 0,39 x0,01) | 0,47 (x0,02) | 0,51 (20,02) | 0,73 *0,01) | 0,80 (£0,02)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,31 (+0,02) | 0,48 0,01) | 0,58 (0,01) | 0,63 (£0,02) | 0,79 £0,01) | 0,84 (£0,01)

Chlorpromazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (:0,00) |0,18 (£0,02) |0,28 (20,01) |0,36 (+0,02) | 0,42 (x0,02) | 0,65 (+0,02) | 0,77 (x0,03)
[HXMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,28 (£0,02) | 0,41 (£0,01) | 0,49 (£0,02) | 0,54 (£0,03) | 0,76 (+0,02) | 0,84 (+0,02)

[EMIM][BF,] 0,00 (0,00) | 0,33 (+0,01) | 0,50 (+0,02) | 0,61 (x0,01) | 0,66 (£0,02) | 0,82 (£0,01) | 0,88 (£0,01)

Trifluopromazyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) |0,24 (£0,02) |0,38 (£0,02) | 0,49 (+0,03) | 0,55 (x0,02) | 0,77 (+0,02) | 0,85 (0,03)
[HXMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,38 (£0,01) | 0,52 (£0,01) | 0,63 (+0,02) | 0,69 (+0,02) | 0,83 (+0,01) | 0,90 (+0,03)

[EMIM][BF,] 0,00 (0,00) | 0,40 (+0,02) | 0,58 (+0,02) | 0,69 (+0,01) | 0,74 (£0,01) | 0,88 (£0,02) | 0,91 (£0,02)

Fenazolina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) |0,35(£0,02) |0,53 (20,02) | 0,65 (x0,03) | 0,71 (x0,02) |0,90 (+0,03) | 0,94 (+0,02)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,48 (+0,04) | 0,67 +0,02) | 0,77 (+0,03) | 0,80 (£0,02) | 0,93 *0,01) | 0,95 (£0,02)

[EMIM][BE,] 0,00 (£0,00) | 0,52 (£0,01) |0,71 (20,01) | 0,80 (£0,01) | 0,84 (£0,01) | 0,95 (£0,01) | 0,96 (£0,02)

Tiamenidyna

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (+0,00) | 0,32 (£0,02) |0.48 (£0,02) | 0,62 (+0,04) | 0,68 (:0,01) | 0,87 (+0,02) | 0,91 (x0,02)
[HXxMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,45 (£0,03) | 0,63 (£0,02) | 0,74 (£0,02) | 0,78 (£0,02) | 0,92 (+0,01) | 0,94 (x0,02)

[EMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,48 +0,01) | 0,67 +0,02) | 0,77 (x0,01) | 0,80 (£0,02) | 0,94 (£0,01) | 0,96 (£0,02)

Nafazolina

[HpOM-HxIM][BF,] | 0,00 (£0,00) | 0,29 (£0,02) |0,45(£0,02) | 0,57 (+0,03) | 0,63 (x0,01) | 0,85 (x0,01) | 0,91 (£0,02)
[HXMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,41 (+0,02) | 0,60 (x0,02) | 0,71 (x0,03) | 0,75 £0,02) | 0,92 *0,01) | 0,93 (0,02)

[EMIM][BF,] 0,00 (£0,00) | 0,44 (£0,02) | 0,63 (£0,02) | 0,74 (£0,02) | 0,78 (£0,01) | 0,93 (+0,01) | 0,96 (x0,01)
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Rycina 22. Zalezno$¢ odwrotnosci wspotczynnika opoznienia, 1/Ry, dla tiamenidyny od odwrotnosci st¢zenia
uzytej cieczy jonowej, 1/C: [EMIM][BF,] (¢), [HxMIM][BF,] (m) i [HpOM-HxIM][BF,] (A); Si 60 Fys4
(linia przerywana), RP-18 Fys4 5 (linia ciagta).

nachylenia. Przyczyna oslabienia adsorpcji sa prawdopodobnie elektrostatyczne
oddzialywania odpychajace migdzy powierzchniowymi grupami SiO i grupami
alkiloksylowymi wystgpujacymi w analizowanej czasteczce cieczy jonowe;.

Analogiczne badanie przeprowadzono takze dla powszechnie stosowanych w
chromatografii cieczowej substancji thumiacych oddzialywania silanofilowe (rycina 23).
Sposréd poréwnywanych modyfikatorow fazy ruchomej tylko dla [EMIM][BF4] i
trietyloaminy (TEA) uzyskano liniowa zalezno$¢ migdzy zaadsorbowana iloScia na
powierzchni krzemionki i1 odwrotnoscia st¢zenia w fazie ruchomej. W obydwu
przypadkach ekstrapolujac liniowa zalezno$¢ 1/R¢ od 1/C do nieskonczenie wysokiego
stgzenia modyfikatora fazy ruchomej C (czyli do 1/C = 0) otrzymano warto$¢ 1/Ry =1, co
oznaczaloby catkowite zahamowanie retencji tiamenidyny. Nachylenie prostej dla TEA,
znacznie wigksze niz dla [EMIM][BF4], oznacza znacznie slabszy stopien adsorpcji
alkiloaminy w poréwnaniu z ciecza jonowa. Na rycinie 23 ewidentny jest brak liniowos$ci
zaleznos$ci 1/Rr od 1/C w przypadku DMOA i NH4OH oraz znacznie stabsza zdolno$¢ tych
dodatkow do fazy ruchomej do adsorpcji na powierzchni fazy RP-18. Ostatnie dwa

zwiazki okazuja si¢ malo skuteczne jako inhibitory wigzania zasad przez silanole, gdyz
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Rycina 23. Zalezno$¢ odwrotnosci wspotczynnika opoznienia, 1/Ry, dla tiamenidyny od odwrotnosci st¢zenia
uzytego modyfikatora, 1/C: [EMIM][BF,] (¢), TEA (m), DMOA (A) i NH,OH (e); faza stacjonarna RP-18

F254s .

nawet w najwigkszych stgzeniach nie prowadzityby do wartosci 1/Rr=1 dla analitu
testowego — tiamenidyny. Réwniez w przypadku pozostatych zasad testowych, sole 1-
alkilo-3-metyloimidazoliowe charakteryzuja si¢ znacznie wigkszym stopniem adsorpcji od
innych badanych modyfikatorow fazy ruchomej. Znaczna przewage [EMIM][BF4] nad
standardowymi modyfikatorami fazy ruchomej potwierdzaja wyniki analizy TLC
zamieszczone na rycinie 24.

Podjeto réwniez badania oceniajace wplyw inhibitoréw silanoli na parametry
retencji analitow zasadowych w zaleznos$ci od st¢zenia rozpuszczalnika organicznego,
acetonitrylu, w wodno-organicznej fazie ruchomej. Przy zastosowaniu [EMIM][BF4], w
przypadku analitow chlorpromazyny, fenazoliny, nafazoliny, tiamenidyny oraz
trifluopromazyny wida¢ silng zaleznos$¢ liniowa pomigdzy ich wartoscia Ry 1 stezeniem
acetonitrylu w binarnej fazie ruchome;j (rycina 25). Liniowe zaleznosci Ry od procentowej
zawartosci  acetonitrylu (v/v) odpowiadatyby klasycznemu modelowi Snydera-
Soczewinskiego retencji w tzw. odwrotnym ukladzie faz w chromatografii cieczowe;.
Najwigksze zakresy liniowosci, $wiadczace o skutecznym wytlumieniu oddziatywan

silanofilowych obserwowa¢ mozna po zastosowaniu [EMIM][BF4].
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Rycina 24. Zalezno$¢

stezenia w acetonitrylu modyfikatora fazy ruchomej [EMIM]|[BF,] (¢), TEA (m), DMOA (A) i NH,OH (e);

faza stacjonarna RP-18 Fsyq.
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Rycina 25. Wykresy zaleznoéci Ry od zawartoSci procentowej acetonitrylu (% v/v) w wodno-organiczne;j

fazie ruchomej przy statym stgzeniu trzech modyfikatorow (3 % v/v): [EMIM][BF,] (), TEA (m) i NH,OH

(A); faza stacjonarna RP-18 Fyss.
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Spetnienie liniowej zaleznosci Ry od stezenia rozpuszczalnika organicznego w
eluencie w szerokim zakresie stgzef, umozliwia stosowanie uktadu chromatograficznego
do wyznaczenia miar lipofilowosci analitow zasadowych poprzez ekstrapolacje do
wartosci Ry,. Uzyskana liniowo$¢ moze rowniez byé wykorzystana do przewidywania
zmian retencji wynikajacych ze zmian skladu fazy ruchomej w metodzie elucji
izokratycznej lub gradientowej, a w konsekwencji do optymalizacji rozdzielen HPLC. W
przypadku chininy 1 flufenazyny obserwuje si¢ wyraznie odchylenia od liniowosci przy
matej zawarto$ci wody w fazie ruchomej. Brak na rycinie 25 wykreséw w przypadku
DMOA oraz dla pelnego zakresu sktadu eluentu w przypadku NH4OH spowodowany jest
niemierzalnymi warto$ciami Ry.

Poprzez modyfikacj¢ sktadu fazy ruchomej dokonano optymalizacji warunkow
rozdzielenia chromatograficznego metoda TLC mieszaniny 5 zwiazkow zasadowych.
Rycina 26 a-e przedstawia rozdzielanie mieszaniny analitéw w uktadzie acetonitryl:woda
60/40 (v/v) na fazie RP-18 F,s4s z dodatkiem do eluentu 1,5 % (v/v) réznych
modyfikatorow hamujacych wptyw na retencje wolnych grup silanolowych na powierzchni
fazy stacjonarnej. Brak modyfikatora w uktadzie chromatograficznym oraz wptyw DMOA
1 TEA okazal si¢ niewystarczajacy dla osiagnigcia catkowitego rozdzielenia mieszaniny
zasad testowych. Uktad zawierajacy [EMIM][BF4] charakteryzuje si¢ znacznie lepsza
zdolnoscia elucyjna oraz duza rozdzielczo$cia (rycina 26 ¢). Zatem, zastosowanie soli 1-
alkilo-3-metyloimidazoliowej umozliwia szybkie rozdzielenie oraz identyfikacjg
wielosktadnikowej mieszaniny zasad.

Poniewaz dodatek 1,5 % (v/v) [EMIM][BF4] do roztworu acetonitryl:woda 60/40
(v/v) nadaje fazie ruchomej pH 2,87, to mieszaning zwiazkow testowych poddano analizie
chromatograficznej w odpowiednio buforowanym uktadzie bez dodatku inhibitoréw
silanoli. Jak mozna zauwazy¢ na rycinie 26 g, zastosowanie buforu o pH rownym pH
roztworu soli imidazoliowej nie zapewnia rozdzielenia badanych zasad. Uzyskany wynik
swiadczy o istotnosci specyficznych oddzialywan cieczy jonowych z powierzchnia
krzemionki 1 malym wptywie niskiego pH, ktore hamuje dysocjacj¢ silanoli.

Wpltyw soli 1-etylo-3-metyloimidazoliowej na retencjg¢ zwiazkoéw obojgtnych i
kwasow przedstawiony jest na rycinie 27. Zmniejszona elucja kwasu acetylosalicylowego
oraz kwasu salicylowego po zastosowaniem uktadu z dodatkiem cieczy jonowej, wynika

przypuszczalnie z ograniczenia efektu elektrostatycznego odpychania (wykluczania)
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Rycina 26. Zdjgcia plytek chromatograficznych przedstawiajace rozktad plamek kolejno od lewej: 1 —
tiorydazyny, 2 — trifluopromazyny, 3 — fenazoliny, 4 — nafazoliny, 5 — tiamenidyny oraz 6 — ich mieszaniny
otrzymany z uzyciem eluentu: a) acetonitryl:woda 60/40 (v/v), b) acetonitryl:woda 60/40 (v/v) z dodatkiem
1,5 % (v/v) NH4OH, c) acetonitryl:woda 60/40 (v/v) z dodatkiem 1,5 % (v/v) DMOA, d) acetonitryl:woda
60/40 (v/v) z dodatkiem 1,5 % (v/v) TEA, e) acetonitryl:woda 60/40 (v/v) z dodatkiem 1,5 % (v/v)
[EMIM][BF4], f) acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona 60/40 (v/v) pH 2,87; faza stacjonarna RP-18 Fys4;.

zwiazkow anionogennych przez ujemnie natadowane grupy silanolowe. Analogicznie do
zasad, efekt ten nie wynika ze zmiany pH eluentu spowodowanej przez dodatek cieczy
jonowej. W przypadku zwiazku niejonogennego, 2,3-dimetoksytoluenu, stwierdzono brak
wptywu dodatku [EMIM][BF4] na jego retencje. Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka

skuteczno$¢ cieczy jonowych w ttumieniu oddziatywan silanofilowych.
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Rycina 27. Zdjecia ptytek chromatograficznych przedstawiajace rozktad plamek kolejno od lewej: 1 — kwasu
acetylosalicylowego, 2 — kwasu salicylowego, 3 — fenolu, 4 — 2,3-dimetoksytoluenu otrzymany z uzyciem
eluentu: a) acetonitryl:woda 60/40 (v/v), b) acetonitryl:woda 60/40 (v/v) z dodatkiem 1,5 % (v/v)
[EMIM][TFB], c) acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona 60/40 (v/v) pH 2,87; faza stacjonarna RP-18 F,sy;.

4.2. Analiza zwiazkow zasadowych metodg HPLC

4.2.1. Wplyw metylosiarczanu 1,3-dimetyloimidazoliowego na retencj¢ zasad w HPLC
Przeprowadzono wstepne studia nad mozliwo$cia zastosowania cieczy jonowych

jako modyfikatorow fazy ruchomej w technice HPLC z uzyciem kolumny RP-18.

Podobnie jak w przypadku TLC, przedstawione w tabeli 9 parametry retencji, #r, analitow

Tabela 9. Srednie wartosci czaséw retencji, fg, uzyskanych w uktadzie 30/70 % (v/v) acetonitryl:bufor

fosforanowy pH 3 z dodatkiem [MMIM][MSO,], na kolumnie chromatograficznej LiChrospher RP-18.

tr [min]

Stezenie [MMIM][MSO,] [mM] 0 3,2 9,6 22,4 32 64 96
Anality:

Flufenazyna >100 >100 >100 67,71 63,60 41,04 37,65
Tiorydazyna >100 >100 >100 >100 >100 >100 98,43
Chlorpromazyna >100 >100 >100 72,51 70,37 50,05 4843
Trifluopromazyna >100 >100 >100 >100 >100 88,43 84,45
Fenazolina 27,20 21,44 18,59 13,68 13,01 11,15 10,96
Nafazolina 13,20 6,72 584 477 459 4,19 4,16
Propiomazyna >100 91,68 72,11 46,51 43,01 33,87 33,39
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zasadowych $wiadcza o silnym spadku retencji w zastosowanym ukladzie
chromatograficznym ze wzrastajacym stgzeniem [MMIM][MSO,]. Wzrost sity elucyjne;j
fazy ruchomej powinien skroci¢ czas analizy do mierzalnej warto$ci. Porownujac tabelg 9 i
rycing 28 a wzrost st¢zenia acetonitrylu znacznie obniza fr chromatografowanych zasad.
Jednak uktad charakteryzuje si¢ staba rozdzielczos$cia oraz nieakceptowanym ksztaltem
pikow. [MMIM][MSO4] w stezeniu 3,2 mM obniza #g a stgzenie 32 mM w znaczny sposob

podwyzsza rozdzielczos$¢ uktadu ( rycina 28 b i ¢).

tr [min]

Rycina 28. Poréwnanie chromatograméw mieszaniny zasad otrzymanych przy uzyciu fazy ruchomej 50/50
(% v/v) acetonitryl:bufor fosforanowy 100 mM pH 3 na kolumnie LiChrospher RP-18: a) bez dodatku
modyfikatora, b) z dodatkiem 3,2 mM [MMIM][MSQy,], c¢) z dodatkiem 32 mM [MMIM][MSQ,]; anality: 1

—nafazolina, 2 — fenazolina, 3 — flufenazyna, 4 — chlorpromazyna, 5 — trifluopromazyna, 6 — tiorydazyna.
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Rycina 29. Zalezno$¢ logarytmu wspotczynnika retencji, log &, od zawartosci procentowej wody w binarne;j
fazie ruchomej acetonitryl:woda pH 3 wyznaczonego na kolumnie LiChrospher RP-18; = = = = = faza

faza ruchoma z dodatkiem 32 mM [MMIM][MSQOy].

ruchoma bez cieczy jonowej;

W celu rozwinigcia badan nad wplywem soli imidazoliowej na retencj¢ zwiazkoéw
zasadowych, zasadowe anality testowe poddano procesowi chromatograficznemu z
zastosowaniem binarnej fazy stacjonarnej acetonitryl:woda w roznych kompozycjach od
100/0 do 40/60 % (v/v) metoda elucji izokratycznej. Analiz¢ przeprowadzono w pH 3,
ktére powinno zapewni¢ catkowite zahamowanie dysocjacji silanoli. W przypadku braku
[MMIM][MSO4] w fazie ruchomej widoczny jest nieliniowy przebieg retencji tiorydazyny,
chlorpromazyny i flufenazyny (rycina 29). Poczatkowo retencja analitow spada wraz ze
wzrostem stgzenia wody. Jednak powyzej 30 % (v/v) wody retencja gwaltownie wzrasta
osiagajac powyzej 60 % (v/v) wartosci niemierzalne. Zjawisko to $wiadczy o ztozonym

mechanizmie retencji, ktory utrudnia przewidywania retencji zasad w oparciu o
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standardowe modele matematyczne. Mozna zauwazy¢, ze dodatek 32 mM
[MMIM][MSO4] do podstawowej fazy ruchomej daje liniowe zaleznosci log k£ od utamka
objetosciowego  wody. Swiadczy to o silnym wyeliminowaniu oddziatywan

silanofilowych.

4.2.2. Wplyw pH na skuteczno$¢ tlumienia oddzialywan silanofilowych przez
metylosiarczan 1,3-dimetyloimidazoliowy

Wpltyw stezenia [MMIM][MSO4] na retencje zasad w roéznym pH eluentu
przedstawiono na rycinie 30 i 31. W przypadku chromatografowania benzylotrietyloaminy
w fazie ruchomej bez cieczy jonowej widoczne sa dwa maksima w poblizu pH 3 1 7.
Swiadczy to o wystepowaniu dwoch rodzajow ugrupowan: wolnych grup silanolowych o
charakterze stabego kwasu oraz grup blizniaczych o mniejszym charakterze kwasowym.
Analogiczna sytuacja przedstawia si¢ dla pozostatych zasad o pK, > 10: fenazoliny i
nafazoliny. Maksimum retencji w pH 4 w przypadku fenazoliny spowodowane jest
wystepowaniem dodatkowego ugrupowania w czasteczce o pK, 2,5. Dla zasad, ktérych
pK, wynosi 8,1-9,5 widoczna jest wigksza retencja w pH > 6 (rycina 31). Stosowanie fazy
ruchomej o pH > 5 wydtluza analize chromatograficzna zwiazkéw zasadowych powyzej
wartosci fr dopuszczalnych w praktyce laboratoryjnej.

Znajac wplyw cieczy jonowych na oddzialywania silanofilowe, w przypadku
zastosowania fazy ruchomej modyfikowanej [MMIM][MSO4] mozna spodziewal si¢
zmiany fr analizowanych zwiazkéw. Juz dla 6,4 mM stgzenia dodatku widoczny jest
stosunkowo duzy spadek . Niewielki wzrost retencji w wysokim pH spowodowany jest
deprotonacja zasad. Wzrost retencji formy niezdysocjowanej spowodowany jest wzrostem
wplywu oddzialywan hydrofobowych. Pigtnastokrotny wzrost stezenia [MMIM][MSO4]
(do 96 mM) powoduje dalszy spadek retencji. Jest on jednak stosunkowo niewielki w
poréwnaniu do spadku wywotanego stezeniem 6,4 mM. Swiadczy to o szybkim wysyceniu

przez kationy imidazoliowe miejsc na krzemionce zdolnych do wymiany jonowe;.

4.2.3. Wplyw temperatury na retencj¢ zwigzkow zasadowych w HPLC 1z
zastosowaniem metylosiarczanu 1,3-dimetyloimidazoliowego jako modyfikatora fazy
ruchomej

Poréwnujac dane retencyjne zasad zauwazy¢ mozna systematyczny wzrost k wraz z
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Rycina 30. Wplyw stezenia [MMIM][MSO,4] na retencje zasad o pK, > 10 w réznym pH eluentu:

50/50

%

(v/v) acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona;

acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona z dodatkiem 6,4 mM [EMIM][MSOQO4];
acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona z dodatkiem 96 mM [EMIM][MSQO,].
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Rycina 31. Wplyw stezenia [MMIM][MSO,] na retencje zasad o pK, 8,1-9,5 w réznym pH eluentu:

50/50 % (v/v) acetonitryl:bufor Brittona-Robinsona;

Brittona-Robinsona z dodatkiem 6,4 mM [EMIM][MSOQO,];
Brittona-Robinsona z dodatkiem 96 mM [EMIM][MSQy,].
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obnizeniem temperatury przy stalym stgzeniu [EMIM][MSO4] (rycina 32). Wplyw
temperatury w ukladzie chromatograficznym niezawierajacym [EMIM][MSO4] byt
niemozliwy do oceny z powodu wysokich wartosci g > 100 min (tabela 9). Dodatek cieczy
jonowej nie tylko umozliwil chromatografi¢ zasad, ale rowniez wplynal na zachowanie
chromatograficzne analitéw zgodne z liniowa funkcja Van’t Hoffa (In £ = f(1/T)) (R >
0,9288). Liniowy wykres $wiadczy o statym mechanizmie retencji w zakresie badanych
temperatur. Staly mechanizm retencji wynika z ustalenia procesu rownowagi podziatu
substancji chromatografowanej migdzy faza stacjonarna i ruchoma oraz o stabilizacji
kompleksu ciecz jonowa-grupa silanolowa.

Na odmienne zachowanie chromatograficzne flufenazyny moze mie¢ wptyw grupa
hydroksylowa w strukturze chemicznej czasteczki (pK,=3,9). Wraz ze zmiana
temperatury zmienia si¢ stata jonizacji tej grupy funkcyjnej. Zjonizowana grupa

hydroksylowa przyciaga kationy imidazoliowe tworzac kompleks grupa hydroksylowa

y =1,5036x - 1,1563, R = 0,990

4 -
35 y =1,4936x - 1,2788, R = 0,997
’ y =1,8492x - 3,0129, R = 0,983
31 —b v =0,0471x + 2,7844, R = 0,928
2,51 y =1,399x - 1,9127, R = 0,989
24 0O Flufenazyna
X
c m Tiorydazyna
= 151
@ Chlorpromazyna
1 y =1,4241x- 3,2341, R=0,979 4 Trifluopromazyna
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0,5 -
y =0,94x - 3,0832, R = 0,980 O Nafazolina
0 _—0 .
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2|8 3,2 3,4
-0,5 -
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Rycina 32. Zalezno$¢ In k = f(1/T) dla zwiazkow zasadowych. Uktad chromatograficzny acetonitryl:bufor
fosforanowy 100 mM 30/70 (% v/v) pH 3 z dodatkiem 3,64 mM [EMIM][MSO,]; kolumna
chromatograficzna LiChrospher RP-18.
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flufenazyny-kation imidazoliowy. Powstate kompleksy moga wplyna¢ na spadek retencji

flufenazyny w funkcji In k£ = f(1/T).

4.2.4. Wyznaczanie hydrofobowosci metoda HPLC z uzyciem tetrafluoroboranu 1-
etylo-3-metyloimidazoliowego jako modyfikatora fazy ruchomej

Celem eksperymentu bylo porownanie zaleznosci pomigdzy chromatograficznym
parametrem hydrofobowos$ci, log 4y, otrzymanym z dwodch liniowych przebiegow
gradientowych i log P, ktory jest standardowa miara lipofilowosci lekow. W przypadku
kolumny RP-18 wykazano réznice wspotczynnikow korelacji zaleznosci log &y vs. log P
uzyskanych w uktadzie metanolowo-wodnym bez oraz z dodatkiem [EMIM][BF4] (rycina

33). y=0,936x + 0,634
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Rycina 33. Zalezno$¢ migdzy logarytmem wspotczynnika podzialu n-oktanol-woda, log P, i
chromatograficznym parametrem hydrofobowosci, log &y, dla serii analitéw: 1 — anilina, 2 — 4-chloroanilina,
3 — metoprolol, 4 — propranolol, 5 — 3,4-dichloroanilina, 3,5 — dichloroanilina, 7 — betaksolol, 8 —
fenotiazyna, 9 — 4-metoksyanilina, 10 — tiorydazyna, 11 — timolol, 12 — chinina, 13 — N-etyloanilina; log £,
wyznaczono na podstawie danych retencyjnych z dwoch liniowych przebiegow gradientowych (¢ 20 min i
60 min), zmieniajac zawarto$¢ metanolu (5-100 (% v/v)) w mieszaninie: a) metanol:bufor Brittona

Robinsona pH 3, b) metanol:bufor Brittona Robinsona pH 3 z dodatkiem 64 mM [EMIM][BF,].
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Stosujac ciecz jonowa jako modyfikator fazy ruchomej odnotowano wysoka
korelacje: R =0,958. Korelacja danych log k, uzyskanych bez modyfikatora
imidazoliowego z log P jest nizsza, ale rowniez relatywnie silna (R = 0,911). R6znica we
wspotczynnikach korelacji wynika z obecnos$ci wolnych grup silanolowych w fazie
weglowodorowe] zwiazanej chemicznie z no$nikiem krzemionkowym, zaburzajacych
liniowa zalezno$¢ Snydera-Soczewinskiego. Wartosci log &y, uzyskane z dwoch liniowych
przebiegdéw gradientowych w uktadzie metanolowo-wodnym z dodatkiem [EMIM][BF,] sa

wiarygodne i1 odzwierciedlaja wlasciwosci hydrofobowe rozdzielanego zwiazku.

4.2.5. Analiza poro6wnawcza skutecznosci thumienia oddzialywan silanofilowych przez
imidazoliowe ciecze jonowe z wykorzystaniem dwuparametrowego modelu retencji
Horvatha

Otrzymanie silnej korelacji R>0,939 migdzy [AH " 1/(k,—k) i [AH"] dla
wszystkich badanych cieczy jonowych pozwolilo na zastosowanie dwuparametrowego
modelu retencji celem wyznaczenia statej trwatosci kompleksu kation imidazoliowy-grupa
silanolowa, K. Z danych otrzymanych dla serii soli imidazoliowych wynika, Ze parametr
Ka przyjmuje rozne wartosci w zalezno$ci od struktury chemicznej uzytej cieczy jonowej
(tabela 10). Analizujac szereg homologiczny tetrafluoroboranéw  1-alkilo-3-
metyloimidazoliowych zauwaza si¢ wzrost Kx wraz ze wzrostem dlugosci lancucha
alkilowego w pozycji C-1 pierScienia imidazoliowego. Systematyczna zmiana wartosci K
dla szeregu homologicznego tetrafluoroboranéw widoczna jest w przypadku uzycia zasad
testowych: benzylotrietyloaminy i chlorpromazyny. Najwyzsze wartosci Kx uzyskano dla
pochodnych 1-oktylo-3-metyloimidazoliowych. =~ Wigksza  wartos¢ K,  dla
dhlugotancuchowych cieczy jonowych jest wynikiem silniejszej adsorpcji kationéw 1-
alkilo-3-metyloimidazoliowych na  powierzchni  oktadecylokrzemionkowej  fazy
stacjonarnej.

Mniejsza skuteczno$¢ tlumienia oddziatywan silanofilowych przez TEA niz przez
1-alkilo-3-metyloimidazoliowe ciecze jonowe spowodowana jest prawdopodobnie jej
stabszymi oddziatywaniami elektrostatycznymi z ujemnie naladowanymi grupami
silanolowymi. Dodatkowo, dostepnos¢ alkiloaminy do powierzchniowych grup
hydroksylowych jest utrudniona poprzez steryczna przeszkodg, jaka sa tancuchy

oktadecylowe fazy stacjonarnej.
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Tabela 10. Stata trwatosci kompleksu jonowego kation imidazoliowy-grupa silanolowa, X ,, wspolczynnik korelacji, R, poziom istotnosci, p, oraz btad standardowy, s, dla

rownania [AH *]/(k, —k)=1f([4H *]) dla analitdw zasadowych (benzylotrietyloaminy i chlorpromazyny) wyznaczonego metoda HPLC z uzyciem fazy ruchomej 50/50

(% v/v) acetonitryl:woda pH 3 z dodatkiem 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych cieczy jonowych i trietyloaminy; n = 6.

Typ Benzylotrietyloamina Chlorpromazyna
CIECEY JOROWEL 1 i <107 M '] R » s K, x10°[M™] R p s
[EMIM][BF4] 2,15 0,996 2,41E-08 0,089 7,40 0,992 6,00E-11 0,019
[PMIM][BF.] 2,37 0,996 1,78E-08 0,082 8,68 0,998 2,02E-10 0,027
[BMIM][BF4] 2,38 0,998 2,51E-08 0,090 9,45 0,997 1,91E-10 0,026
[HXxMIM][BF,] 2,71 0,997 9,68E-09 0,071 17,95 0,994 2,72E-10 0,029
[OMIM][BF,] 3,12 0,998 4,75E-09 0,059 18,43 0,998 0,39E-10 0,022
[MMIM][MSO4] 2,45 0,995 3,00E-05 0,532 14,31 0,996 3,49E-10 0,031
[EMIM][ESO4] 2,61 0,996 2,14E-05 0,487 7,09 0,998 7,41E-07 0,211
[BMIM][OSO4] 1,90 0,998 4,78E-06 0,335 0,94 0,999 7,54E-09 0,037
[EMIM][Br] 3,57 0,999 1,12E-06 0,233 8,24 0,998 2,03E-09 0,048
[EMIM][CI] 2,99 0,995 6,05E-06 0,355 7,90 0,995 4,10E-09 0,085
[EMIM][Ts] 0,26 0,939 2,14E-05 0,487 6,36 0,998 1,94E-08 0,084
[BMIM][Br] 2,59 0,998 1,87E-06 0,097 7,05 0,998 7,98E-10 0,038
[BMIM][CI] 2,89 0,998 3,52E-07 0,052 6,94 0,999 7,65E-10 0,037
[OMIM][CI] 5,58 0,999 8,55E-06 0,068 16,28 0,999 1,18E-10 0,023
TEA 1,13 0,987 6,00E-03 1,122 0,61 0,920 1,80E-02 2,604
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Przeprowadzono réwniez badania wptywu rodzaju anionu wchodzacego w sklad
czasteczki cieczy jonowej na warto$¢ Ka. Stosujac benzylotrietyloaming jako zasadowy
analit testowy, K, osiaga si¢ wigksza warto$¢ dla chlorkdw i bromkow 1-etylo-3-metylo-,
1-butylo-3-metylo- oraz 1-metylo-3-oktyloimidazoliowych niz dla pochodnych
alkilosiarczanowych 1 tetrafluoroboranowych. Nizsze wartosci K dla tetrafluoroboranéw
oraz alkilosiarczandw $wiadcza o tworzeniu wigzan wodorowych pomigdzy atomem
wodoru fancucha alkilowego (C-1) pierScienia imidazoliowego a wolna para elektronowa
anionu [84]. Powyzsze oddziatywania wptywaja na obnizenie stalej trwatosci kompleksu
kation imidazoliowy-grupa silanolowa. W przypadku zasadowego analitu testowego —
chlorpromazyny, widoczny jest brak zalezno$ci wartosci K4 od rodzaju anionu cieczy
jonowe;j.

Porownujac uzyskane dane retencyjne dla 6 zwiazkdw zasadowych
chromatografowanych w fazach ruchomych z dodatkiem tertrafluoroboranow 1-alkilo-3-
metyloimidazoliowych, widoczne jest skrocenie czasu analizy wraz ze wzrostem
parametru K, dla benzylotrietyloaminy jako analitu testowego (rycina 34). Sposrod
pochodnych tetrafluoroboranowych najnizsze czasy retencji uzyskano dla fazy ruchomej z
dodatkiem [OMIM][BF4] zgodnie z wartoscia K = 3,12. Mimo wzrostu rozdzielczosci
pikow uzyskanych przy zastosowaniu dlugotancuchowych cieczy jonowych maleje
jednoczesnie selektywno$¢ uktadu chromatograficznego. Najlepsze rozdzielenie
analizowanej mieszaniny otrzymano w ukladzie acetonitryl:woda pH 3 (50/50 % v/v) z

dodatkiem 32 mM [MMIM][MSQy4].

4.3. Wplyw tetrafluoroboranu 1-etylo-3-metyloimidazoliowego na zachowanie
elektroforetyczne izomerow strukturalnych kwasu nikotynowego

Badania nad kompleksami jonowymi cieczy jonowych i powierzchniowych grup
silanolowych niemodyfikowanej kapilary krzemionkowej, okreslity wptyw cieczy jonowej
na zachowanie si¢ mieszaniny izomerdéw strukturalnych kwaséw pirydynokarboksylowych
rozdzielanych metoda elektroforetyczna.

Stosujac dodatek [EMIM][BF4] do buforu podstawowego (20 mM tetraboran sodu,
pH 9,3) zauwazono znaczny wpltyw na migracj¢ kwasu nikotynowego oraz jego izomerow
strukturalnych. Wzrost st¢zenia [EMIM][BF4] z 10 mM do 70 mM, przy przytozonym

napigciu +14 kV, powodowal systematyczny spadek przeptywu elektroosmotycznego,
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[EMIM][BF,] K,=2,15

[PMIM][BF,] K, =2,37
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Rycina 34. Chromatogramy przedstawiajace rozdzielenie analitow zasadowych w ukladzie acetonitryl:woda

50/50 pH 3 (% v/v) z dodatkiem 32 mM réznych cieczy jonowych na kolumnie LiChrospher RP-18; objgtosc¢

nastrzykiwanej probki 10 pl, =1 ml/min, 7'=20°C, A = 254 nm. Anality: 1 — nafazolina, 2 — fenazolina, 3 —

chlorpromazyna, 4 — flufenazyna, 5 — propiomazyna, 6 — tiorydazyna.
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odzwierciedlajacego ruchliwo$¢ catej objetosci elektrolitu wewnatrz krzemionkowej
kapilary (rycina 35). Efekt ten jest spowodowany tlumieniem oddziatywan silanofilowych
poprzez tworzenie komplekséw jonowych kationéw imidazoliowych z ujemnie
naladowanymi powierzchniowymi grupami hydroksylowymi krzemionki. Systematyczny
spadek ruchliwosci elektroosmotycznej wptywa jednocze$nie na wzrost czasOw migracji
analitéw, #y, ktory osiaga w stezeniu >70 mM [EMIM][BF4] wartos$ci niemierzalne (rycina
36). W konsekwencji, przy zastosowaniu napigcia +14 kV nie osiagnigto catkowitego

rozdzielenia mieszaniny kwasow.

Alkohol benzylowy

Ueorx10™ [cm?V's™]
N

2 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Stezenie [EMIM][BF,] [mM]

Rycina 35. Wplyw stezenia [EMIM][BF,] w buforze podstawowym (20 mM tetraboran sodu) na ruchliwos¢

elektroosmotyczna alkoholu benzylowego; kapilara krzemionkowa niemodyfikowana o dlugosci efektywne;j

/= 38,5 cm, przytozone napigcie U = +14 kV, nastrzyk hydrodynamiczny (Ax =10 cm) 5's, T=20 °C.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze [EMIM][BF4] w maksymalnym zastosowanym st¢zeniu
(150 mM) powoduje spadek pH buforu do wartosci 8,30. W takim $rodowisku kwas
nikotynowy (pKa, = 2,07; pKax = 4,73), kwas izonikotynowy (pK, = 1,70; pKa., = 4,89)
oraz kwas pikolinowy (pKa1 = 1,06; pKa = 5,37) wystgpuja w formie zjonizowanej [85].
Poniewaz ruch analitow jest wypadkowa EOF oraz przeptywu elektroforetycznego (EPF),
to dzigki redukcji EOF ujemnie natadowane kwasy zostaja przyciagane do anody, a wigc w
kierunku przeciwnym do potozenia detektora. W tych warunkach identyfikacja oraz

oznaczenie powyzszych kwasoéw karboksylowych sa niewykonalne.
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Rycina 36. Elektroferogramy mieszaniny 1 — kwasu nikotynowego, 2 — kwasu izonikotynowego oraz 3 —
kwasu pikolinowego przedstawiajace wptyw st¢zenia [EMIM][BF,] (0-70 mM) w buforze podstawowym (20

mM tetraboran sodu) na migracje i rozdzielczo$¢ analitow testowych; kapilara krzemionkowa
niemodyfikowana o dlugosci efektywnej /=38,5 cm, przylozone napigcie U= +14 kV, nastrzyk

hydrodynamiczny (A2 =10cm) 5s, T=20 °C, 1 =254 nm

W  przeciwienstwie do standardowych modyfikatorow aminowych, zmiana
kierunku przeptywu elektroosmotycznego nie jest mozliwa w przypadku uzytej cieczy
jonowej. Spowodowane jest to powstaniem sterycznej bariery imidazoliowej,
uniemozliwiajacej dostep swobodnie poruszajacych si¢ kationow buforu, warunkujacych

powstanie dyfuzyjnej warstwy podwdjnej (rycina 37). Zredukowanie EOF umozliwito

2\ T\ =\ /) =\
r‘ AN Hs KNWN\CHa r \:’}N‘ H; r’ WN\ r WN\CH
H,C ,C H,C y K
S, O 0> DA 0 DA o @
o~ o N= 0"
CH, ju, J:Hg jH, jHJ
3~ X H.C

Rycina 37. Mechanizm rozdzielenia kwasow karboksylowych z uzyciem [EMIM][BF,].

76



rozdzielenie mieszaniny izomeréw kwasu nikotynowego w oparciu o r6zna ruchliwos¢
elektroforetyczng Catkowite rozdzielenie analizowanych kwasow karboksylowych
uzyskano stosujac 20 mM bufor tetraboranowy z dodatkiem 150 mM [EMIM][BF,] oraz
odwrécona polaryzacje elektrod z katoda na wlocie do kapilary (-14 kV) (rycina 38).
Dodatkowo, o redukcji EOF $wiadczy brak piku czasteczki obojetnej — znacznika

przeptywu elektroosmotycznego.

3

142
~ /
90 mM
— A
™~ / 100 mM
2 3
— . [\_-ﬂ_//; 110 mM
1+2 ~ 3
_ - J. 120 mM
> 2 3
E ~ 7
=) 130 mM
2 3
D4 /
40 mM
2 3
T/
150 mM
0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
tm [min]

Rycina 38. Elektroferogramy mieszaniny: 1 — kwasu nikotynowego, 2 — kwasu izonikotynowego oraz

3 — kwasu pikolinowego przedstawiajace wplyw stgzenia [EMIM][BF,] (90-150 mM) w buforze
podstawowym (20 mM tetraboran sodu) na migracj¢ 1 rozdzielczo$¢ analitow testowych; kapilara
krzemionkowa niemodyfikowana o dlugosci efektywnej/=38,5 cm, przylozone napigcie U=-14 kV,

nastrzyk hydrodynamiczny (A2 =10 cm) 5's, T=20 °C, A = 254 nm.

Zgodnie z mechanizmem EPF, zdolno$¢ migracji jonu w polu elektrycznym zalezy

od jego tadunku i promienia jonowego:
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-9 4.1
Ho = 4.1)

gdzie u., jest ruchliwoscia elektroforetyczna, ¢ — tadunkiem jonu, 77 — lepkos$cia buforu,
7 — promieniem jonu.

Nalezy podkresli¢, ze ze wzrostem st¢zenia [EMIM][BF,4] w buforze podstawowym
wzrasta rozdzielczo$¢ pikow, Rs, oraz zmniejsza si¢ szerokos¢ piku przy podstawie, wy
(rycina 39, tabela 11). Dodatek [EMIM][BF4] w zakresie stezen 90-120 mM do buforu
podstawowego nie powoduje rozdzielenia pikow kwasu nikotynowego 1 kwasu
izonikotynowego. Dlatego w tabeli 13, w, przyjmuje takie same warto$ci dla obydwu

kwasow.

—a— Kwas nikotynowy -2
30 +
——o— Kwas izonikotynowy
—4&— R +15
25 + * ’
+1
T 20 +
E 4
=
15 + -+ 0,5
10 + T0
5 | | | | | | _O,5

90 100 110 120 130 140 150
Stezenie [EMIM][TFB] [mM]

Rycina 39. Wplyw stezenia [EMIM][BF,] na retencje i rozdzielczos¢ pikow kwasu nikotynowego i
izonikotynowego; kapilara krzemionkowa niemodyfikowana o dlugosci efektywnej /= 38,5 cm, bufor 20
mM tetraboran sodu, przytozone napigcie na wlocie do kapilary U= -14 kV, czas nastrzyku probki 5 s,

dhugosci fali A =254 nm, T =20 °C.
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Tabela 11. Szerokos$¢ piku przy podstawie, wy, dla badanych kwaséw pirydynokarboksylowych w réznych
stezeniach [EMIM][BF4] w buforze podstawowym (20 mM tetraboran sodu); kapilara krzemionkowa
niemodyfikowana o dhugosci efektywnej /=385 cm, przylozone napiecie U=-14 kV, nastrzyk
hydrodynamiczny (Ah =10 cm) 5's, T=20°C, 1 = 254 nm.

Stezenie W
[EMIMILBE.] Kwas nikotynowy Kwas izonikotynowy Kwas pikolinowy

90 mM 1,680 1,472
100 mM 1,481 1,414
110 mM 0,827 1,341
120 mM 0,682 1,269
130 mM 0,543 0,712 1,237
140 mM 0,478 0,527 0,919
150 mM 0,341 0,392 0,696

Powtarzalno$¢ parametrow elektroforetycznych dla 5 kolejnych analiz zostala
przedstawiona w tabeli 12. Niskie warto$ci wspolczynnika zmiennosci dla y, 4 oraz A°
swiadcza o powtarzalno$ci oznaczen w zastosowanym uktadzie (20 mM bufor boranowy,

150 mM [EMIM][BF4]), co umozliwia szybkie i skuteczne rozdzielenie badanych kwaséow.

Tabela 12. Powtarzalno$é czasu migracji, £y, powierzchni piku, 4, oraz skorygowanej powierzchni piku, 4°,
kwasu nikotynowego, kwasu izonikotynowego oraz kwasu pikolinowego w buforze podstawowym (20 mM
tetraboran sodu, pH 8,3) z dodatkiem 150 mM [EMIM][BF,]; kapilara krzemionkowa niemodyfikowana o
dhugosci efektywnej / = 38,5 cm, przytozone napigcie U = -14 kV, nastrzyk hydrodynamiczny (Ak = 10 cm)
5s, T=20°C, 2 =254 nm.

RSD% (n=15) Kwas nikotynowy Kwas izonikotynowy Kwas pikolinowy

Im 0,32 0,35 0,46
A 1,64 1,33 2,60
A° 0,61 0,62 0,42
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4.4. Analiza cieczy jonowych metoda CE

Przy zastosowaniu CE z uzyciem detekcji spektrofotometrycznej UV oznaczono 10
kationé6w imidazoliowych. Rozdzielenie mieszaniny cieczy jonowych byto zgodne z masa
czasteczkowa, My, poszczegoélnych kationow imidazoliowych. Uzyskano silng korelacjg
R=09984 dla funkcji tv=f(Mw) zaréwno dla 1l-alkilo- oraz 1-arylo-3-
metyloimidazoliowych (rycina 40). Przy pominigciu aromatycznych pochodnych
imidazoliowych ([BzMIM] oraz [pMBzMIM]) wspotczynnik korelacji wzrasta do wartosci
R =0,9994. Rozdzielenie [EEIM] oraz [PMIM] bylo niemozliwe z powodu tej same;j
warto$ci My = 170,3.

Przytozone napigcie +12 kV pozwolito na uzyskanie uktadu elektroforetycznego
charakteryzujacego si¢ wysoka sprawnoscia mimo dos¢ wysokiego (ale akceptowanego)
natezenia pradu (~ 90 pA). Optymalne rozdzielenie analizowanych cieczy jonowych
uzyskano stosujac 200 mM bufor cytrynianowy o pH 4 (rycina 42). Duza sila jonowa
buforu podstawowego wptyngla na ostabienie EOF jednocze$nie wydtuzajac #y analitow.
Wodne roztwory cieczy jonowych charakteryzowaly si¢ nizszym przewodnictwem od
buforu podstawowego. Roéznica w przewodno$ci wptyngta na znaczny wzrost nat¢zenia
pola elektrycznego w wodnym roztworze analitow, przez co rozdzielane kationy

imidazoliowe ulegly ogniskowaniu na granicy stref probka/elektrolit. Proces zawgzania

y =0,069x + 2,056

20 -
n=11 R=0,998 p=>5221E-014
[DMIM]
15 - [PMBzMIM] [NMIM]
[ [OMIM]
= [HxMIM]
- [BzMIM]
[BMIM]
10 - [PMIM]=[EEIM]
[EMIM]
[MMIM]
5 ‘ | |
90 140 190 240
Mw

Rycina 40. Zalezno$¢ f; od My kationow imidazoliowych: ® — kationy 1-alkilo-3-metyloimidazoliowe,

m — kationy 1-arylo-3-metyloimidazoliowe.
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Rycina 42. Elektroferogram przedstawiajacy rozdzielenie mieszaniny 10 kationéw imidazoliowych; kapilara
krzemionkowa niemodyfikowana o dtugosci efektywnej / = 37,5 cm, 200 mM bufor cytrynianowy pH 4,
przytozone napigcie na wlocie do kapilary U = +12 kV, stezenie analitow — 5 pg/ml, nastrzyk

hydrodynamiczny (A2 =10 cm) 50 s, T = 20°C, 1 =254 nm.

pasma (stacking) wplynal na osiagnigcie duzej powtarzalno$ci oznaczen kationow
imidazoliowych przy dhugosci nastrzyku 50 s, a nawet 200 s. Powtarzalno$¢ ty;,, 4, oraz A°
dla pigciu kolejnych analiz okre§lona jest wspotczynnikiem zmienno$ci w granicach od

0,05 % do 2,48%. Wyniki przedstawia tabela 13.

Tabela 13. Powtarzalno$¢ czasu migracji, ty, powierzchni piku, 4, oraz skorygowanej powierzchni piku, 4°,
analizowanych kationéw imidazoliowych w ukladzie elektroforetycznym: 200 mM bufor cytrynianowy pH 4,
przytozone napigcie na wlocie do kapilary U = +12 kV, stgzenie analitbw — 5 pg/ml, nastrzyk

hydrodynamiczny (A =10 cm) 50 s, 7= 20°C, 1 =254 nm.

R(EES?) [MMIM] [EMIM] [PMIM] [BMIM] [BzMIM] [HMIM] [pMBzMIM] [OMIM] [NNIM] [DMIM]
tm 0,08 0,10 0,07 0,08 0,09 0,08 0,06 0,09 0,05 0,8
A 1,55 2,24 1,72 1,30 2,07 1,72 1,84 2,55 1,46 2,32
A° 1,5 2,15 1,67 1,24 2,07 1,66 1,80 2,48 1,42 2,25
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Zoptymalizowana metode¢ rozdzielenia kationéw imidazoliowych poddano analizie
liniowos$ci w zakresie stezen 1-100 uM dla [EMIM] i 1-150 uM dla [BMIM]. Wysoka
wartos¢ R = 0,998 dla [EMIM] oraz R =0,997 dla [BMIM] $wiadczy o silnej liniowej
zalezno$ci pola powierzchni pikow od stezenia roztwordw wzorcowych w badanym
zakresie stezen (tabela 14). Granica wykrywalno$ci metody analitycznej zostata okreslona
na poziomie 0,01 pg/mL w przypadku zastosowania dtugiego czasu nastrzyku (500 s) oraz

0,1 pg/mL przy czasie nastrzyku 5 s.

Tabela 14. Zakres liniowos$ci, rownanie regresji liniowej (£ odchylenie standardowe), wspotczynnik
korelacji, R, poziom istotnosci, p, oraz liczba punktdw uzyta przy wyprowadzaniu réwnania, n, dla
zaleznosci pola powierzchni piku wzgledem stezenia [EMIM] 1 [BMIM]; kapilara krzemionkowa
niemodyfikowana o diugosci efektywnej / = 37,5 cm, 200 mM bufor cytrynianowy pH 4, przylozone
napigcie U = +12 kV, nastrzyk hydrodynamiczny (Az =10 cm) 5 s, 7=20°C, A =254 nm.

[EMIM] [BMIM]

Zakres liniowosci 1-1200 pg/ml 1-150 pg/ml

Rownanie regres;ji y = 353(£73) + 577(£16)x y = 302(£116) + 790(£27)x

R 0,998 0,997
p 3,19E-08 9E-06
n 8 8
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5. Whnioski

W niniejszej pracy wykazano, ze ciecze jonowe jako modyfikatory fazy ruchome;j
w chromatografii cieczowej i technikach elektromigracyjnych hamuja niekorzystny wptyw
oddzialywan silanofilowych na retencje analitow. Zastosowanie dwuparametrowego
modelu retencji oraz otrzymanie liniowych izoterm Langmuira potwierdzito wigksza
skuteczno$¢ cieczy jonowych w thumieniu oddziatywan silanofilowych w poréwnaniu z
powszechnie stosowanymi w chromatografii cieczowej modyfikatorami eluentow —
alkiloaminami. Inhibicyjny charakter cieczy jonowych wobec powierzchniowych grup
hydroksylowych krzemionki potwierdzony zostat rowniez metoda elektroforetyczna.

Grupy silanolowe sa przeszkoda w przypadku chromatografii zwiazkow
zasadowych zarowno w NP LC jak RP LC. Ich skuteczna neutralizacja przez modyfikatory
imidazoliowe faz ruchomych umozliwia dobre rozdzielanie za pomoca TLC i HPLC
ksenobiotykow zasadowych. Sila tlumienia oddziatywan silanofilowych przez ciecze
jonowe w niewielkim stopniu zalezy od pH eluentu. Duza skuteczno$¢ thumienia
niekontrolowanych oddzialywan silanofilowych przez ciecze jonowe pozwala tez na
doktadniejsze wyznaczanie chromatograficznego parametru hydrofobowosci, log &y, W
uktadzie RP HPLC niz w przypadku zastosowania standardowych eluentow
buforowanych.

Zastosowane jako modyfikatory faz ruchomych pochodne 1-alkilo-3-
metyloimidazoliowe w  stgzeniu 0,1-1,5 % (v/v) umozliwiaja rozdzielanie
chromatograficzne analitow zasadowych w szerokim zakresie temperatur (25-80°C) oraz
odczynu fazy ruchomej (2-8). W przypadku HPLC z uzyciem detekcji UV ograniczeniem
modyfikatorow imidazoliowych jest dtugos$¢ fali promieniowania powyzej 215 nm. W
praktyce wyklucza to uzycie pochodnych pirydyniowych. Problem powinna rozwiazaé
nowa klasa fosfoniowych cieczy jonowych, niezawierajacych ugrupowania
aromatycznego, ktore w najblizszym czasie stang si¢ komercyjnie dostgpne.

Sole imidazoliowe jako modyfikatory fazy ruchomej w chromatografii cieczowej i
technikach elektromigracyjnych, dzigki niskiej lotnosci i1 toksycznosci sa wygodne i
bezpieczne w uzyciu. Zastapienie mato efektywnych i lotnych dodatkow alkiloaminowych
przez ciecze jonowe nie tylko poprawia sprawnos$¢ rozdzielen zwiazkow zasadowych, ale
réwniez wplywa na bezpieczenstwo pracy w laboratorium analitycznym.

Ciecze jonowe naleza do najbardziej obiecujacych grup zwiazkéw chemicznych.

Wykazana w pracy doktorskiej przydatnos¢ cieczy jonowych w chromatografii cieczowej 1
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technikach elektromigracyjnych jest oryginalnym wkltadem w rozwdj tzw. ,.zielonej

chemii” (green chemistry).
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6. Streszczenie

Problem niekontrolowanych oddzialywan silanofilowych w chromatografii
cieczowej w tzw. odwroconym ukladzie faz (RP LC) zostal czgSciowo rozwiazany po
wprowadzeniu nowoczesnych faz stacjonarnych. Jednakze analiza zwiazkéw zasadowych
nadal nastrgcza trudno$ci. Nawet najlepsze procedury otrzymywania chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych bazujacych na nos$niku krzemionkowym pozostawiaja okoto
50 % wolnych silanoli. Dodawanie alkiloamin do fazy ruchomej nie pozwala na catkowite
wyeliminowanie oddzialywan silanofilowych powodujacych silne zatrzymywanie
zwiazkow zasadowych

Dogodne 1 selektywne rozdzielanie ksenobiotykow zasadowych jest szczegdlnie
wazne w analityce farmaceutycznej, farmakokinetycznej i toksykologicznej. Dlatego celem
pracy doktorskiej byto poszukiwanie skuteczniejszych inhibitoréw oddziatywan
silanofilowych od standardowych modyfikatoréw alkiloaminowych faz ruchomych
stosowanych dotychczas w RP LC. Gléwnym zadaniem badawczym byta ocena
skuteczno$ci  1-alkilo-3-metyloimidazoliowych cieczy jonowych jako inhibitorow
oddziatywan silanofilowych. Badano wplyw rodzaju anionu cieczy jonowej, dtugos¢
fancucha alkilowego w pozycji C-1 pierScienia imidazoliowego, temperatury 1 pH fazy
ruchomej. Efekt soli imidazoliowych okazat si¢ znacznie wyzszy od standardowych
modyfikatorow fazy ruchome;j, takich jak trietyloamina, dimetylooktyloamina i amoniak.
Dodatek do eluentu badanych cieczy jonowych w stezeniu 0,1-1,5 % (v/v) umozliwiat
rozdzielenie chromatograficzne lekow zasadowych zarowno metoda TLC jak i HPLC.

Duza skuteczno$¢ tlumienia oddzialywan silanofilowych przez ciecze jonowe
zostata potwierdzona teoretycznie. Dwuparametrowy model retencji umozliwit okreslenie
statych trwalosci komplekséw kationéw imidazoliowych z grupami silanolowymi fazy
stacjonarnej.

Zastapienie powszechnie stosowanych dodatkéw alkiloaminowych tzw. ,,zielonymi
rozpuszczalnikami” usprawnia rozdzielenia chromatograficzne 1 redukuje zuzycie
ekologicznie szkodliwych alkiloamin. Unikatowe wtasciwos$ci fizykochemiczne cieczy
jonowych czynia je atrakcyjnymi modyfikatorami fazy ruchomej, alternatywnymi do

tradycyjnie stosowanych alkiloamin.
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7. Summary

Problem of wuncontrolled silanol interactions in reversed phase liquid
chromatography (RP LC) has partially been resolved by the application of the modern
stationary phases. However, analysis of basic compounds still remains an issue. Even the
best procedures of manufacturing chemical bonded phases based on the silica causes the
remaining about 50 % free silanols. The addition of alkylamines to the mobile phases does
not fully remove the deleterious effect of free silanols on basic analytes’ retention.

Convenient and selective separation of basic xenobiotics is very important in
pharmaceutical, pharmacokinetics and toxicological analysis. Therefore, the aim of Ph.D.
thesis was the searching for more efficient suppressors of free silanols in RP LC than
standard alkyloamines so far applied. The main goal of the research was the evaluation of
silanol suppressing potency of the 1-alkyl-3-metylimidazolium ionic liquids. The effects of
counterion of ionic liquid, length of alkyl chain at C-1 position in imidazolium ring of
ionic liquid, temperature and pH of mobile phase were studied. The efficiency of ionic
liquids markedly exceeded that of the standard mobile phase additives, like triethylamine,
dimethyloctylamine and ammonia. The addition studied ionic liquids to the eluent at
concentration 0,1-1,5 % (v/v) provided chromatographic separation of basic drugs in both
TLC and HPLC.

The high silanol suppressing potency of ionic liquids was also confirmed
theoretically. The two-retention site model enabled determination of the stability constant
of the complexes of imidazolium cations with the silanols groups of the stationary phase.

The replacement of the commonly used alkylamine additives with the so-called
»green solvents” improves chromatographic separations and reduces the use
environmentally harmful amines. The unique physicochemical properties of ionic liquids
make them an attractive, alternative to traditional alkylamines used as mobile phase

modifiers.
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