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Infoleht

Vedelikkromatograafia mobiilfaaside Gldistatud pH vaartused

T60s moddeti kahe metoodikaga 23 mobiilfaasile pH O vadrtused. pH O véartused oleksid

abs abs

vOimalik alternatiiv teistele pH mddtemeetoditele (WpH ja pH) vedelik-kromatograafias

retentsiooni Kirjeldamiseks. Saadud pH O vidrtused olid aluselisemad kui wpH ja pH

abs

vaartused ning erinesid varem saadud pH'? 9 tulemustest. M&temetoodika edasiarenduse t3ttu

abs

on pohjust arvata, et t00s saadud tulemused on usaldusvééarsemad kui varasemad tulemused.

Esmakordselt  kasutati pH véaartuste mootmisteks soolasillaga  kombineeritud

abs

klaaselektroodi ning seda metoodikat saab kasutada rutiinlaboris.

Marksonad: pH, tldistatud happelisus, mobiilfaas, atsetonitriil, metanool

CERCS: P300, Analuttiline keemia; P400 Fulsikaline keemia; P401 Elektrokeemia

Unified pH values of liquid chromatography mobile phases

The pH'2 9 values of 23 mobile phases were determined. The pH'2° measurements are a

abs abs

possible alternative to other more commonly used pH measuring methods (\ypH and SpH). The

measured pH 9 values were more basic than wpH and spH values. The pH 9 values

abs abs

achieved in this work differed from previously known values. Due to the development of

measurement methodology, it is believed that the results obtained from this work are more

reliable than the previous results. pH 9measurements were also conducted with two different

abs

combined electrodes, which had their outer solution replaced with a salt bridge. Those

measurements showed that the composition of the combined electrode is essential in pH. 2.

measurements.

Keywords: pH, unified acidity, mobile phase, acetonitrile, methanol

CERCS: P300, Analytical chemistry; P400 Physical chemistry; P401 Electrochemistry
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1. Sissejuhatus

Mobiilfaasid koosnevad orgaanilistest solventidest voi segudest, mille koostises on peale

orgaanilise solvendi vesi voi puhverlahus ning neid kasutatakse vedelikkromatograafias.'?

pH on keskkonna happelisuse iseloomustaja. Paljude keemiliste protsesside juures on pH iks
olulisemaid mdjutajaid, mistdttu on oluline jalgida ja kontrollida keskkonna pH vééartust. pH
mdjutab vedelikkromatograafia mobiilfaasides uuritavate ainete omadusi. Kui analttdil on
happe vOi aluse omadused, siis sdltub keskkonna pH-st, missugusel kujul analiitt on. Siin t06s
lahtutakse Brgnstedi hapete-aluste teooriast. Nimelt on madala pH korral hape protoneerunud
vormis ning on neutraalne ja madalama polaarsusega. Alused on samuti protoneerunud vormis
madala pH keskkonnas, kuid on laenguga ja kdrge polaarsusega. Olenevalt analliidi vormist,

vOib analtddil olla erinev retentsiooniaeg kromatograafi kolonnis.

pH moadtmist vedelikkromatograafia mobiilfaasides muudab keerulisemaks see, et erinevatest
solventidest valmistatud mobiilfaaside pH vaartused on vdrreldamatud erinevate nullpunktide
t6ttu pH skaalal. Uldistatud pH skaala (pHabs)® vdimaldab vdrrelda mobiilfaaside pH vaartuste
erinevust isegi siis kui mobiilfaasid on valmistatud erinevatest solventidest voi kui mobiilfaasid
on valmistatud erinevate massi osakaaludega. KOiki pHabs vadrtuseid nihutatakse konstandi

vOrra nii, et need oleksid vorreldavad tavalisel vee pH skaalal. Selle nihkega saadakse

abs

55 24
vaartused.~* pH_ >

mobiilfaasidele pH vaértused saadakse potentsiomeetriliselt, mootes

klaaselektroodidega potentsiaali erinevust elektrokeemilise raku eri ruumides olevate lahuste

vahel. Ei saa eeldada, et kromatografistid hakkavad kasutama sellist eksperimentaalselt

abs

ndudlikku pH_ 2~ mddtemeetodit. Seega pakub huvi, kas on véimalik luua kromatografistidele

H,0

abs vadrtuste mootmiseks, kasutades soolasillaga

ké&epdrane vOimalus mobiilfaaside pH

kombineeritud klaaselektroode.

TGO eesmark on m@dta ja maarata erinevate atsetonitriilil (MeCN) ja metanoolil (MeOH)

pohinevate vedelikkromatograafia mobiilfaaside pH_ >

vadrtused ning vorrelda saadud

tulemusi tavalistel meetoditel méddetud pH véartustega (\vpH ja spH) ja varem md&ddetud

prﬁf vadrtustega. To0s pustitatakse hiipotees, et sobiva koostisega soolasillaga kombineeritud
klaaselektroode kasutades on vimalik mddta vesi-orgaanika segude pH;ff vaartusi, kasutades

tavaparast pH mdoteaparatuuri ja tavalisi vesilahuse baasil valmistatud kalibreerimispuhvreid.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1. pH maiste
pH on lahuse happelisuse nditaja. Konventsionaalne pH, st pH vastavalt TUPAC’i

definitsioonile, on lahustes defineeritud solvateeritud vesinik-iooni aktiivsuse kaudu.®

My+Yyts

pH = —logay,s = —log (— 5= 1)

kus ay+ ¢ on solvateeritud prootoni suhteline aktiivsus lahustis S molaalsusskaalas, my+
prootoni  molaalsus, yy+s  prootoni  aktiivsuskoefitsient — molaalsusskaalal ja

m® standardmolaalsus. ~ Standardolekuks on  (hikulise ~molaalsusega  vesinikiooni
kontsentratsioon 25 °C ja 1 atm juures. Igal lahustil v6i lahustite segul on oma individuaalne
pH skaala, sest vesinikioonide keemiline potentsiaal eelmainitud standardolekus sdltub lahusti
omadustest, eeskitt vesinikiooni solvatatsiooni-vabaenergiast vastavas lahustis.® Selle téttu

pole need skaalad erinevates lahustites omavahel vérreldavad.’

2.2. PHabs ja pHabs™2° mdiste

Eelmise alajaotuse 16pus mainitud mittevorreldavus on tilikas. Selle vastu on pikalt otsitud
lahendust ja uldistatud pH ehk pHabs vOibki selle jaoks olla sobiv lahendus. Lahuse olemusliku
happelisuse madrab solvateeritud prootoni termodinaamiline aktiivsus, mida valjendab
solvateeritud prootoni keemiline potentsiaal. pHabs Skaala pdhineb solvateeritud vesinikiooni
absoluutsel keemilisel potentsiaalil.? Standardolekuks kasutatakse teoreetilist ideaalset
prootongaasi rohul 1 bar 25 °C juures. Vesinikiooni aktiivsus lahustes vaheneb solvatatsiooni

tottu ja prootoni absoluutne keemiline potentsiaal ndhtub selle vorrandi kaudu:
uapbs(H*, s0Iv) = AsonG°(H™) — [pH x RT In 10] (2)

kus wans(H*, solv) on solvateeritud prootoni absoluutne keemiline potentsiaal uuritud solvendis,
AsovG°(H™) on prootoni solvatatsiooni Gibbsi vabaenergia, pH on ,tavaparane®, st lahustist
sOltuv pH, R on universaalne gaasikonstant ja T on absoluutne temperatuur. Eelnevast
vOrrandist nahtub, et tavaparane pH sdltub H* solvatatsioonivabaenergiast vastavas lahustis,
mis ongi erinevate lahustite pH skaalade mittevorreldavuse pohjuseks. Seevastu pHabs Vaartus

on defineeritud vorrandiga, mis on lahustist s6ltumatu:

_ Haps(H*,s01v) (3)
RTIn10

pHabs =



Tulenevalt pHabs skaala standardolekust on vorrandist (3) saadud pHaps Vaértused harjumatud,

naiteks pH 7 vesilahuse pHabs vaartus on umbes 200. pHaps mugavamaks kasutamiseks on

abs

otstarbekas nihutada pHabs skaala kohakuti vee pH skaalaga, mille tulemusena saadakse pH

H,0

abs naiteks 7,00, siis on selles keskkonnas

skaala. Seega, kui mistahes keskkonnas on pH
prootoni termodtinaamiline aktiivsus sama, mis vesilahuses, mille tavaparane pH on 7,00. Selle

saavutamiseks nihutatakse pHabs vaartused konstandi vorra:

H,0 _ pH bs + AsolvGO(I'I-I_rI'IZO)
abs as RTIn10

pH 4)

kus Ago1yG°(H*, H,0) on prootoni solvatatsiooni Gibbsi vabaenergia vees.

abs

Selle nihke tulemusena on pH vaartused otse voOrreldavad veefaasi pH skaalal esitatud

vaartustega (Joonis 1).27

-945 -1025 -1105 -1185 -1265 -1345
abs(H™)/ I I I I I I
kJ mol™ I I I I I I
14 H,O
17 MeOH
39 MeCN
_ I | | | I
H.. 20
e I I I I I
-28 -14 0 14 28 42
MeOH - Metanool MeCN - Atsetonitriil

Joonis 1: Prootoni absoluutse keemilise potentsiaali uans(H", solv) ja pH;fso skaala. Kastidega
on ndidatud pH skaalade ulatused mdnedes lahustites.

2.3. pH potentsiomeetriline maaramine

Potentsiomeetrilised pH mddtmised pdhinevad potentsiaalide vahe  mod6tmisel
elektrokeemilises rakus. Potentsiomeetriline rakk koosneb kahest elektroodist, modtevahendist,
naiteks pH-meetrist, ja uuritavast lahusest. Enamasti on (ks elektroodidest vdrdluselektrood,

tavaliselt hdbe-hdbekloriidelektrood, mille potentsiaal ei sOltu lahuse koostisest ja mille



potentsiaal on uuritavas lahuses konstantne. Teine elektrood on indikaatorelektrood, mille
potentsiaal sdltub madratava iooni aktiivsusest lahuses. pH mddtmiste juures on selleks
enamasti klaaselektrood, mille potentsiaal sdltub lahuses olevate vesinikioonide aktiivsusest.
Madlemad elektroodid on Uhendatud mddtevahendiga, mis mdddab elektroodide potentsiaalide
vahet. Sellised pH mddtmised to6tavad vesikeskkonnas hasti.’

Potentsiomeetria mitte-vesilahustes on teatud piirangutega vorreldes vesilahustega. Mitte-
vesilahuste modtmistes pustitub stabiilne nait aeglaselt ja médtmiste korratavus on halvem
vorreldes vesilahustega. Kui mitte-vesilahustes md6tmiste juures kasutatakse vesilahustes
kasutusel olevat vordluselektroodi, siis peab mddtmiste juurde arvestama vedelik-vedelik
piirpinna potentsiaaliga vesilahuse ja mitte-vesilahuse vahel. Kui the iooni tlekandekiirus
erineb teise iooni omast vai kui erinevad ioonide solvatatsiooni-vabaenergiad eri lahustites voi
erinevad nende lahustite molekulide polaarsused, siis kokkupuutekohas toimub laengute
eraldumine ja tekib potentsiaalide erinevus. Seda potentsiaalide erinevust nimetatakse vedelik-
vedelik piirpinna potentsiaaliks (LJP). Lisaks ei ole mitte-vesilahustes head vordluselektroodi,

mis tootaks igas lahuses.®®

Hzo ~ ~
abs MOOdetud

Vordluselektroodist tulenevate probleemide valtimiseks on mittevesilahustes pH

suhtelisel meetodil — vahetult md6deti potentsiaalide vahet kahe klaaselektroodi vahel, mis olid
sukeldatud omavahel soolasillaga thendatud lahustesse. Saadud potentsiaalide vahe kaudu leiti

H,0 . . 7
abs vaartuste erinevus.

lahuste pH

Elektroodi potentsiaali sdltuvust ioonide kontsentratsioonist lahuses kirjeldab matemaatiliselt

Nernsti vorrand:
RT
E=E,— Ean (5)

kus E on elektroodi potentsiaal, Eo on elektroodi standardpotentsiaal, R on universaalne
gaasikonstant, F on Faraday konstant, T on absoluutne temperatuur, n on reaktsioonis osalevate
elektronide arv ja Q on elektroodil toimuv poolreaktsioon. Kui muuta konstandid numbrilisteks
véértusteks, teisendada naturaallogaritm kimnendlogaritmiks ja temperatuuri tingimuseks

madrata 25 °C, saame Nernsti vorrandi kujul:*

0,0592

E=E,— logQ (6)



2.4. pH mootmiseks kasutatud elektroodid

Klaaselektrood

Klaaselektrood on ioonselektiivne elektrood (ISE), mis on tundlik H*-ioonide suhtes.
Klaaselektroodi pH-tundlik osa on dhukese klaasmembraaniga kuul. Kdige levinumate
klaaselektroodide sees on muutumatu pH-ga lahus. Tlupiliselt kasutatakse selleks lahuseks
HCI lahust. Muutumatu pH-ga lahuse sisse on sukeldatud Ag/AgCl elektrood. Potentsiaali
moddetakse Kklaaselektroodis asuva sisemise ja eraldiseisva valise vordluselektroodi vahel.
Sisuliselt mdodab klaaselektrood potentsiaalihiipet klaasmembraani sisemise ja vélimise pinna

vahel 1810

Klaaselektroodi puhul on vesinikioonide kontsentratsioon ja aktiivsus membraani sees
konstantne. Vesinikioonide kontsentratsioon véljaspool membraani méérab vesinikioonide
aktiivsuse uuritavas lahuses. See kontsentratsioonide erinevus pohjustab potentsiaalide

erinevuse, mida mdddetakse pH-meetriga.810

Kombineeritud klaaselektrood

Kombineeritud klaaselektrood koosneb indikaator-klaaselektroodist (koos sisemise hdbe-
hdbekloriidelektroodiga) ja vélisest hdbe-hdbekloriid vordluselektroodist, mis on paigutatud
samasse kesta. Véline vordluselektrood on Uhendatud uuritava lahusega klaasist poorse

ihenduse kaudu (Joonis 2, parem).*

Siselahuse tditeava

Lahuse téiteava

1

Vilimiselahuse tditeava

KCl lahus
Ag/AgCl vordluselektroodid

———[Nazs][NTH]

KCl lahus

Ag/AgCl vordluselektroodid

Sisemine poorne tihendus

Vilimine poorne ithendus Poorne iihendus

pH elektroodi

pH elektroodi siselahus

siselahus
Klaasmembraan

Klaasmembraan

Joonis 2: Soolasillaga kombineeritud klaaselektroodi (vasak) ja tavalise kombineeritud
klaaselektroodi (parem) skeem.



Soolasillaga kombineeritud klaaselektrood

Soolasillaga kombineeritud klaaselektrood erineb tavalisest kombineeritud klaaselektroodist
sellepoolest, et lisatud on soolasild sisemise vordluselektroodi ja uuritava lahuse vahele (Joonis
2, vasak). Soolasilla elektrolitidi lahus moodustab the piirpinna vordluselektroodi lahusega ja
teise uuritava lahusega. Kummagi piirpinna juures esineb LJP. Siselahuse ja soolasilla vaheline
LJP on konstantne, sest KCI kontsentratsioon ei muutu. Kui kasutada soolasillas ioonset
vedelikku, s6ltub uuritava lahuse ja soolasilla piirpinna LJP vaid ioonsest vedelikust.!!
Uuritavad lahused vdivad olla erinevad niikaua, kui nende ioontugevused on oluliselt
madalamad kui on ioonvedeliku ioontugevus (kdesolevas t06s kasutatud ioonse vedeliku
ioontugevus on ligikaudu 3 mol/l). Sellisel juhul on ioonse vedeliku ja uuritava lahuse vaheline
LJP sama, mis ioonse vedeliku ja kalibreerimislahuste vaheline LJP ning see vdimaldab

kasutada tavapérast kalibreerimisgraafiku meetodit.8°

2.5. Poordfaas-vedelikkromatograafia

Kromatograafia on meetodite grupp, millega eraldatakse segude komponente uksteisest.!?
Vedelikkromatograafia on kromatograafia eriliik, mille puhul eraldatavad ained elueeritakse
vedeliku voolus l&bi sorbendiga tdidetud kolonni. See eraldusprotsess pohineb proovi
komponentide erineva tugevusega interaktsioonidel mobiilse ja statsionaarse faasiga.
Komponendid, mille vastasmfjud statsionaarse faasiga on tugevamad ja mobiilfaasiga
ndrgemad, viibivad kolonnis kauem ning vastupidisel juhul viibivad komponendid kolonnis
luhemat aega. ldeaalsel juhul valjuvad komponendid kolonnist Uksteise jarel eraldi ja
detekteerimisel ei kattu Uksteisega. POordfaas-vedelikkromatograafias on statsionaarne faas
mittepolaarne ja mobiilfaas on polaarne lahusti voi lahustite segu. Kolonnis elueeruvad
polaarsed tihendid enne mittepolaarseid.t

Levinuim on nn Cis statsionaarne faas, mis koosneb mdne mikromeetrilise keskmise
labimbdduga poorsetest silikageeli terakestest, mille pinnale on keemiliselt seotud
oktadetsiiiilriihmad.!® Levinuimad mobiilfaasid on metanooli v6i atsetonitriili segud
vesipuhvriga, millele on pH stabiliseerimiseks lisatud mdnda nérka hapet, ndrka alust voi

soola. '

pH voib vedelikkromatograafias mdjutada protsesse mitmel viisil. Olenevalt analtiidist vdib
pH mdjutada selektiivsust, piigi kuju ja retentsiooniaega. Kui analliit on hape vdi alus, siis

sOltub keskkonna pH-st, kas uuritav tihend on mobiilfaasis neutraalsel vdi ioniseeritud kujul.



Madala pH korral on hape pdhiosas neutraalse molekuli kujul ja seega madalama polaarsusega
kui kdrge pH korral, mil hape on pdhiosas aniooni kujul. Alused on madala pH korral pdhiosas
protoneerunud vormis, mis tanu laengule on kdrge polaarsusega. Olenevalt tihendi polaarsusest

muutub selle retentsiooniaeg kolonnis.»1>16

Reaalselt lahutuses ideaalset olukorda just tihti ei esine ja piikide kattumine on sagedane. Selle
valtimiseks modifitseeritakse kas statsionaarset faasi (ttilikam) voi mobiilset faasi (lihtsam). Ja
mobiilfaasi modifitseerimise Uheks tavapéraseks vOimaluseks on mobiilfaasi pH muutmine.
Selline modifitseerimine eeldab vdimalust mobiilfaasi pH korrektseks mddtmiseks. Vajadus

selliste m&dtmiste jargi ongi pdhjus, miks kaesolevat to6d on vaja.

2.6. pH mdotmine mobiilfaasides
Vedelikkromatograafias on mobiilfaasid vee ja orgaaniliste lahustite segud, mis muudab neis
pH modtmise keeruliseks. Keerukus tuleneb sellest, et erinevatest lahustitest valmistatud

lahuste pH vaartused on vorreldamatud erinevate nullpunktide tottu pH skaalal.?

Tabel 1: Vedelikkromatograafia mobiilfaasides pH md6tmise vGimalused.

MoOtmise tidp  Kalibreerimine Modtmine
wpH Vesilahus Mobiilfaasi vesilahuses
~pH Vesilahus Mobiilfaasis koos orgaanilise lahustiga
spH Vesilahuse-orgaanilise Mobiilfaasis koos orgaanilise lahustiga

solvendi segu

pH2° Vesilahus Mobiilfaasis koos orgaanilise lahustiga

abs

Vedelikkromatograafia mobiilfaaside pH vaartusi mdéddetakse ja valjendatakse neljal viisil
(Tabel 1):"17

1) wpH modtmine, kus pH mdddetakse ainult vesipuhvris enne orgaanilise faasi lisamist.
Orgaanilise faasi lisamist ei vOeta kuidagi arvesse. pH elektrood kalibreeritakse
standardsete vesipuhvritega.

2) ~pH mdodtmine, kus pH mdddetakse mobiilfaasis, kus vesipuhvrile on lisatud
orgaaniline faas. pH elektrood kalibreeritakse standardsete vesipuhvritega.

3) SpH mdoétmine, kus pH mdoddetakse mobiilfaasis peale pH elektroodi kalibreerimist
standardlahustega, mis on valmistatud samas lahustis ja samas massisuhtes kui uuritav

mobiilfaas.

10



4) pH?;f mdbtmine, kus mdddetakse kahe poolraku vahelist potentsiaalide erinevust ning

H2 O o
s Vaartus.

kasutades védhimruutude meetodit, mé&aratakse mobiilfaasidele pH

Eelnimetatud meetoditest kasutatakse rutiinlaborites peamisel esimest kahte, sest need
modtemeetodid on lihtsad ja kiired, kuid nendel on teatud puudused. {ypH md&dtmistel
moddetakse pH vaartus korrektselt vesipuhvris, aga lahuse koostis ja pH muutub margatavalt
kui lisatakse orgaaniline lahusti. ;pH mddtmistel toimub kalibreerimine erinevates tingimustes
kui mobiilfaasi pH véartuse médtmine, mille tdttu pole md6tmised korrektsed: ywpH mdotmiste

juures ei arvestata vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali.?

spH mddtmised on korrektsed, sest kalibreerimine ja médtmine toimuvad samades tingimustes.
Samas $pH mdotmiste jaoks on védhe sobivaid standardlahuseid, millega mddtesisteemi

kalibreerida.1®

abs

mobiilfaasid on valmistatud erinevate koostistega lahustite segudes, kuna nende modtmiste

pH mootmiste puhul on saadud pH vaadrtused omavahel vorreldavad ka juhul, Kkui

Hzo
abs

puhul pdhineb skaalal solvateeritud vesinikiooni absoluutsel keemilisel potentsiaalil. pH

mddtmised on uudsemad ning seni veel vihe levinud.®? Samuti on matesiisteem keerulisem

ning vahem kaepirasem ning mdotmised votavad rohkem aega. 2%

2.7. Vedelik-vedelik piirpinna potentsiaal

Kui kaks erineva ioonse koostisega ja/v0i kontsentratsiooniga ja/voi erinevatest lahustitest
koosnevat elektroliidilahust puutuvad piirpinnal Uksteisega kokku, toimub ioonide llekanne
lahuste kokkupuute kohas. Izutsu teooria jargi koosneb vedelik-vedelik piirpinna potentsiaal
kolmest komponendist (A, B ja C). Komponenti A pdhjustab elektroludtide kontsentratsioonide
erinevus piirpinna vastaspooltel ja erinevus katiooni ning aniooni liikuvuse vahel. Komponenti
B p6hjustab ioonide erinev solvatatsiooni vabaenergia piirpinna eripooltel, kui tegemist on kahe
erineva lahustiga. Komponenti C pohjustab lahustimolekulide omavaheline vastasmdju

piirpinnal ®

Vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali vahendatakse tavaliselt kasutades soolasilda. Soolasilla
lahus peab olema kordades kontsentreeritum kui katsealune lahus. Sellisel juhul on piirpinna

potentsiaal pohiliselt maaratud soolasilla ioonide poolt.°

Ké&esolevas t60s kasutatud soolasillaks on ioonvedelik [N2225][NTf2], mille juures vdib eeldada,
et vedelik-vedelik piirpinna potentsiaal taandub vilja.?2*
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Kemikaalid ja aparatuur

Toos kasutati vesipuhvritena klaaselektroodide kalibreerimisgraafiku valmistamiseks kindla
pH-ga lahuseid: pH 2,00 £ 0,02 (tootja: Merck), pH 4,01 + 0,02 (tootja: Mettler Toledo;
Honeywell), pH 7,00 + 0,02 (tootja: Mettler Toledo; Honeywell), pH 9,00 £ 0,02 (tootja: Hach),
pH 10,01 £ 0,02 (tootja: Mettler Toledo). Soolasilla elektrolliiidina kasutati ioonvedelikku
triettitlpentutlammooniumbis(trifluorometudlsulfonddl)imiidi ([N222s][NTT2], tootja: lolitec,
puhtus: >99%). Orgaanilise faasina kasutati t66s metanooli (tootja: Sigma-Aldrich, puhtus:
>99%) ja atsetonitriili (tootja: Sigma-Aldrich, puhtus: >99%).

T0o0s kasutati viit vesinikioonitundlikku klaaselektroodi poolrakku (I1zmeritelnaja tehnika, EST
0601, Pilt L4). Kasutatud klaaselektroodi poolrakud on tahkekontaktilised, ilma siselahuseta ja
on ettenahtud mittevesikeskkondade jaoks.?® Lisaks kasutati kahte soolasillaga kombineeritud
pH elektroodi (Oakton pH probe, refillable, flushable PTFE DJ, 35805-09 (Pilt L6) ja Metrohm
6.0269.100 EtOH-trode (Pilt L5). Need dhendati Elmetron CP-411 pH-meetriga.
Klaaselektroodide poolrakkude kalibreerimiseks kasutati vordluselektroodi, milleks oli
killastunud kalomelelektrood (Radiometer, K401 SCE). Elektroodide kalibreerimisel kasutati
Metrohm 713 pH-meetrit ja Keysight B2987A elektromeetrit. EST 0601 elektroodide
kalibreerimisel ~ Metrohmi  pH-meetriga  Uhendati  elektriahelaga jadamisi  kolme
normaalelementi: 5703 (1,0152 V), 5723 (1,0170 V), 6080 (1,0134 V). Normaalelemente
kasutati klaaselektroodide kalibreerimisel, et nihutada potentsiaal Metrohm 713 pH-meetri

mootealasse.

wpH mddtmisel kasutati pH-meeterit (EImetron CP-411 ) ja kombineeritud pH-elektroodi
(Elmetron EPP-1). Kombineeritud elektroodi kasutati wpH ja .spH mddtmisteks, et mdotmine

oleks voimalikult sarnane rutiinlabori metoodikaga.

abs

pH_2. mdotmised viidi 1&bi Faraday kapis (Vistashield, Gamry Instruments) termostateeritud

abs

klaasrakus (25,0 £ 0,5) °C juures. pH mdbtmised tehti Faraday kapis, et véhendada
umbritsevast keskkonnast tulevaid elektrilisi haireid. Rakk (tootja: Rettberg) oli Uhendatud
termostaadiga (tiip U2C, tootja MLW). Metoodika valideerimisel ja mobiilfaaside
potentsiaalide erinevuse mddtmisel kasutati Metrohm 713 pH-meetrit ja Keysight B2987A
elektromeetrit.  pH-Meetri  andmete  kogumiseks  kasutati ~ Pythoni  programmi

(https://github.com/S11mh33ring/Metrohm_713) ja elektromeetri andmete kogumiseks Quick
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IV Measurement Software. Vajalike kemikaalide kaalumiseks kasutati A&D Company Limited

4-kohalist analttilist kaalu.

3.2. Mobiilfaaside valmistamine

Mobiilfaasid valmistati vesipuhvri ja orgaanilise lahusti seguna mahu jargi. Orgaanilisteks
lahustiteks olid ké&esolevas t66s metanool ja atsetonitriil. Mahu-, mitte massiprotsentide
kasutamine mobiilfaaside koostise juures on tingitud sellest, et tavaparases kromatograafia
praktikas valmistavad binaarsed pumbad mobiilfaasi samuti mahu-, mitte massiprotsentide

jargi.

0,1 % metaanhappe (HCOOH) vesilahus valmistati ruumala jargi, vottes 100 ul HCOOH
100 ml mddtekolbi ning taites kolb destilleeritud veega. 0,1 % HCOOH lahuse pH vaartus jaab
vahemikku 2,6-2,7 Ghikut.

Happe baasil tehti vesipuhverlahused pH vaartustega 4,0; 4,5; 5,0 ja 5,5 metaanhappe 0,1 %
lahusest, millele lisati 25 % NHs vesilahust, kuni saadi soovitud pH vaartus.

Etanaatpuhverlahus pH vaartusega 5,0 valmistati kasutades ammooniumatsetaati.
Ammooniumatsetaadist valmistati 5 mM lahus, mille pH jaab vahemikku 6,4-6,5 ihikut. Sellele

lahusele lisati metaanhapet, kuni saadi pH 5,0 vaartusega lahus.

1 mM NHs lahus valmistati kasutades ammoniaagi 25 % vesilahust. Kui saadud NHs lahus oli

madalama pH vaartusega kui 9,75 lisati ammoniaagi lahust kuni v&&rtuse saavutamiseni.

3.3. Klaaselektroodide kalibreerimine

Kalibreeriti viis sama tulpi tahkekontaktset klaaselektroodi poolrakku ning nendest valiti kaks
elektroodi, mille tdusud ja algordinaadid olid voimalikult sarnased (Tabel L1). Kasutatud
klaaselektroodide téusud leiti katseliselt, md6tes lahuste potentsiaali vordluselektroodi suhtes.
Potentsiaali mdotmised viidi labi 25 °C juures, kasutades pH-meetrit vGi elektromeetrit.
Klaaselektroodide kalibreerimiseks mdddeti lahuste potentsiaale standardpuhverlahustes pH
vadrtustega 4,01; pH 7,00; pH 9,00 ja pH 10,01 puhverlahustes 30 minutit (kasutades
pH meetrit) vOi 1 tund (kasutades elektromeetrit). Suhteliselt pikk md6tmisaeg tuleneb sellest,
et klaaselektroodi membraani ja vesinikioonide vahel peab pistituma tasakaal ning temperatuur
peab rakus peale elektroodide sukeldumist Uhtlustuma. Md6detud potentsiaalide vaartustest
koostati kalibreerimisgraafik ning leiti elektroodi tdusu ja vabalilkme vé&artused.
Elektromeetriga tehtud md6tmised on hilisemad ja tehtud parast suhtelise médtemetoodika

mddteaja muutmist MeCN lahustest tulenevate probleemide t6ttu.
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3.4. Suhteline mddtemetoodika

Eksperimendid viidi labi termostateeritud rakus (Joonis 3 ja Pilt L1), milles olid uuritavad
lahused ja soolasillas ioonvedelik [N2225][NTf2]. Potentsiomeetrilised md6tmised (rakk 1) viidi
labi 25 °C juures kasutades mddtevahendit, mille kilge oli Uhendatud kaks kalibreeritud
klaaselektroodi (ISE1 ja ISE2).

ISE2 | Lahus 2 i [N2z2s][NTf2] | Lahus 1 | ISE1 ()

Madaoteraku soolasilda lisati sustlaga ioonvedelik (ligikaudu 55 pl). T66s kasutatud ioonvedeliku
korral on kindlaks tehtud vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali vélja taandumine erinevate
lahustite korral.?>2* M@dterakku valati vordne kaal kumbagi uuritavat lahust, et ioonvedelik
pusiks kapillaaris. Lahuseid voeti ligikaudu 20 ml, vottes arvesse lahuste tiheduste erinevust.
Kontrolliti, kas ioonvedeliku ja uuritavate lahuste vahele on tekkinud 8humull ning vajadusel
mull eemaldati sustlaga. Kasutatavad klaaselektroodid puhastati deioniseeritud veega ja

loputati labi uuritavate lahustega ning elektroodid asetati modterakus olevatesse lahustesse.

[N2225][NTf,]

Joonis 3: Kahe klaaselektroodi potentsiaalide vahe mddtmiseks kasutatud modteraku skeem.

Kui elektroodid olid rakku kinnitatud, kaivitati arvutis mdoteprogramm. lga katse kestis algselt
30 min ja hiljem 1 h, et potentsiaalide erinevus kahe elektroodi vahel jouaks stabiliseeruda.
Katse aega pikendati, sest MeCN lahused vajasid rohkem aega stabiliseerumiseks.
Potentsiaalide erinevust registreeriti 10-sekundiliste intervallidega. Peale mdo6tmist viidi
andmetdotlus 1abi MS Exceli keskkonnas. Andmepunktidest valiti lineaarne ala (kestusega 15

min), kus potentsiaal oli stabiilne ning arvutati potentsiaali erinevuse keskmine vaartus ning

standardhalve. ApH;I]jf vaartuste arvutamiseks kasutati ainult mégtmisi, mille andmepunktide
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(0]

standardhélve oli alla 1 mV. Ma6tmistel saadakse ApH.Z: °

vaartused japHLZ saadakse

vahimruutude meetodiga, millest on tapsemalt juttu peattkis 4.3.

Selline metoodika on nii-6elda standardmetoodika ja véikeste varieeruvustega on kasutusel

mitmes laboris.’

Mo0Otmisi teostati esialgu Metrohm 713 pH-meetriga. Hiljem voeti kasutusele Keysight
B2987A elektromeeter. Vahetus tehti, kuna Keysight elektromeetril on kdrgem sisendtakistus
ja vbimalus koguda andmeid lihemate intervallidega, mis v@imaldab paremini detekteerida

sisteemis esinevat mura.

3.5. Mootmiskiiruse optimeerimine Keysight elektromeetril

Mdo6tmiste labiviimiseks optimeeriti mdotepunktide kogumise Kiirust ehk modtepunktide
keskmistamise aega, katsetades 14bi moSteprogrammi erinevad reziimid. MoStmised viidi 1&bi
25 °C juures kasutades elektromeetrit. M6dtmised viidi labi lahustega pH 4,01 ja pH 7,00 ning
mootmised kestsid 10 minutit. Katsetati 1dbi modteprogrammi reziimid Short, Medium,
Normal, Long, Auto, kus keskmistati mdGtepunkte vastavalt ajavahemikes: 0,0002 s; 0,002 s;
0,02s; 0,2s ja 0,02s. Auto reziim valib ise mdotmiskiiruse ning antud katsetes pidas

elektromeeter kdige sobivamaks just 0,002 s vahemikku.

3.6. w"pH ja w’pH Mddtmine

wpHja pH modtmiste jaoks kalibreeriti kombineeritud pH-elektrood ja pH-meeter
vesipuhvritega, mille pH vaartused olid 4,01 ja 7,00. Peale vesilahustes kalibreerimist sukeldati
pH-elektrood vesilahusesse (WpH) vOi mobiilfaasi (,ypH), oodati kuni pH-meetri nait
stabiliseerus (umbes 30s) ja pH vaadrtus margiti laboripdevikusse. Selliste WpH ja ;pH
moddtmiste puhul pole vajadust oodata tund aega néidu stabiliseerimist nagu tehti
klaaselektroodide vahelistel mddtmistel, sest klaaselektroodi ja vordluselektroodi vaheline
potentsiaal stabiliseerub kiiremini kui kahe klaaselektroodi vahel. Samuti on Elmetron pH
meetri mddtetapsus (1 mV) halvem kui on Metrohm pH meetril (0,1 mV) vGi Keysight

elektromeetril (0,001 mV). WpH ja spH puhul saadud vaartused olid tksikud katsepunktid.

3.7. Soolasillaga kombineeritud klaaselektroodidega médtmised

Soolasillaga kombineeritud klaaselektroodidega maddtmistel (rakk (I1)) sukeldati kombineeritud
klaaselektrood mobiilfaasi ning oodati ligikaudu 90 s néidu stabiliseerimiseni. Antud
modotmiste puhul pole vajadust oodata tund aega néidu stabiliseerimist nagu tehti

klaaselektroodide vahelistel mddtmistel, sest méodtmised on vordluselektroodi suhtes.
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ISE | Lahus §{ [N222s][NTf2] §§ kiillastunud KCl vees | AgCl | Ag (1)

Soolasillaga kombineeritud klaaselektroodidega madtmiste puhul saadud vaartused olid Uksik
katsepunktid. Soolasillaga kombineeritud klaaselektroodidega modtmiste tulemuste arvutamise
jaoks valmistati kalibreerimisgraafik kasutades standardvesipuhvreid. Kalibreerimisgraafik
koostati kolmest kuni viiest punktist. Md6tmised tehti mV reziimis, sest potentsiaalid olid

véaljaspool pH-meetri sisseehitatud kalibreerimise piire. Kalibreerimisgraafikult saadud t6usu

abs tulemused.

ja vabaliikme kaudu arvutati kombineeritud klaaselektroodidega moddetud pH

Kahe erineva soolasillaga kombineeritud klaaselektroodidega md6tmistel on ioonvedeliku
lekkivus elektroodidel erinev. Tootja andmetel on Metrohm EtOH-trode elektrolttdi lekkivus
labi klaaslihvi 5 pl/h kuni 30 pl/h kui votta 10 cm kdrgune veesammas.?® loonse vedeliku
lekkivus on teadmata, aga see on arvatavasti vdiksem, kuna viskoossus on suurem kui veel.
Oakton pH probe teflonlihv on uuendatav (flushable PTFE) elektroodi korgile vajutades ja
seega on suurema lekkivusega kui Metrohm’i klaaslihv ning vdimaldab stabiilsemaid

madtmisi.2’
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Klaaselektroodide tbusude arvutamine

Kasutatud Kklaaselektroodide tbusud (Tabel L1) leiti mdo0tes nende potentsiaalid
standardlahustes kdillastatud kalomel-vordluselektroodi vastu. Kasutatud standardlahuste pH
vadrtused olid 4,01; 7,00; 9,00 ja 10,01. Md06detud potentsiaalide vaartustest koostati graafik
(Joonis 4) ning arvutati elektroodi tdus. Erinevate masinatega mootes saadi elektroodi
EST 0601 (02865) keskmiseks tdusuks -58,2 mV ning elektroodi EST 0601 (03171)
keskmiseks tdusuks -58,2 mV. Vabaliikmete erinevus pH meetri ja elektromeetriga mdddetud
tulemuste vahel tuleb sellest, et pH meetril kasutati normaalelemente, et nihutada potentsiaal
pH-meetri mootealasse. Kahe kasutatud klaaselektroodi vabaliikmete erinevus oli 2 mV. Kahe
elektroodi tdusude keskmist vaartust (-58,2) kasutati pH erinevuste arvutamiseks. Tousud on
vaga stabiilsed ja on kahe aasta jooksul muutunud ainult 0,02%.

Saadud elektroodide tdusud erinevad Nernsti ehk teoreetilistest tdusudest umbes 1 mV vorra.
See erinevus voib tuleneda sellest, et raku sees polnud temperatuur tapselt 25 °C vdi Donnani
efektist, mis seisneb selles, et klaaselektroodi pinnal on membraan lisaks uuritavale ioonile

mdnevorra tundlik ka vastasmargilise iooni suhtes.?2°

1500 -
y =-58,166x% + 1155,6
2 —
] —— . R*=0,9999
- [ TE—
500 4 )

2 0 . . - ' : I I I I
2 ' ' : : 7 B 9 10 11
= -500
% fatrohm
oy
= -1000 T N
g :
S 1500 4 Keysight
2 y =-58, 166x - 18924

-2000 4 i

2500 4

3000 L1

pH

Joonis 4: Elektroodi 02865 kalibreerimisgraafikud erinevate masinatega.
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4.2. Mootmiskiiruse seadistus Keysight elektromeetril

Elektromeetril on 5 erinevat modtmiskiiruse seadistust, mis keskmistavad madddetud
potentsiaali erineva aja véaltel. Mida kauem potentsiaali keskmistatakse, seda stabiilsem on néit

(Joonis 5). Edasistes modtmistes kasutati elektromeetrit reziimis Long.

177

— Short
-Medium

Normal

Signaal/mV

—Long

— AUto

183

Aeg/s

Joonis 5: Keysight elektromeetril méddetud potentsiaali s6ltuvus keskmistamise ajast (Short
— lihim; Long — pikim).

4.3. Suhtelise mddtemetoodika valideerimine

Kasutatud suhtelise mddtemetoodika valideerimiseks mdddeti pH;)ZSO skaala kasutades

teadaolevate pH vaartustega (pH 4,01; 7,00; 9,00; 10,01) vesipuhvreid. Vahimruutude meetodit
kasutades minimiseeriti esimest korda erinevate lahuste vahel méddetud pH erinevused (Tabel

2), maarates moddetud vesipuhvrite pH?ﬁf vadrtuste omavahelised erinevused ehk tabelis

esitatud ,redeli pulkade” omavahelised kaugused.? Teise minimiseerimise kaigus maarati
uuritud lahustele pH?ﬁf vaartused ,,nihutades* saadud ,,redelit* sedasi, et referentsvadrtuste
(referentsvaartused on lahuste teadaolevad pH vaartused) ja madratud véartuste erinevuste
ruutude summa oleks vahim vdimalik. Tulemused (Tabel 2) néitavad, et mddtemetoodika
toimib vesilahuses hésti, mis nahtub kooskdlalisuse standardhdalbe (0,03) ja referentsvaartuste
suhtes arvutatud ruutkeskmise hélbe (0,05) vaartustest.
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Tabel 2: Suhtelise médtemetoodika valideerimise andmestik.2

pH referents pH miifiratud Mooddetud pH erinevus
10,01 10,07 T 'y
1,11
9,00 8.97 * 3.05
1,98 6.10 T
7,00 7,02 * 5.01
3,10 l
4,01 3.95 ¥ A4

& Skaala kooskdlalisuse standardhdlve on 0,03 pH (hikut ja saadud vaartuste ruutkeskmine halve

referentsvaartuste suhtes on 0,05 pH Uhikut.

4.4. Suhtelise mddtemetoodikaga saadud mobiilfaaside pH vaartused

Kasutades potentsiomeetrilist mdotmist, moddeti 69 pHHzo erinevust (ApH:szO vaartust) 23

20

mobiilfaasi vahel (Tabel 3), koostamaks mobiilfaaside pH.2

vadrtuste skaala. lgale

mobiilfaasile on méddetud véhemalt kolm ApH 9 vaartust muude lahuste (teiste mobiilfaaside

abs

vOi standardpuhverlahuste) suhtes.

Mobiilfaaside pH O vaartused maarati sarnaselt valideerimisele kaheetapilist vahimruutude

abs

meetodit kasutades. Esmalt leiti mobiilfaaside ApH vadrtuste erinevused minimiseerides

abs

vahetult méddetud ApH O vaartuste ja skaalalt leitavate ApH O vaartuste erinevuste ruutude

abs abs

0

summat. Teise minimiseerimise kéaigus leiti absoluutsed pH g vadrtused minimiseerides

20

abg Vadrtuste erinevuste ruutude

standardpuhvrite referentsvéértuste ja neile méaératud pH

summat. Kahetasemelise minimiseerimise? jarel saadi kdigile mobiilfaasidele pH Ovidrtused

abs

(Tabel 3). Skaala kooskdlalisuse standardhélve on 0,08 pH Uhikut ja saadud standardpuhvrite

pH!2Y vaartuste ruutkeskmine halve referentsvaartuste suhtes on 0,05 pH Ghikut. Skaalal

29 yaartuste ja nende standardpuhvrite tegelike

olevate standardpuhvrite magratud pH. 2

referentsvéartuste kokkulangevus nditab, et elektroodide tdusud on samad nii vesilahustes kui

ka orgaanilise lahusti ja vesilahuste segudes.
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Tulemused néitavad selgelt et k&esolevas t00s saadud suhtelise médtmise ja minimiseerimise

kaudu saadud pH O vadrtused on usaldusvadrsed. Peale kaheastmelist minimiseerimist on

abs

mdddetud standardpuhvrite pH?thO vadrtused ja referentsvaartused lahedase kooskdlaga.

pHabs vadrtused on aluselisemad kui \pH ja .spH véartused (Tabel 4). Nii atsetonitriilil kui ka

metanoolil pdhinevate mobiilfaaside juures on ndha, et mida kérgem on orgaanilise lahusti

ruumalaprotsent, seda rohkem erineb pH O vaartus wpH véartusest. Metanoolil pdhinevatel

abs

mobiilfaasidel, kus orgaanilist lahustit ja puhvrit on sama palju (50/50), erineb pH O vaartus

abs

ja wpH vaartus ligikaudu 0,5 pH hiku vorra. Kui aga metanooli ruumala osakaal on 80 %, siis

abs

ja wpH vééartused erinevad umbes 1 pH Uhiku vdrra. Atsetonitriilil pdhinevatel
mobiilfaasidel on ndha sarnast ké&itumist nagu metanoolil, kui orgaanilise lahusti ja vesipuhvri

ruumalasuhe on vordne (50/50), mil pH erinevus on umbes 0,6 pH Ghikut pH H20 ja wpH

abs

vadrtuste vahel. Atsetonitriili puhul on aga palju jarsem pH ja wpH vaartuste vaheline

abs
erinevus kui atsetonitriili sisaldus on 80 %. Sel juhul on pHabs ja wpH erinevus ligi 1,8 pH

uhikut. Selle tdenéoliseks pdhjuseks on, et atsetonitriil on oma omaduste poolest veest marksa

rohkem erinev lahusti kui metanool.

Saadud tulemustega on vBimalik iseloomustada sama vesipuhvri ja orgaanilise lahusti pH;ff

sOltuvust olenevalt orgaanilise lahusti ruumalaprotsendist mobiilfaasis. Varasemates to6des
pidi arvestama modtetulemustele juurde vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali, sest ei olnud
vOimalik kasutada sellist soolasilda, mis vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali valja taandaks.

Koos teiste toogrupis tehtud mdotmistega (Tabel L2) saab lisaks teha jareldusi veefaasi

koostise mdju pH O vaartustele, kui veefaasi pH on muutmatu (etanaat vs metanaat).

abs
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Tabel 3: Mobiilfaaside pH.2. skaala.

H,0

Mobiilfaas pH,p¢

MeOH/ 1 mM NH3 80/20 10,16

MeOH/ 1 mM NH3 50/50 9,97

Standardpuhverlahus pH 9,00 9,01

MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 80/20 8,74

MeCN/ pH 5 (metanaat) 80/20 8,62

MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 80/20 8,31

MeCN/ pH 4 (metanaat) 80/20 7,94

MeOH/ pH 5 (etanaat) 80/20 7,92

MeCN/ pH 4 (metanaat) 75/25 7,48

MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 50/50 7,14

Standardpuhverlahus pH 7,00 7,05

MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 40/60 6,78

MeOH/ pH 5 (etanaat) 50/50 6,64

MeCN/ pH 4 (metanaat) 70/30 6,63

MeCN/ pH 5 (metanaat) 50/50 6,57

MeCN/ pH 4 (metanaat) 60/40 6,20

MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 50/50 6,16

MeCN/ pH 5 (metanaat) 40/60 6,14

MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 40/60 5,80

MeCN/ 0,1% HCOOH 80/20 5,52

MeOH/ pH 5 (etanaat) 20/80 5,47

MeCN/ pH 4 (metanaat) 40/60 5,36

MeCN/ pH 4 (metanaat) 25/75 4,78

MeOH/ 0,1% HCOOH 80/20 4,74

Standardpuhverlahus pH 4,01 3,98

MeOH/ 0,1% HCOOH 50/50 3,80

Moodetud ApH, s
024 0,08
1,38 0,94
1,53 1,35
026 1,51 l
0,42
014 2,18
T 0,46 1,07 2,05 2,46 2,36
0,35 0,82
% 71 1,53
0,40
1,21
1,51
1,57
0,82 1,31
0,92
0,80
",Is 0,60 1,28
014
| 4
J 016
0,09 14
6,44 6,34 0,21 0,87 0,95
6,06 1,
0,51
0.68
o.fz
1,68
0,83 2,25
0.46
031 078 1,98
0,81
2,82 2,62 0,76
1,37
T 1,09
0,18 1,10
1,46 0,52
1,49
1,45
1,01
Orgaaniline lahusti: l Puudub M MeCN B MeOH
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Tabel 4: Erinevate meetoditega saadud mobiilfaaside pH vaartuste vordlus.

Mobiilfaas PHo H! 20 PRA PG e e

(ISE1 vs ISE2) (Oakton)® (Metrohm)P
MeOH/ 1 mM NH;3 80/20 10,16 8,89 9,82 8,77 9,05 9,75
MeOH/ 1 mM NH;3 50/50 9,97 8,70 9,93 9,11 9,49 9,75
MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 80/20 8,74 8,59 8,49 6,92 6,91 5,50
MeCN/ pH 5 (metanaat) 80/20 8,62 8,43 8,37 6,76 6,88 4,99
MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 80/20 8,31 8,10 8,12 6,44 6,51 4,51
MeCN/ pH 4 (metanaat) 80/20 7,94 7,64 7,61 5,95 6,17 3,99
MeOH/ pH 5 (etanaat) 80/20 7,92 7,49 7,54 6,62 6,76 5,01
MeCN/ pH 4 (metanaat) 75/25 7,48 7,32 7,20 5,70 586 3,99
MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 50/50 7,14 7,49 7,41 6,37 6,45 5,50
MeCN/ pH 5,5 (metanaat) 40/60 6,78 7,11 7,13 6,20 6,22 5,50
MeOH/ pH 5 (etanaat) 50/50 6,64 6,47 6,33 571 598 5,50
MeCN/ pH 4 (metanaat) 70/30 6,63 7,03 6,96 5,49 5,62 3,99
MeCN/ pH 5 (metanaat) 50/50 6,57 7,05 6,96 5,92 593 5,01
MeCN/ pH 4 (metanaat) 60/40 6,20 6,37 5,06 517 3,99
MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 50/50 6,16 6,56 6,52 5,40 548 451
MeCN/ pH 5 (metanaat) 40/60 6,14 6,62 6,60 5,72 571 5,01
MeCN/ pH 4,5 (metanaat) 40/60 5,80 6,14 6,13 5,16 526 451
MeCN/ 0.1 % HCOOH 80/20 5,52 5,37 5,32 4,23 3,50 2,60
MeOHY/ pH 5 (etanaat) 20/80 5,47 5,39 5,06 520 5,02
MeCN/ pH 4 (metanaat) 40/60 5,36 5,67 4,63 4,75 3,99
MeCN/ pH 4 (metanaat) 25/75 4,78 5,05 4,29 4,40 3,99
MeOH/ 0.1 % HCOOH 80/20 4,74 4,79 4,55 3,67 3,62 2,64
MeOH/ 0.1 % HCOOH 50/50 3,80 3,89 3,60 3,03 3,14 2,64

@ Tulemused vdetud allikast 30.  Vastavalt firmade Oakton ja Metrohm valimistatud soolasillaga

kombineeritud klaaselektroodid. © Md6detud firma Elmetron valmistatud kombineeritud elektroodiga.

Atsetonitriilil pdhinevate mobiilfaaside pHI2 séltuvus orgaanilise lahusti sisaldusest on
mittelineaarne (Joonis 6), kusjuures pH;"bZSO vadrtus tduseb atsetonitriili lisamisel. 70 %

H,0

atsetonitriili sisalduse juurest alates pH_

sOltuvuse tdus kasvab jarsemalt. 70 % atsetonitriili
sisaldusega mobiilfaasidega tehtud mdotmised olid problemaatilised. Paljudel katseseeriatel,
kus sellist ruumalasuhet kasutati, ei pustitunud tasakaal 1-tunnise mddtmise jooksul ning
sooritatud katseseeria andmed polnud andmeanaliitsiks kasutatavad. M&dtmiste stabiilsus

paranes kui soolasilda lisati vaiksem kogus ioonset vedelikku. loonvedelik ei lahustu vees, aga
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lahustub atsetonitriilis. 70 % juures tekib ioonvedeliku tilgastumine ja need tilgad hakkavad

lilkuma, p6hjustades potentsiaali muutuse.
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MeCN ruumalaprotsent mobiilfaasis/ %

® pH 4,0 (metanaat) » pH 4,5 (metanaat) » pH 5,0 (metanaat) « pH 5,5 (metanaat)

abs

Joonis 6: Metanaatpuhvrite pH_ " s6ltuvus MeCN osakaalust.
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MeOH ruumalaprotsent mobiilfaasis/ %

HCOOH * pH 5 (etanaat) e NH,

Joonis 7: pH:{kfso sOltuvus MeOH osakaalust. Tahistused: e — autori tulemused, o — mddtis
Agnes Heering.

H,0

Metanoolil p6hinevate mobiilfaaside pH_;

s6ltuvus orgaanika sisaldusest on lineaarne (Joonis

H,0
abs

7). Tulemustest on naha, et metanooli sisalduse suurenedes kasvab mobiilfaasi pH_ ;2. vaartus

enam-vahem lineaarselt.

4.5. Vordlus varasemate andmetega

abs

Ké&esolevas t60s saadud mobiilfaaside pH_?." vaartused erinevad allikas 30 saadud tulemustest

H,0

ning uute tulemuste skaala ulatus on laiem. Ammoniaaki sisaldavate mobiilfaaside pH_
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véértused on kédesolevas t60s tunduvalt kdrgemad varasemate madtmistulemustega vorreldes.

H,0 ...
abs Vaartused on seevastu

Metanoolil pdhinevate metaanhapet sisaldavate mobiilfaaside pH
varasemate tulemustega vorreldes madalamad. Atsetonitriili ja 0.1 % metaanhappe vesilahust

H,0
abs

erinevused praeguste ja varasemate tulemuste vahel ebaolulised etanaatvesipuhvri (pH 5) baasil

sisaldava mobiilfaasi pH vadrtus ei erine oluliselt varasemast tulemusest. Samuti on

valmistatud mobiilfaaside korral. Atsetonitriili ja metanaadi vesilahust sisaldavate

H,0
abs

mobiilfaaside pH vadrtused on happelisemad voOi aluselisemad olenevalt atsetonitriili
ruumalaprotsendist. Mobiilfaasides, kus atsetonitriili sisaldus on vaiksem kui 75 %, on k&ik
moodetud véartused happelisemad kui varem moddetud tulemused. Mobiilfaasid, mis
sisaldavad vdhemalt 75 % atsetonitriili, on aga aluselisemate vaartustega kui varasemalt

moddetud tulemused.

Erinevused ammoniaaki sisaldavate mobiilfaaside k&esolevas t60s saadud tulemuste ja

varasemate tulemuste vahel>® vdivad tuleneda sellest, et varasemate mdGtmiste kaigus

abs

moddetud pH_ 2" vaartustel vois vedelik-vedelik piirpinna potentsiaal olla ebatépselt juurde
arvestatud. Mootemetoodikad olid mdlemal juhul sarnased. Ainukesed erinevused on soolasilla
koostises ja vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali arvestamise mooduses. Varasemas td0s
vedelik-vedelik piirpinna potentsiaal hinnati lzutsu teooriale tuginedes.® Kuna kdiki selle jaoks
vajalikke sisendandmeid polnud saada, oli vajalik kasutada erinevaid eeldusi vajalike
sisendsuuruste hindamiseks, mis vdis oluliselt alandada hinnangute tdpsust. Vastavalt Radtke-
Ermantraut’i to6dele?> 24, taandub kaesolevas t66s kasutatud ioonvedeliku korral vedelik-
vedelik piirpinna potentsiaal valja. Neid teadmisi arvestades on alust arvata, et kdesolevas t60s
on vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali paremini kontrolli all ja tulemused on

usaldusvaarsemad.

McCalley artiklis kasutatud arvutusmeetodiga leitakse, et SpH véartuste muutus ei ole lineaarne
kui mobiilfaasis suurendatakse MeCN mahuprotsenti.>> Metanaadi puhul leitakse, et SpH
vaartus kasvab jarsult kui MeCN mahuprotsent mobiilfaasis on 60 %.3! See tulemus langeb

kokku kaesolevas t06s saadud tulemusega.

Subirats’i artiklis kasutatud arvutusmeetodiga leitakse, et .spH vaartused muutuvad lineaarselt
kui mobiilfaasis suurendatakse MeOH mahuprotsenti (Joonis 8).3> MeCN puhul leitakse, et
muutus on samuti lineaarne kuni, atsetonitriili mahuprotsent mobiilfaasis on kuni 60 %.
Korgemaid MeCN sisaldusi kasutatud arvutusmeetod ei vGimaldanud arvutada.®?> MeOH
lineaarne muutus langeb kokku kdaeolevas t06s saadud tulemusega. MeCN séltuvuse
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kokkulangevust ei saa I0plikult hinnata, sest artiklis kasutatud arvutusmeetod ei hinda ;pH

muutust kdrgematel MeCN mahuprotsentidel mobiilfaasis.
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2 " : | | ' ' ’ ’ !
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Orgaanilise lahusti protsent mobiilfaasis/ %

® MeOH (etanaat) ® MeCN (etanaat) - MeOH (NH, ) ® MeCN (N Hs)

Joonis 8: spH soltuvus orgaanilise faasi sisaldusest. Tulemused on vGetud allikast 32.

4.6. Kombineeritud elektroodidega m6dtmiste tulemused

Selgitamaks valja, kas mobiilfaaside pH, 7

vaartus on voimalik rahuldava tdpsusega mddta
lihtsamalt kui Glalkirjeldatud suhtelise mddtemetoodikaga, viidi l&bi médtmised kahe erineva
—toodetud firmade Oakton ja Metrohm poolt — soolasillaga kombineeritud elektroodiga (Joonis
2 vasak), mille valimine lahus oli asendatud [N2225][NTf2] ioonvedelikuga, ja ihe tavalise ilma
soolasillata kombineeritud klaaselektroodiga (Joonis 2 parem). Elektroodid kalibreeriti

tavaparaste vesilahuse baasil valmistatud standardpuhverlahustega. Soolasillaga kombineeritud

abs

klaaselektroodidega mdddeti mobiilfaaside pH vadrtused (Tabel 4). Tavalise pH
elektroodiga saadi vordluseks spH vaartused. Tulemused on toodud Tabelis 4. Iga tabelis
esitatud vadrtus on saadud keskmisena 3 mddGteseeriast kestusega 90 s, mis viidi 1&bi erinevatel
néadalatel ja/vdi kuudel. M&dtmiste summaarne ajavahemik oli 6 kuud. Esimesed m&dtmised
tehti paar tundi peale vélise lahuse vahetamist kombineeritud elektroodides. Need esimesed
moddtmised andsid suurema erinevusega tulemusi kui jargmised. See nditab, et elektroodid pole

kohe peale lahuse vahetamist taielikult toovalmis.

H,0

abs Vaartused erinevad suhtelise

Soolasillaga kombineeritud elektroodidega mdddetud pH

H,0
abs

modGtemetoodikaga mbddetud pH_ 2.~ vadrtustest (Tabel 4, Joonis 9).
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2.0 MeCN | MeOH
8.5 - @ Oakton
8.0 Metrohm
7.5 o ISE1 vs ISE2
2 70 -
z o
o 6.5 .
26,0
5.5 o
5.0
4.5
4.0 t t } 1 i
MeCN/ pH 5 MeCN/ pH 5 MeCN/ pH 5 MeOH/ pH 5 MeOH/ pH 5 MeOH/ pH 5
(metanaat) (metanaat) (metanaat)  (etanaat) (etanaat) (etanaat)
80/20 50/50 40/60 80/20 50/50 20/80

Joonis 9: pHL2Y vaartuste erinevused kombineeritud elektroodide ja ISE1 vs ISE2 madtmiste
vahel.

Oaktoni kombineeritud elektroodiga saadud tulemused erinevad suhtelise mddtemetoodikaga
saadud tulemustest umbes 0,3 — 0,4 Uhiku vorra, ruutkeskmisehdlbega 0,30. Erinevused
suhtelise modtemetoodikaga saadud tulemustest on mdlemasuunalised. Kui suurema osa
mobiilfaasist moodustab MeCN (75 % kuni 80 %), siis Oaktoni kombineeritud elektroodiga

moddetud vaartused on umbes 0,2 — 0,3 pH Uhiku vorra happelisemad kui suhtelise
mé6temetoodikaga méddetud pH.ZY vaartused. Madalamate MeCN osakaalude puhul on

Oaktoni kombineeritud elektroodiga mdddetud vaartused aluselisemad. MeOH baasil

valimistatud mobiilfaaside pH_

vaartused on koik happelisemad kui suhtelise

md6temetoodikaga modtmiste teel saadud vaartused.

Metrohmi kombineeritud elektroodiga saadud tulemused erinevad oluliselt ronkem suhtelise
mddtemetoodikaga saadud tulemustest. Metrohmi kombineeritud elektroodiga saadud

tulemused on ruutkeskmisehélbega 1,20 ning erinevus on sustemaatiline. K&ik Metrohmi

kombineeritud elektroodiga mdddetud prgso vadrtused on madalamad kui suhtelise
mddtemetoodikaga mdddetud pH?ﬁf tulemused. Mida suurem on vesipuhvri osakaal

mobiilfaasis, seda vahem erineb Metrohmi kombineeritud elektroodiga saadud modtetulemus
suhtelise mdotemetoodikaga moddetud tulemusest (Joonis 10). Oaktoni kombineeritud
elektroodiga sellist nahtust ei esine ja erinevus suhtelise mdodtemetoodikaga mdddetud

tulemustest on sarnane igal mdddetul ruumalasuhtel (Joonis 11). Metrohmi elektroodiga saadud
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tulemused on vdga sarnased nendega, mis saadi tavalise kombineeritud pH-elektroodiga (,;pH

vaartused).

0.0 I f f f f f
05 +
10 T
_]}S 4

25 1

pH,, H:© (ISE1- ISE2) - pH., "¢(Metrohm)

25 40 60 70 75 80
MeCN ruumalaprotsent mobulfaasis/ %

abs vaartuste erinevus

Joonis 10: Metrohm soolasillaga kombineeritud klaaselektroodi pH
ISE1 vs ISE2 véaartustest pH 4 (metanaat) puhvri néitel.

04 T

0.3 1

0.2 +

0.1 + I

0.0 f f f I f

25 40 60 10 75 80
MeCN ruumalaprotsent mobiilfaasis/ %

pH, ¢ (ISE1- ISE2) - pH,,.*:°(Oakton)

H20 \/aartuste erinevus ISE1

Joonis 11: Oakton soolasillaga kombineeritud klaaselektroodi pH_

vs ISE2 vadartustest pH 4 (metanaat) puhvri néitel.

aLs Modtmiste juures

See erinevus kombineeritud elektroodide tulemuste juures néitab, et pH
kombineeritud elektroodidega on téhtis elektroodide ehitus. Metrohmi elektrood on
klaaslihviga ning selle sillalahus lekib véhem kui Oaktoni elektrood, mille lihv on valmistatud

teflonist ja mille piirpinda saab soovi korral uuendada. Kombineeritud elektroodidega tehtud
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méGtmiste tulemused naitavad, et pHL2> mo&Gtmisi saaks teha ka rutiinlaborites lihtsama
slisteemiga, kuigi need tulemused on ikkagi maéargatava erinevusega suhtelise
mdbtemetoodikaga mdddetud pHaHtfsO tulemustest. Soolasillaga kombineeritud elektroodidega

mdGtmiste suur eelis on see, et need ei ndua pikemat ajakulu, summeetrilist rakku ega keerulist

metoodikat.

H,0

Kromatografistide jaoks pole ideaalne, et kombineeritud elektroodiga (Oakton) saadud pH_;>

tulemused erinevad suhtelise md6temetoodikaga saadud tdpsematest tulemustest 0,3 — 0,4
uhiku vorra, sest selline pH erinevus voib oluliselt méjutada mobiilfaasi omadusi. Sobiva
kombineeritud elektroodiga saadud tulemused on aga siiski selgelt adekvaatsemad kui spH

tulemused, mille vé&&rtused vdivad erineda rohkem kui 1 pH Ghiku vorra vorreldes suhtelise

abs

mdotemetoodikaga saadud pH_ 2~ vadrtustest. Rd&kimata \ypH vadrtustest, mis vdivad erineda

H20 | a4rtustest.

isegi kuni 4 pH Ghiku vorra suhtelise mddtemetoodikaga saadud pH_ 7
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5. Kokkuvote

Kéesolevas to6s maarati suhtelise modtemetoodikat kasutades 23 mobiilfaasile pH.ZY

abso vadrtused on voimalik alternatiiv teistele pH véljendamise meetoditele

véértused. pH
vedelik-kromatograafias (wpH ja pH). pHabs modtmiste puhul on ka erinevates

lahustisegudes saadud pH vaartused omavahel vorreldavad, kuna pH H20 pdhineb solvateeritud

abs

vesinikiooni keemilisel potentsiaalil. Mobiilfaasidega sooritati moddtmisi  kasutades
potentsiomeetrilist pH m6dtmist, mis pohines kahe klaaselektroodi vahelise potentsiaalide vahe

mootmisel elektrokeemilises rakus. Klaaselektroodid olid sukeldatud omavahel soolasillaga

29 vaartusi kasutades soolasillaga

hendatud lahustesse. Uuriti ka voimalust moota pHabs

kombineeritud  klaaselektroodi.  Selliselt 1&bi  viidud soolasillaga kombineeritud

klaaselektroodiga m&dtmised on esmakordsed pH © maaramiseks ning mdotemetoodika on

abs

oluliselt lihtsam vorreldes varasema kahe klaaselektroodi vahelise m&dtmisega.

Saadud pH O vaartused olid aluselisemad kui wpH ja «wpH vaartused. Nii metanoolil kui

abs

atsetonitriilil pdhinevate mobiilfaasidega selgus, et mida suurem on orgaanilise lahusti sisaldus

mobiilfaasis, seda rohkem erineb pH O vidrtus wpH vaartusest. Atsetonitriili ja metanooli

abs

mdju mobiilfaasi pH O vaartusele oli sarnane kui orgaanilise lahusti mahuprotsent oli kuni

abs
50 %. Aluselisus jarsult kasvas atsetonitriilil pdhinevates mobiilfaasides, kui mobiilfaasist
moodustas enamuse orgaaniline lahusti. Metanoolil pdhinevate mobiilfaaside aluselisus kasvas

lineaarses trendis.

Kéesolevas t00s saadud pH;)Zf vaartused erinesid monevorra varasemalt saadud tulemustest.
Ké&esolevas t60s kasutati [N2225][NTf2] ioonvedelikuga tdidetud soolasilda, mis tagab heas
l&henduses vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali véljataandumise. Seevastu varasemates
toodes kasutati vedelik-vedelik piirpinna potentsiaali hindamiseks mitmeid eeldusi. See lubab

kdrge tbendosusega vdita, et kdesoleva to6 tulemused on varasematest usaldusvéaarsemad.

Mobiilfaaside pH 9 m6tmisi tehti ka kahe erineva soolasillaga kombineeritud elektroodiga,

abs

mille vélimine lahus oli asendatud [N222s][NTf2] ioonvedelikuga. Kombineeritud

elektroodidega mdddetud pH vadrtuste erinevus suhtelise mdotemetoodikaga méddetud

abs

pH2 O vaartustest olenes elektroodist. See erinevus kombineeritud elektroodide tulemuste

abs

juures néitab, et pH © mddtmiste juures kombineeritud elektroodidega on téhtis elektroodide

abs

ehitus.
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6. Summary

In this work, the pH Ovalues of 23 different liquid chromatography mobile phases were

abs

determined. The pH © measurements are a possible alternative to other more commonly used

abs

pH measuring methods ({vpH and ;pH) in liquid chromatography. With pH © measurements,

abs

the pH values obtained in different solvents or solvent mixtures are comparable since pH':2

abs

values are based on the chemical potential of the solvated hydrogen ion. Measurements with
mobile phases were conducted using potentiometry. The potentiometric method was based on
measuring the potential difference between two glass electrodes in an electrochemical cell. The
glass electrodes were immersed in solutions which were connected by a salt bridge.

pH 9measurements were also conducted with two different combined electrodes, which had

abs

their outer solution replaced with a salt bridge. These measurements were conducted for the
first time and the measurement methodology is considerably simpler compared to the

measurements between two glass electrodes.

The measured pH 9 values were higher than WwpH and SpH values. It was found with both

abs

methanol and acetonitrile based mobile phases that the higher the percentage of the organic

solvent in the mobile phase the more the pH Ovalue differs from the wpH value. The effect

abs

on the mobile phase was similar with both acetonitrile and methanol when the volume
percentage of organic solvent was up to 50 %. Basicity sharply increased in mobile phases
based on acetonitrile if most of the mobile phase consisted of the organic solvent. The basicity
of methanol based mobile phases increased in a linear trend.

The pH 9 values obtained in this work differed from previously published values. In this

abs

work, the ionic liquid [N2225][NTf2] was used as a salt bridge which ensures that the effects of
liquid junction potential are cancelled out. Due to the development of measurement
methodology, it can be stated with high probability that the results obtained from this work are

more reliable than the previous results.

pH 9measurements were also conducted with two different double junction combined

abs

electrodes, which had their salt bridge solution replaced with the same ionic liquid. The pHabs

values measured with combined electrodes differed from the pH 9 values measured with the

abs

relative measurement method. Those measurements showed that the design of the combined

electrode is essential in pH 9 measurements.

abs
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8. Lisad

Pilt L1: Termostateeritud Rettbergi klaasrakk.
LT

Pilt L2: Keysight B2987A elektromeeter.
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Pilt L4: Tahkekontaktiline ilma siselahuseta vesinikioonitundlik klaaselektrood Izmeritelnaja
tehnika, EST 0601.

36



Pilt L5: Soolasillaga kombineeritud elektrood Metrohm 6.0269.100 EtOH-trode.

Pilt L6: Soolasillaga kombineeritud elektrood Oakton pH probe, refillable, flushable PTFE DJ,
35805-009.
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Joonis L1: loonse vedeliku [N2225][NTf2] struktuur.
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Joonis L2: Joonis 7 esitatud HCOOH korrelatsiooni jaakliikmete analdiis.
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Joonis L3: Joonis 4 esitatud 02865 elektroodi kalibreerimisgraafiku (Keysight) jaékliikmete
anallus.
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Tabel L1: Klaaselektrood poolrakkude kalibreerimisel Metrohm 713 pH meeteriga ja Keysight
B2987A elektromeeteriga saadud téusude ja vabaliikmete vaartused.

Kuupéev Klaaselektrood Tous / mV Vabaliige / mV
poolrakk
09.12.2020 EST 0601 (02866) -58,6 1159,3
09.12.2020 EST 0601 (02864) -58,6 1158,5
09.12.2020 EST 0601 (03168) -58,6 1155,5
09.12.2020 EST 0601 (03171) -58,6 1161,8
17.02.2021 EST 0601 (03171) -58,3 1155,5
20.04.2022 EST 0601 (03171) -58,2 -1890,4
09.12.2020 EST 0601 (02865) -58,6 1160,9
17.02.2021 EST 0601 (02865) -58,2 1155,6
20.04.2022 EST 0601 (02865) -58,2 -1892,4
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Tabel L2: Kbikide to6grupis tehtud mobiilfaaside pH. 2> ma&tmiste tabel. Autori mddtmised on toodud lilla varviga.
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