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ABSTRACT 
 
Ionic liquids are molten salts composed of large, asymmetric, organic cations 

(e.g. imidazolium or piperidine) and inorganic anions such as e.g chloride or 
fluoroborate. These compounds are characterized by low melting point, below 

 however, they also have other interesting properties including high thermal 
stability, minor vapor pressure or negligible volatility. Moreover, by the appropriate 
selection of the cation and anion building the ionic liquid, it is possible to obtain the 
desired physicochemical properties of these salts. For this reason, ionic liquids are 
applied to the synthesis, catalysis, electrochemical methods, extraction methods, 
etc. Application of these compounds in separation techniques merits special 
attention, especially considering liquid chromatography. Ionic liquids are 
commonly used in this technique as free silanols suppressors, especially regarding 
the analysis of basic compounds. Moreover, the excess amount of ionic liquids ions 
may adsorb on the hydrophobic ligands present at the stationary phase surface, 
which also plays a significant role in the retention of analytes. Besides their 
application as silanols suppressors, these compounds were also used as ion pair 
reagents in the analysis of antisense oligonucleotides, which are short nucleic acid 
fragments with therapeutic potential due to the ability to bind with complementary 
sequences of ribonucleic acid. For this reason, antisense oligonucleotides are used 
in the treatment of several diseases. This article briefly presents structures, 
properties and the application of ionic liquids as mobile phase modifiers for the 
analysis of the wide range of different analytes using liquid chromatography. 
Moreover, a part of this paper was devoted to the analysis of antisense 
oligonucleotides with the use of the different chromatographic techniques, 
including the application of ionic liquids as mobile phase additives in ion pair 
chromatography. 
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[BMIM][Cl]    chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy 
[EMIM][Cl]    chlorek 1-etylo-3-metyloimidazoliowy 
[HMIM][Cl]   chlorek 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy 
ASO     oligonukleotydy antysensowne (ang. antisense   
      oligonucleotides) 
DEA     dietyloamina  
DIPEA     N,N-diizopropyloetyloamina 
DMBA     N,N-dimetylobutyloamina 
FDA     Food and Drug   
                   Administration) 
GC    chromatografia gazowa (ang. gas chromatography) 
HA     heksyloamina 
HILIC       
      hydrophilic interaction liquid chromatography 
HPLC     wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high- 
      performance liquid chromatography) 
IEC     chromatografia jonowymienna (ang. ion exchange   
                                chromatography) 
ILs     ciecze jonowe, (ang. ionic liquids) 
IP RP HPLC     
      (ang. ion pair reversed phase high performance liquid  
      chromatography) 
IPR     odczynniki do tworzenia par jonowych (ang. ion pair  
      reagents) 
LLE     ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction) 
LPME     liquid-phase   
                   microextraction) 
PA     propyloamina 
RP HPLC     
      reversed phase high-performance liquid  
      chromatography) 
RTIL     niskotemperaturowe ciecze jonowe (ang. room-temperature 
      ionic liquids) 
SPME     solid-phase   
      microextraction) 
TEA     trietyloamina 
TLC     chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer   
      chromatography) 
TPA     tripropyloamina 
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WPROWADZENIE 

 
W ostatnich latach  zainteresowanie badaczy cieczami jonowymi,  

w  zastosowania tych substancji w szerokim spektrum dziedzin. Wynika to 
przede wszystkim z ich   fizyko-chemicznych,  

 stabilno   i praktycznie   par. Dodatkowo, 
wiele  organicznych rozpuszcza  w ILs [1]. Co  poprzez odpowiedni 

 kationu i anionu  ciecz   jest uzyskanie  
 tych substancji.  tym cechom, ciecze jonowe  obecnie 

wykorzystywane m. in. w syntezie organicznej, katalizie, czy  w technikach 
separacyjnych. Na  zainteresowanie  zastosowanie tych  
jako  fazy ruchomej w chromatografii cieczowej,  jest                       
z kluczowych technik chromatograficznych w analizie  aktywnych 
biologicznie, takich jak oligonukleotydy [2, 3].   

 
1. BUDOW  

 
Ciecze jonowe (ang. ionic liquids

[1]. W przypadku, kiedy 
temperatura topnienia cieczy jonowej nie przekracza temperatury pokojowej, 

i jonowymi (ang. 
room-temperature ionic liquids, RTIL).  

iem symetrii, co 

oksoniowe [2, 3]

- [4]

kationy piperydyniowe, pirolidynowe, morfolinowe, imidazoliowe, triazoliowe, 
chinolinowe czy pirydyniowe [1, 2, 5 7]. 

-, Br-, I-), 
siarczanowe, (SO4

-, HSO4
-), azotanowe (NO2

-, NO3
-), chloranowe, ortofosforanowe, 

 
heksafluorofosforanowe, trifluorometylosuflonianowe czy tetrafluoroboranowe, 

 zazwyczaj RTILs [1, 3].  je 



 

 
kationy i aniony zestawiono na rysunku 1. 
 
 

 
 
 
Rysunek 1.  

[2, 3] 
Figure 1. Schematic representation of the division of ILs concerning  their building  cations  and anions 

[2, 3] 

 
 
ILs 

[8].  

[8 10]

                   

[11]  

               

czy dichlorometan [2]
[12] ska 

                     
w chromatografii cieczowej [1]

organicznych [13]
wybranych ILs. 
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Tabela 1. [10, 14, 15] 
Table 1. Physicochemical properties of selected ILs [10, 14, 15] 

 

Kation Anion  

Tempera-
tura 

topnienia 
( C) 

(g/ml) (mPa s) 

1-butylo-3-
metyloimidazoliowy 

tetrafluoroboranowy [BMIM][BF4] -82 1,17 

233 

180 
 

heksafluorofosforanowy [BMIM][PF6] -8 1,36 
148-450 

 
trifluorooctanowy [BMIM][TFA] -40 1,21 - 

trifluorometylosulfonianowy [BMIM][TfO] 16 1,29 
90 

 

bis[(trifluorometylo)sulfonylo]amidowy [BMIM][TF2N] -4 1,43 
52 

 

bromkowy [BMIM][Br] 60 1,13 
218,9 

 
1-metylo-3-

metyloimidazoliowy 

chlorkowy 

[MMIM][Cl] 125 - - 

1-etylo-3-
metyloimidazoliowy 

[EMIM][Cl] 84 1,36 - 

1-propylo-3-
metyloimidazoliowy 

[PMIM][Cl] 60 - - 

1-butylo-3-
metyloimidazoliowy 

[BMIM][Cl] 65 1,10 - 

1-heksylo-3-
metyloimidazoliowy 

[HMIM][Cl -75 1,29 - 

1-etylo-3-
metyloimidazoliowy 

tetrafluoroboranowy [EMIM][BF4] 6 1,25 
66 

 

heksafluorofosforanowy [EMIM][PF6] 58 1,37 
450 

 

1-heksylo-3-
metyloimidazoliowy 

tetrafluoroboranowy [HMIM][BF4] -82 1,075 
211 

 

heksafluorofosforanowy [HMIM[PF6] -61 1,304 
800 

 

 
1.1.  

 

 

[1, 16]. Substancje te wykorzystywane 

[2, 13, 17
20]

-ciecz - LLE, ang. liquid-liquid extraction, mikroekstrakc
-  LPME, ang. liquid-phase microextraction 

-  SPME, ang. solid-phase microextraction
 TLC, ang. thin layer chromatography, 

  HPLC, ang. high performance liquid 
chromatography - GC, ang. gas chromatography), 
elektromigracyjnych oraz w spektrometrii mas i metodach spektroskopowych.  



 

 
2. 

FAZY RUCHOMEJ W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ 
 

ILs 
[21, 22]. Pierwsze 

zastosowanie ILs w HPLC datowane jest natomiast na koniec lat 80 XX wieku [21]. 
[23]               

takich jak metanol czy acetonitryl

przez co porzucono dalsze badania [23].  

-donorowych tych 

obecnych na powierzchni krzemionkowych faz stacjonarnych, podobnie jak                     
w przypadku powszechnie stosowanych amin [1, 2, 21]

stacjonarnej [21].  

mierze z 

powierzchni krzemionki. Charakteryzuj

Po dodaniu ILs do fazy r

                      
w  przypadku  niskich   ILs,   one tylko z resztkowymi silanolami, 
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[2, 24]

 
 

 
 
Rysunek 2.  

[2, 24, 25] 
Figure 2. Schematic illustration of interactions between the  stationary phase and ILs cations with respect 

to increasing their  concentration [2, 24, 25] 

 

[6, 9, 24, 26]

                     

    



 

 

 kationu imidazoliowego [27 31]                      
[28] 

uzyskiwanych dla faz ruchomych mo

szanin 
                         

organicznego [27 29, 31]. Do
                    

[30]. Dodatek ILs do fazy 

[27 31]. 
Na podstawie uzyskanych wy

[31]

 trietyloaminy [1]. 

[27, 32, 33] encje 
przeciwne do obserwowanych dla faz ruchomych  modyfikowanych dodatkiem 

analitami a ILs, a w konsekw
zaadsorbowanych na powierzchni oktadecylowej fazy stacjonarnej [27, 32]. 

nalitami [27, 32]. Podobnie jak                              
atek ILs 

resztkowych silanoli [27, 32, 33] - 
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[32]
testowanych substancji na powierzchni f [27, 32]. 

fazy rucho

[24, 34, 35]. 

w

pirydyniowej ILs, obserwowano dryft linii bazowej [24]. Rodzaj kationu                         
                     

[34, 35]                   

                     

                    

imidazoliowych ILs [35]

[34, 35] 

                     
[21]. Aniony o charakterze 

chaotropowym (takie jak PF6
- czy BF4

-

-, Br- czy 
Cl-) [21, 36]                         

                                       
[37 39].   

                
o  charakterze  kwasowym  oraz    go  



 

 

zastosowania ILs 

[1,2]. 
 

3. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH  
W CHROMATOGRAFICZNEJ ANALIZIE 

 
 

blokowania wolnych silanoli, jak i jako odczynniki do tworzenia par jonowych 
(IPR, ang. ion pair reagents) [1, 2, 21, 36]

[27]. 

ion pair reversed 
phase liquid chromatography

romatograficznych polarnych 

oligonukleotydy antysensowne (ASO, ang. antisense oligonucleotides).  
 

3.1. OLIGONUKLEOTYDY ANTYSENSOWNE 
 

- lub dwuniciowymi fragmentami kwasu 
rybonukleinowego lub deoksyrybonukleinowego, zbudowanymi z kilku do 

                   
z grupy pentoz, reszty kwasu fosforanowego (V) oraz zasady azotowej [40 44].                  

-cukrowy 

eutycznych jest 

endo- 

grupy fosf                  

oligonukleotydami antysensownymi (ASO) [37 39] .  

                          
z    wodorowych,    czemu   one  zdolne  do zahamowania  
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[45 47]

antysensownych,  zaakceptowanych przez ame  
(ang. Food and Drug Administration

e prowadzone 

nowotworowych [42].  
 

Tabela 2. Oligonukleotydy stosowane w terapii antysensownej, zaakceptowane przez FDA [42, 44, 46, 48] 
Table 2. FDA-approved antisense  oligonucleotides used in antisense  therapy [42, 44, 46, 48] 

 

Nazwa leku 
sekwencji 

Modyfikacja 
Droga 

podania 
Choroba 

Fomivirsen 
(Vitravene) 

21 tiofosforanowa 
iniekcja do 

szklistego 

cytomegalowirusowe 
 

Macugen 
(Pegaptanib) 

27 

pegylowany, tiofosforanowy 
-

-
 

iniekcja do 
 

szklistego 
 

Kynamro 
(Mipomersen) 

20 -metylowa 
iniekcja 

 

homozygotyczna 
rodzinna 

hipercholesterolemia 

Eteplirsen 
(Exondys 51) 

30 oligomer morfolinowy 
infuzja 

  

Defilbrotide 
(Defitelio) 

50 tiofosforanowa 
infuzja 

 
-okluzyjna 

Spinraza 
(Nusinersen) 

18 
-

metoksyetylowa 
iniekcja 

dooponowa (SMA) 

Tegsedi 
(Inotersen) 

20 
tiofosforanowa -

metoksyetylowa 
iniekcja 

 

polineuropatia 
spowodowana 

 



 

 

Onpattro 
(Patisiran) 

21 
-

kwas rybonukleinowy 
infuzja 

 

polineuropatia 
spowodowana 

 
 

Givlaari 
(Givosiran) 

21/23 
-MEmetylowy/ 

-
kwas rybonukleinowy 

iniekcja 
 

 

 
3.2. CHROMATOGRAFICZNE METODY  

 

                
w matrycach biologicznych, takich jak osocze, surowica, mocz czy tkanki. Innym 

Aktualnie chromatografia cieczowa jest najpowszechniej stosowana w analizie 
[42, 44]. Do 

najpopularniejszych technik chromatograficznych stosowanych w oznaczaniu                     

hydrofilowych (HILIC, ang. hydrophilic interaction liquid chromatography), 
chromatografia jonowymienna (IEC, ang. ion exchange chromatography) oraz IP 
RP HPLC [49 51].  

                    

[42, 44, 52] hniki w analizie ASO jest natomiast 

[53 55]. 

-fosfora

[42, 49,].   

wspomniano, w tej technice faza ruchoma jest wzbogacona dodatkiem kationowych 
                          

i 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolem (HFIP) [42, 49, 57, 58]. IPR charakteryzuj

Oktadecylowa  faza  stacjonarna  jest  najpowszechniej stosowana  w analizie ASO,  
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[43, 59, 60]. 
Mechanizm retencji w IP RP 

 dynamiczny 

[42 44].  
-

dimetylobutyloamina (DMBA), heksyloamina (HA), trietyloamina (TEA), 
tripropyloamina (TPA), dietyloamina (DEA), N,N-diizopropyloetyloamina 
(DIPEA) oraz propyloamina (PA) [25, 42, 44, 60]

                                

[43, 60 62]
   
                                  

retencji ASO [25]

[60].  
 

3.3. Z

ANTYSENSOWNYCH 
 

                   

-O- -O-
[25] go                      
w strukturze kationu imidazoliowego ([EMIM][Cl], [BMIM][Cl], [HMIM][Cl])          

 oktadecylowe,   



 

 

do tych uzyskiwanych podczas zastosowania tradycyjnych IPR w analizie ASO za 

                      
rukturze kationu imidazoliowego, ze 

[25]. 

ych faz 
-O-

                   
9 minut dla kolumny oktadecylowej i pentafluorofenylowej [25]. Schematyczne 

                               
 

 

 
 
 
Rysunek 3.  

 
Figure 3. A schematic representation of the interactions between ASO,  ILs cation, and octadecyl 

stationary phase in the RP HPLC IP mode 
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(program elucji gradientowej: 45

 osoczu 

                
[25]. Tym samym po raz pierwszy wykazano,                            

IP RP HPLC.  
 

 
 

ILs 

projektowania ich              
                    

w 

Ls na ligandach alkilowych faz stacjonarnych, 

 

jonowych. Zamiana tych substancji na ILs pozwala na uzyskanie podobnej 
selek
ruchomej. 

 

 
 

-BIS 

UMO-

Narodowe Centrum Nauki. 



 

 
 

 
[1] A. Berthod, M.J. Ruiz- -Broch, J. Chromatogr. A., 2018, 1559, 2. 
[2] M. Buszewska-Forajta, M.J. Markuszewski, R. Kaliszan, J. Chromatogr. A., 2018, 1559, 17. 
[3] 

 
[4] T.L. Greaves, A. Weerawardena, I. Krodkiewska, C.J. Drummond, J. Phys. Chem. B., 2008, 

112, 896. 
[5] D. , 2015, 38, 

1499.  
[6] S. Calabuig- -Alvarez-Coque, M.J. Ruiz-Angel, J. Chromatogr. A., 

2016, 1465, 98. 
[7] H. Olivier-Bourbigou, L. Magna, J. Mol. Catal. A Chem., 2002, 182 183, 419.  
[8] F. Endres,  Phys. Chem. Chem. Phys., 2010, 12, 1648.  
[9] S. Carda- -Alvarez-Coque, M.J. Ruiz-Angel, J. Chromatogr. A., 2018, 1559, 

112. 
[10] Y. Polyakova, Y.M. Koo, K.H. Row, Biotechnol. Bioprocess Eng., 2016, 11, 1.  
[11] J.P. Hallett, T. Welton, Chem. Rev. 2011, 111, 3508.  
[12] J.D. Holbrey, R.D. Rogers, Ionic Liquids in Synthesis, Second Edition, WILEY-VCH, 

Weinheim, 2008.  
[13] K. Materna, T. Rzemieniecki, J. Pernak, Chemik, 2016, 70, 471.  
[14] - Trends Anal. Chem., 2005, 24, 20. 
[15] 

 
[16] H. Tokuda, S. Tsuzuki, M.A.B.H. Susan, K. Hayamizu, M. Watanabe J. Phys. Chem. B., 2006, 

110, 19593. 
[17] N. V. Plechkova, K.R. Seddon, Chem. Soc. Rev., 2008, 37, 123. 
[18] M. David, Applications of ionic liquids in polymer science and technology, Intech, Rijeka, 

2015. 
[19]  B. Dawidziuk, D. Dziedzic, D. Gordon, S. Popiel, TrAC - Trends Anal. Chem. 2018, 

105, 18. 
[20] R.L. Vekariya, J. Mol. Liq., 2017, 227, 44. 
[21] A. Berthod, M.J. Ruiz- -Broch, J. Chromatogr. A., 2008, 1184, 6. 
[22] D.W. Barber, C.S.G. Phillips, G.F. Tusa, A. Verdin, J. Chem. Soc., 1959, 18.  
[23] P.H. Shetty, P.J. Youngberg, B.R. Kersten, C.F. Poole, J. Chromatogr. A., 1987, 411, 61.  
[24] W. Zhang, L. He, Y. Gu, X. Liu, S. Jiang, Anal. Lett., 2003, 36, 827. 
[25]  RSC Adv., 2019, 9, 39100. 
[26] A.V. Herrera- - -Delgado, Anal. Bioanal. Chem., 

2008, 392, 1439. 
[27] X. Xiaohua, Z. Liang, L. Xia, J. Shengxiang, Anal. Chim. Acta, 2004, 519, 207. 
[28] L.J. He, W.Z. Zhang, B. Wen, X. Liu, S.X. Jiang, Chinese Chem. Lett., 2003, 14, 39. 
[29] J. Zheng, K.H. Row, Am. J. Appl. Sci., 2006, 3, 2160.  
[30] M. Tian, J. Liu, K.H. Row, Molecules, 2009, 14, 2127.  
[31] T. Ahmad, S. Smith, B. Redlinski, C. Utterback, D. Perkins, S. Sharp, A. Heagy, T. Ahmad, 

Adv. Anal. Chem., 2012, 2, 60.  
[32] H. Xialin, P. Jinfeng, H. Yuanjian, Y. Daqiang, L. Jingfu, J. Sep. Sci., 2009, 32, 4126.  
[33] , 2004, 

1030, 263. 
 

524   
   



 

ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH JA  525
  

 
[34] Y. Zhang, H. Yu, Y. Ma, G. Cui, Anal. Bioanal. Chem., 2018, 410, 7347. 
[35] G. Cui, H. Yu, Y. jie Ma, J. Sep. Sci., 2019, 42, 1733.  
[36] A. Berthod, M.J. Ruiz-Angel, S. Huguet, Anal. Chem., 2005, 77,  4071.  
[37] M. Caban, P. Stepnowski, Anal. Chim. Acta., 2017, 967, 102.  
[38] L. Pan, R. Lobrutto, Y. V. Kazakevich, R. Thompson, J. Chromatogr. A., 2004, 1049, 63. 
[39] X. Wang, P.W. Carr, J. Chromatogr. A., 2007, 1154,165.  
[40] , 2003, 7, 18. 
[41] , 2016, 70, 634. 
[42] , 2018, 176, 329.  
[43] , 2019, 196, 54.  
[44] Rev. Anal. Chem., 2019, 

49, 256. 
[45] A. Sehgal, A. Vaishnaw, K. Fitzgerald, J. Hepatol., 2013, 59, 1354. 
[46] C.A. Stein, D. Castanotto, Mol. Ther., 2017, 25, 1069.  
[47] N.M. Dean, C. Frank Bennett, Oncogene, 2003, 22, 9087.  
[48] A. Goyon, P. Yehl, K. Zhang, J. Pharm. Biomed. Anal., 2020, 182, 113105. 
[49] A.C. McGinnis, B. Chen, M.G. Bartlett, J. Chromatogr. B Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 

2012, 883 884, 76.  
[50] M. Biba, J.P. Foley, C.J. Welch, Liquid chromatographic separation of oligonucleotides, Second 

Edition, Elsevier Inc., 2017.  
[51] C.F. Poole, J. Chromatogr. A., 2004, 1037, 49.  
[52] Z.J. Lin, W. Li, G. Dai, J. Pharm. Biomed. Anal., 2007, 44, 330.  
[53] L. Gong, J.S.O. McCullagh, J. Chromatogr. A., 2011, 1218, 5480  
[54] P. Jandera, Anal. Chim. Acta., 2011, 692, 1.  
[55] P.A. Lobue, M. Jora, B. Addepalli, P.A. Limbach, J. Chromatogr. A., 2019, 1595, 39. 
[56] A., 1999, 852, 297. 
[57] , 2015, 38, 2076. 
[58] M. Gilar, K.J. Fountain, Y. Budman. J. Chromatogr. A., 2014, 1245, 65. 
[59] S. , 2016, 154, 270. 
[60] , 2017, 138, 146. 
[61] A., 2018, 1554, 71. 
[62] L. Gong, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2015, 29, 2402. 

 
27 kwietnia 2020 r. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


