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1. Kasutatud lihendid

AV — ergastuspulsi pinge amplituudvééartus

B — magnetvalja tugevus

DHB - 2,5-dihiidroksiibensoehape

El — elektronionisatsioon

eV — elektronvolt, energiaiihik (1,6-10™° J)

FT — Fourier’ teisendus

GA — gaasifaasiline happelisus

GV — gate valve, analiisaatori juures oleva turbomolekulaarpumba ees asetsev siiber

I(X") — aniooni X" intensiivsus massispektris

ICR — ioontstiklotronresonants

K — dissotsiatsioonikonstant

m - mass

m/z — massi ja laengu suhe

MALDI — abimaatriksiga laserdesorptsioon-ionisatsioon

NIST — Ameerika rahvuslik tehnoloogiainstituut

p(X) — hinnanguline aine X réhk massianallisaatoris

g - laeng

R — universaalne gaasikonstant (1,987 cal/(mol*K))

RFB — (radio frequency burst) raadiosageduslik ergastuspulss kindla m/z suhtega ioonide ergastamiseks
RFS — (radio frequency sweep) raadiosageduslik ergastuspulss valitud m/z suhte vahemikus olevate
ioonide ergastamiseks

SORI — (sustained off-resonance irradiation) valtud m/z suhtega ioonide raadiosageduslik ergastus
resonantssagedusest madalamal sagedusel

T — termodunaamiline temperatuur

Tos,NH — bis[(tolueen)sulfoon]imiid

TotlInt — signaali koguintensiivsus massispektris

VMIA — (Vertical Multigas Inlet Array) lenduvate (ihendite vaakumsusteemi sisestamise liides

AAG, — kahe aine gaasifaasilise happelisuse vahe

w — nurksagedus



2.  Sissejuhatus

Tartu Ulikooli uue keemiahoone avamisega 2009. aastal kaasnes FT-ICR-
massispektromeetri soetamine. See seade vdimaldab uurida gaasifaasis toimuvaid ioon-molekul-
reaktsioone, naiteks prootoni tilekannet. Tartu Ulikooli hapete-aluste keemia teadusgrupi t66d on
maailmas tuntud ning korduvalt tsiteeritud.

Gaasifaasiliste happelisuste médtmistel on suur fundamentaalne tahtsus. Happed leiavad
kasutust paljudes igapdevastes rakendustes, alustades &adika lisamisest toidule ja katlakivi
eemaldamisest,  I0petades  tOostuslike  reaktsioonidega  (nditeks  nitreerimis-  ja
esterdamisreaktsioonid). Superhapped on happed, mille keemiline potentsiaal konkreetses
keskkonnas on kérgem kui vaavelhappe oma.

Superhapped on tahtsad uue p@lvkonna energiasalvestite ja -muundurite koostisosad.
Néiteks antud t0o6ski kasutatud (C,FsSO,);NH ja (CF3SO;),NH on kasutusel Li-ioon
superkondensaatorites, akudes ning ioonvedelikes. Toornafta sisaldab oluliselt mé&é&ral sirge
ahelaga kdllastunud sisivesinikke, millel on madal oktaanarv. Seetdttu ei ole need sobilikud
bensiini koostises. Samas on need Usha stabiilsed ning nende muundamiseks hargnenud
alkaanideks l&bi C-C ja C-H sidemete aktiveerimise on vaja kasutada katallisaatoreid. Happeliste
ning vadrismetallidel pdhinevate kataliisaatorite kasutamisel on vajalik kuumutamine.
Superhapete abil voib alkaane krakkida, isomeriseerida voi alkullida ka temperatuuridel alla O
°C. Superhapped pohjustavad hidriidioonide eraldumist, tekitades reaktsioonivdimelised
karbokatioonid ning samal ajal ka stabiliseerivad neid. [1]

Superhapete happelisusi saab m6dta FT-ICR massispektromeetri abil, kasutades suhtelist
mddtmismetoodikat. Ained mdddetakse paarikaupa ning eksperimendi andmetest leitakse kahe
superhappe happelisuse vahe ehk suhteline happelisus (AAG,). Paljude erinevate hapete
mddtmistulemuste alusel on vdimalik koostada happelisuse skaala ja ankurdades need tulemused
usaldusvaarselt teadaolevate ankurainete happelisustega maérata superhapete absoluutseid
happelisusi. Kuna mdotmised viiakse 1&bi gaasifaasis, mitte mone lahusti keskkonnas, siis el
esine solvendiefekte, ei ole piiranguid lahustuvusele ning mdddetakse ainete lahustist séltumatud

ehk tegelikud happelisused. Happelisuse modtmistel saadud tulemused aitavad mdista ja
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kirjeldada seoseid aine struktuuri ning happelisuse vahel, pannes aluse superhappeliste
molekulide disani pShimotetele ja teoreetilistele gaasifaasiliste happelisuste arvutusmeetoditele.
Gaasifaasiliste happelisuste modtmistel saadud andmete koérvutamisel lahustis mdddetud
happelisuste andmetega saab teha jareldusi lahusti mdjust ainete happelistele omadustele.
Mddbtmistel saadud info vdimaldab erinevate keemiliste ja todstuslike protsesside mehhanismide
tdpsemat ja péhjalikumat selgitamist. [1]

Ké&esoleva to0 tiheks eesmargiks on valja to6tada ning testida olemasolevale FT-ICR-MS
seadmele metoodikad halvasti lenduvate superhapete gaasifaasiliste happelisuste m6dtmiseks,
kasutades ioonide tekitamiseks MALDI ja EI ioonallikaid. Teadaolevalt pole MALDI
ioonallikaid varasemalt GA mdotmistel kasutatud, EI on aga leidnud laialdaselt kasutust. T60
teiseks eesmdrgiks on kontrollida saadud tulemuste kokkulangevust varasemate
eksperimentaalsete GA vadrtustega gaasifaasilise happelisuse skaala kdige tugevamas
piirkonnas. 2009. aastal leidsid Leito et al [2], et 1994. aastal avaldatud gaasifaasilise
happelisuse skaalas [3] olid kdige tugevamate hapete happelisused sustemaatiliselt nihkes.
Mdnede selliste hapete happelisused on varasemalt Gile méddetud ja korrigeeritud (M. Zhang et
al [4]). Tugevaid happeid, mille happelisused vajaksid ilemddtmist, on veel arvukalt. Mdnede
selliste hapete happelisuste m6dtmine on samuti selle t66 eesmargiks.

Nende eesmarkide edukas realiseerimine on teadusgrupi selleteemaliste (gaasifaasiline
happelisus ja aluselisus) t66de jatkamiseks vajalik. Uurimisgrupil on olemas voi vélja tootamisel
palju erinevaid tugevaid happeid, mille gaasifaasilised happelisused vajaksid m&dtmist voi
tapsustamist. Samuti on tarvis uurida aineid, mille eksperimentaalsed ning teoreetilised GA

vadrtused ei lange omavahel kokku.



3.  Kirjanduse ullevaade

3.1 Gaasifaasiline happelisus

Gaasifaasiline  happelisus  (GA) on  defineeritud  kui  neutraalse  happe

deprotonatsioonireaktsiooni Gibbsi vabaenergia muut:

A .
AH <:>G"“’ A+ H 1)
GA=AG,,, =—RTInK, )

Mida tugevam on hape, seda madalam on tema GA véartus. Molekuli, mille happelisus
gaasifaasis on suurem (GA vaartus madalam) kui véavelhappe happelisus, nimetatakse
superhappeks. Vaavelhappe GA on 302 kcal/mol. Arvutuslikult on esitatud molekule, mille GA
ulatub alla 200 kcal/mol [5], selles t60s uuritavate hapete GA jaab 280-300 kcal/mol juurde.
Hetkel on tugevaim eksperimentaalselt madratud happelisusega uhend
bis[(perfluorobuttul)sulfoon]imiid (278,7 kcal/mol).

GA moodtmiste eesmark on leida AAGg:

AH+ A % AoH+ AL (3)
AAG, =-RT InK, =AG, (A)-AG,(A,) 4)

k = 1A *o(A ) * p(AH)*S, (AH)

= 5
1(A;) o (A)* p(AH)*S (AH) ©)

Tasakaalukonstandi avaldises asendatakse ioonide osardhud nende iooni  de
intensiivsusega 1(X") reaktsiooni tasakaaluoleku massispektrist, mida korrigeeritakse
isotoopparandiga (o). Isotoopparandite arvutamisel on kasutatud IUPACI tehnilises aruandes
[14] avaldatud elementkoostist. Neutraalsete ainete osar6hud mdddetakse vaakummoddikuga
ning korrigeeritakse sidemeparanditega (S;). Saadud tasakaalukonstandi alusel arvutatakse

vorrandi 4 jargi AAG,.



3.2 FT-ICR massispektromeetria

Massispektromeetria on anallutilise ja futsikalise keemia ks vBimsamaid tooriistu. See
meetod vBimaldab samaaegselt méérata uuritavate ioonide massi ja laengu suhet (identifitseerib
ioonid) ning nende hulka. Seega vdimaldab massispektromeetria teostada nii kvalitatiivset kui
kvantitatiivset analtitisi ning lisaks annab vdimaluse uurida reaktsioonide kineetikat, mehhanisme
jms.

FT-ICR massispektromeetria pakub vdrreldes teiste massispektromeetria liikidega
mitmeid eeliseid ja lisavGimalusi. FT-ICR-massispektromeetrid to6tavad madalamal réhul kui
teised massispektromeetrid. Selle tulemusena on ioonide vaba tee pikem (esineb véhem korvalisi
molekule) ja seet6ttu vBimaldavad FT-ICR-massispektromeetrid paremat lahutusvdimet ning m/z
mddtmise tépsust kui teist tulpi massispektromeetrid. FT-ICR-spektromeetritel on ka suhteliselt
kdrge analttsitava iooni molekulmassi ulempiir. Lisaks on vdimalik hoida ioone FT-ICR
massispektromeetri moddterakus suhteliselt pika aja jooksul ning jalgida nende reaktsioone
vaakumsusteemi sisestatud neutraalsete ainete molekulidega.

Peamiseks FT-ICR-MS puuduseks on kdrge aparatuuri soetamise ning kéigus hoidmise
hind. See on tingitud peamiselt Glijuhtmagneti kdrgest hinnast ning veeldatud He ja N, kulust, et
ulijuhtmagneti méhist hoida temperatuuril 4 K. Aparatuur ise on suhteliselt keeruline ning selle
kasutamine vajab pdhjalikumat véljadpet kui mone teist liiki massispektromeetri puhul. [6][7]

FT-ICR spektromeetria pdhineb laetud osakeste tsiiklotroonimisel homogeenses

magnetvéljas. Seda Kirjeldab jargnev vérrand:

w=—, (6)

mille alusel ioonide tsuklotroonimise nurksagedus () s6ltub magnetvélja tugevusest (B), iooni
laengust (q) ning iooni massist (m). Massianallsaatoris olevate ioonide liikumine detekteeritakse

Uheaegselt. Raadiosagedusliku vahelduvpinge rakendamisel ergastusplaatidele viiakse ioonid
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samasse faasi ning suurema raadiusega orbiitidele. Seejarel pdhjustab ioonide liikumine rakus
voolumuutusi detektorplaatide kdrvalvooluahelas, kus genereeritakse nanovoldi suurusjargus
signaal, mida vdimendatakse enne detekteerimist eelvGimendis. loonide liikumisest tekitatud
pingemuutuste soltuvus ajas on sinusoidi kujuga. Elektrooniliselt registreeritav signaal on kdigi
rakus tstklotroonivate ioonide poolt tekitatud sinusoidide summa, kus iga erineva m/z-ga ioonid
pdhjustavad erineva sagedusega sinusoidi. Signaali amplituud ajas on kahanev, kuna algselt Gihes
faasis olevate lainete sageduste erinevuste tottu vaheneb lainete koherentsus (konstruktiivne
interferents laheb Gle destruktiivseks). Ka pdrked litkumistrajektooril ette jd&vate neutraalsete
gaasimolekulidega pdhjustavad signaali amplituudi ajas kahanemist, sest pérgete toimel véheneb
ioonide kineetiline energia, muutub ioonide liikumissuund ning vdib esineda ioonide
fragmenteerumist ja neutraliseerumist. Fourier’ teisenduse abil eraldab tarkvara signaali

moodustanud lained teineteisest ning genereerib massispektri. [6]

3.3 MALDI

Abimaatriksiga laserdesorptsioon-ionisatsioon on ionisatsioonitehnika, mis tootati valja
eelmise sajandi teisel poolel. MALDI véimaldab vdérreldes mitmete teiste laialt levinud
ioonallikatega efektiivselt ioniseerida ka kdrge molekulmassiga (M = 100 000 Da) aineid neid
ulatuslikult fragmenteerimata.

loonide saamiseks MALDI ioonallikas kantakse proovi ja sobiva abimaatriksi lahus
prooviplaadile laikudena. MALDI maatriksiteks sobivad mitmed polaarsed madala
molekulmassiga ained, mis neelavad UV- vdi infrapunakiirgust (vastavalt laseri lainepikkusele).
Laseri impulss neeldub maatriksis, mis soojeneb. Selle tulemusel maatriks ja maatriksis olev
proov aurustuvad plaadilt. Selle protsessi kéigus proovi molekulid ioniseeruvad ning saadud
ioonid juhitakse elektrivdlja toimel massianaliisaatorisse. MALDI suurim puudus on vilets

korratavus, mis on tingitud peamiselt proovi ja maatriksi ebatihtlasest jaotusest laikudes. [8]



3.4 Elektronionisatsioon

Elektronionisatsioon (El) on levinud ioonide tekitamise meetod.  Metallist (néiteks
volframist vo6i reeniumist) filamendi kuumutamisel toimub elektronide termoemissioon.
Emiteerunud elektronid kiirendatakse elektrivélja abil, mille tulemusel saadakse elektronid
energiaga kuni 70 eV. Kui elektroni energia Uletab molekuli ionisatsioonienergia, toimub
elektroni ja molekuli kokkupdrkel ionisatsioonireaktsioon. lonisatsioonireaktsioon elektroni (g°)

ja neutraalse molekuli (M) vahel kulgeb vérrandi 7 alusel.

M+e ->M™ +2e” @)

Tekkinud korge energiaga (sageli ebastabiilne) molekulaarioon (M™) vdib
fragmenteeruda. Aine fragmenteerumise ulatus s6ltub tugevalt tema struktuurist, seega on
elektronionisatsiooni massispektrid ainetele omased ning neid kogutakse erinevatesse
andmebaasidesse (nditeks NIST), kust sobiva vaste leidmisel on vdimalik aineid tuvastada.

El vbimaldab erinevalt teistest peamistest ionisatsioonitehnikatest ioone tekitada ka

vahetult mooterakus seal olevatest neutraalsete ainete aurudest.
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4.  Eksperimentaalne osa

4.1 Kasutatud todvahendid

4.1.1 Massispektromeeter

Madtmised teostati Tartu Ulikooli  FT-ICR-massispektromeetril ~ (Varian ~ 930MS,
magnet valjatugevusega 7,0 T). Selle seadme puhul on vdimalik ioone tekitada nii EI kui
MALDI (kasutades New Wave Orion 50083 Nd:YAG laserit lainepikkusel 355 nm) abil.
Spektromeetrit juhiti arvutilt programmiga “Omega”.

Massianalusaatoriks on k@rgvaakumsusteemis asuv kaheksast elektroodist koosnev
silindrikujuline rakk (joonis 1), mis modtmiste ajaks viiakse Ulijuntmagneti keskel olevasse
homogeensesse magnetvélja (B-vektor téhistab magnetvdlja suunda mddteraku suhtes).
Mddterakk asub kdrgvaakumkambris, et tagada optimaalne osakeste arv rakus ning nende vaba
tee pikkus. Raku otstes on ringikujulised otsaplaadid. Silindri kilje moodustavad sisemised
rongad ning kilje keskosas vaheldumisi asetsevad detektor- ning ergastusplaatide paarid.
Ergastusplaatide abil mojutatakse raadiosageduslike impulssidega rakus olevad ioone. Ergastatud
ioonid tekitavad detektorplaatide juures moddudes elektrilise signaali, mille aegs6ltuvus
registreeritakse analoogkujul ning digitaliseeritakse kdrgsageduslikus (kuni 16 MHz) analoog-
digitaal konverteris. Otsaplaatides olevate avade kaudu saab m6dterakku juhtida elektrone ning
MALDI allika abil tekitatud ioone, neutraalsed molekulid saavad rakku siseneda plaatide vahel
olevatest mdne millimeetri laiustest vahedest. Raku lahedal asuva reeniumfilamendist voolu labi
juhtimisel see kuumeneb ning toimub elektronide termoemissioon. Eraldunud elektronid
kiirendatakse ja suunatakse elektrivalja toimel mdoterakku, elektronide teele jaavate neutraalsete

molekulidega kokkupdrkel viimased ioniseeruvad.
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Joonis 1: Silindrikujuline ICR mddterakk
sisemised rongad

- 12 detektorplaadid
/

«— B

otsaplaadid
otsaplaatide avad

Massispektromeetril (joonis 2) on kolm turbomolekulaarpumpa, lisaks MALDI-
ioonallikal (ks turbomolekulaarpump. Anallsaatori lahedal asuva turbopumba ees on
reguleeritav siiber (gate valve, GV), mille sulgemisega on vdimalik suurendada rdhku
anallsaatoris (véheneb ainete masinast eraldumise Kiirus) ning véhendada rdhkude erinevust
analUisaatori ning rshumdddiku vahel. Optimaalne t86rdhk analiisaatoris on suurusjargus 10®
kuni 5-107 torri, eksperimentide ajal on GV suletud tavaliselt 7,6 poorde vorra. Ka
eksperimentide vahel hoitakse masinas koérgvaakumit, et tagada masina vaakumsisteemi
puhastumine. Baasréhk on suhteliselt puhta sisteemi puhul suurusjargus 10° torri.
Turbomolekulaarpumpade t66 jaoks vajalik eelvaakum saadakse kolme Glirotaatorpumba abil.

Analusaatoris oleva rdhu madtmiseks kasutatakse Bayard-Alpert tutpi modturit, mille
nditu logiti programmiga “lonGauge”. Selle r6humdddiku ndit on kalibreeritud N, abil ning
seetottu tuleb saadud lugemi néit jagada nn. sidemeparandiga (S;), et saada konkreetse aine
osardhu hinnang. On leitud, et seda tlupi vaakummdddikute tundlikkus korrelleerub hésti
mdddetava gaasi molekuli polariseeritavusega [9]. Gaasimolekuli polariseeritavus loetakse
vordseks molekuli moodustavate aatomite polariseeritavuste summaga, arvestades iga aatomi
valiskihi orbitaalide hibridisatsiooni. K&esolevas t66s on S, arvutusvorrandis (8) kasutatud
polariseeritavuse vaartusi aa*(ahc), mis on avaldatud Milleri poolt 1990. aastal [10]. Selles
vOrrandis tahistab ax moddetava gaasi molekuli moodustava aatomi (X) polariseeritavust kindla

valiskihi orbitaalide hlbridisatsiooni korral ning n t&histab selliste aatomite arvu molekulis.
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S, =0,3+0,36 %[, (X,) *n(X,) + e, (X,) *n(X,)...] (8)

Vaakumstuisteemi hoitakse enamasti temperatuuril ligikaudu 100 °C, luhiajaliselt on seda
voimalik (naiteks sisestatud ainete kiiremaks eemaldamiseks) kuumutada temperatuurini 160 °C.
Madalam baasrdhk ja kdrgem temperatuur vdimaldavad uuritavate ainete osarGhu tépsemat

hindamist, nende paremat lenduvust vaakumstisteemis ning puhtamat signaali.

Joonis 2: MALDI/EI-FT-ICR-massispektromeetri pohimétteline skeem

Ulijuhtmagnet

7 | MALDI

ioonallikas
/

\Slsestussusteem (VMIA) h\i
|

|
1<T] 1]ICR rakk

oo

3 Ioonjuht

5 Ao

1 otsesisestusvarraste sisestusavad

2 EI filament 8 MALDI proovi plaat
3 Gate valve (GV) S vaakumlils

4-7 turbomolekulaarpumbad 10 laser

Ulijuhtmagnet 4

Uuritavate ainete puhul méarab nende sisestusviisi nende lenduvus. Enamasti votab
halvasti lenduva aine kdrgvaakumststeemi sisestamine ning rdhu stabiliseerumine aega vahemalt
1-2 tundi. Ained, mille aururdhk on piisav toatemperatuuril v&i kuumutamisel kuni
temperatuurini 120 °C, saab sisestada VMIA liidese abil. Vajadusel saab ainete sisestusstisteeme
kuumutada valiste soojusallikatega. Sisestatava aine osardhku saab reguleerida lekkeventiili abil.
Sisestusliinidel olevate erinevate kraanide sulgemisel ja avamisel ning rohumoddikute néitude
jalgimisel on vBimalik tuvastada lekkeid ning mdningal méaral puhastada sisestatavaid aineid
lenduvatest lisanditest, néiteks toatemperatuuril vedelaid aineid on vdimalik valiselt vedela
lammastikuga jahutada alla sulamistemperatuuri ning seejarel vaakumsusteemi abil neid

degaseerida. Ained, mis vajavad kuumutamist tile 120 °C, sisestatakse spetsiaalse instrumendi,
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niinimetatud otsesisestus-varda (solid probe) abil. Selle abil on vdimalik madala lenduvusega
ained viia vahetult kérgvaakumsusteemi, mdoteraku ldhedale ning seal neid kuumutada.
Uuritavad ained asetatakse varda otsa kapillaaris, mida on vdimalik kuumutatakse soovitud
temperatuurile varda sees oleva elektrilise kittekeha ning kittekeha kontrolleri abil. Korraga on
vOimalik masinasse sisestada kaks varrast. Otsesisestus-varraste abil on v@imalik sisestada
aineid, mis vajavad soovitud lenduvuse vO&i aururbhu saamiseks kuumutamist kuni

temperatuurini 400 °C.

4.1.2 Ulijuhtmagnet

FT-ICR-massispektromeetril todtamiseks on vajalik mddteraku piirkonnas Uhtlane,
stabiilne ja tugev magnetvéli, mille tagab Ulijuhtmagnet. K&esoleva t00 raames kasutatakse
Variani 7,0 T Glijuntmagnetit. Selle mahise dlijuhtivus avaldub véga madalatel temperatuuridel,
mistOttu on see Umbritsetud vedela heeliumiga tdidetud kriostaadiga (temperatuuril 4 K), mida
omakorda Umbritseb vedela lammastikuga tdidetud kriiostaat. Spektromeetriga to6tamise ajaks

viiakse kdrgvaakumsusteemis asuv mooterakk magneti keskele homogeense magnetvalja alasse.

4.1.3 Muud toovahendid

Sisestatavate ainete degaseerimiseks kasutati Tartu Ulikooli keemiahoone vedelat
lammastikku. Inertgaasina El-eksperimentides kasutatav puhas lammastik saadi keemiahoone
lammastikutrassist. Vaakumsisteemi osade kuumutamiseks kasutati mdnesajavatiseid
kuumutuskaableid koos véliste reguleeritavate toiteallikatega v6i temperatuuri kontrolleritega.
Kaalumised teostati kaaludel jaotise vaartusega 0,00001 g. Ainete lahustumise kiirendamiseks
MALDI segude valmistamisel kasutati ultrahelivanni. loonide masside ning isotoopsuhete

arvutamiseks kasutati programmi “Exact Mass Calculator”.

4.2 Kemikaalid

Mddbtmistel kasutatud superhapete valikul jalgiti, et omavahel mdddetavate hapete GA

vahe kirjanduse alusel ei oleks suurem kui 5 kcal/mol, soovitavalt 0-2 kcal/mol. Selles t66s
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kasutati GA modtmistel viit perfluoreeritud sulfoonimiidi ([2][4], Mitsubishi Materials
Electronics Chemicals, Jaapan), kahte asendatud aromaatsete tuumadega superhappelist
sulfoonimiidi (varasemalt uuritud viites [2]), pentakis(trifluoromettul)tiofenooli ([2], Sumitomo
Rubber Industries, Jaapan), pentakis(trifluoromettdil)fenooli (2D ning
trifluorometaansulfoonhapet (Sigma Aldrich, puhtusega >99,0%). Uuritud hapete struktuurid on
kujutatud skeemil 1.

Juhendaja varasemalt 1abi viidud katsete tulemustele toetudes kasutati MALDI meetodi
korral maatriksina 2,5-dihidrokstibensoehapet (Sigma Aldrich, >99,0%) ning prootonvahetuse

initsieerimiseks vajaliku ndrga happena Tos;NH ([12]).

Skeem 1: Kasutatud kemikaalid
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4.3 MALDI metoodika valjatéotamine

Kéesolevas t0os prooviti valja tootada MALDI meetodi abil halvasti lenduvate
superhapete gaasifaasiliste happelisuste médtmise metoodika. See metoodika sisaldab jargnevaid
etappe:

a) sobiva koostisega MALDI lahuse valmistamine, MALDI plaadile kandmine ning

plaadi vaakumlutsi kaudu MALDI ioonallikasse viimine

b) uuritavate superhapete sisestamine vaakumsusteemi, nende osar6hkude reguleerimine

ning stabiliseerumine

c) ndrga happe anioonide tekitamine MALDI ioonallikas

d) nende ioonide suunamine ICR rakku

e) nende ergastamine uuritavate hapetega prootoni Ulekande reaktsioonide

initsieerimiseks

f) uuritavate superhapete vaheliste prootoni (lekande reaktsioonide jalgimine ajas

tasakaalu tekkimiseni

Tos,N™ aniooni reaktsioon temast oluliselt tugevamate hapetega toimub vastavalt
vorrandile 9, kus A;H tahistab vaakumsiisteemi sisestatud Tos,NH-st tugevamat hapet.

A1H + Tos,N° — Tos,NH + Ay (9)
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Vaakumsisteemi sisestatavate hapete anioonide teke aitab initsieerib nende hapete
vahelisi prootoni (lekande reaktsioone (vdrrand 3). Erinevate reaktsiooniaegade massispektrite
vahendusel jalgiti vaakumsusteemi sisestatud ainete vaheliste reaktsioonide kulgemist tasakaalu
tekkimiseni.

Metoodika véljatd6tamise eesmargiks oli leida sobivad aparatuuri seaded, et uuritavate
ainete vahelise tasakaalu saabumine oleks massispektrite vahendusel véimalikult hasti jalgitav.
MALDI meetodi puhul oli optimaalne to6rdhk 2 kuni 8-10°® mbar. Rohkudel tile 107 mbar oli

signaal enamasti tunduvalt kehvem.

4.3.1. MALDI lahuste valmistamine

Maatriksina oli kasutusel DHB. Lahuste valmistamiseks kasutati HPLC puhtusega
atsetonitriili ja deioniseeritud vett. DHB lahused andsid vaga madala signaali (TotInt <10)
negatiivses reziimis ka suhteliselt kdrge laseri kiirguse intensiivsuse juures, seetdttu oli piisava
koguse ndrkade hapete anioonide saamiseks vajalik lisada teatud kogus mdnda paremini
ioniseeruvat ndrka hapet, juhendaja varasemalt labiviidud eksperimentide pdhjal osutus sobivaks
TosNH. Lahuste valmistamisel kaaluti esmalt analtditilisel kaalul plastiktuubi sobiv kogus
Tos;NH ja DHB ning seejarel lisati automaatpipetiga lahustid. Vajadusel kasutati ainete
lahustumise kiirendamiseks ultrahelivanni. Uhe eksperimendi jaoks valmistati tavaliselt 50-100
ulL lahust. Lahus kanti tilkadena orienteeruvalt 5 pL tilkadena MALDI plaadile ning
vaakumliiisi abil eemaldati plaadilt lahustid. Plaadile jai Tos,NH-DHB kristalne segu.
Kontsentratsioonide varieerimisel esines DHB-Tos,NH segu puhul kaks peamist kristalset vormi,
valged peeneteralised kristallid ning tumedad (hallist mustani) jamedateralised kristallid. VValgete
kristallide puhul vdis tdheldada oluliselt tugevamat signaali.

MALDI-plaadile kantava segu valmistamisel kasutati Tos,NH, DHB ja lahustite
erinevaid vahekordi, et saavutada vdimalikult puhas ja intensiivne Tos,N" signaal. Esialgselt
kasutati DHB-Tos,NH ca. 8:2 segu lahustatuna umbes 10-kordses atsetonitriili koguses.

IImnes, et DHB ja Tos,NH lahustuvad oluliselt paremini vesi-atsetonitriil segus kui
puhtas atsetonitriilis. Vett lisati orienteeruvalt ¥ kasutatud atsetonitriili kogusest. Lahust kanti

plaadile Uhe kihina 5 pL laigu kohta. Lahuse mitmekordsel lisamisel samasse kohta toimus

17



alumise kihi osaline lahustumine ning seetdttu saadi ebauhtlasema kristallstruktuuriga laigud,
mille abil oli keeruline saada stabiilselt signaali. Puhtas atsetonitriilis oli DHB-Tos,NH segu
summaarne lahustuvus ligikaudu 12 mg 100 pL lahusti kohta, vesi-atsetonitriil 1:5 segu korral
aga ligikaudu 30 mg 100 pL lahusti kohta. Optimaalne kontsentratsioon oli ligikaudu 20 mg 100
uL lahusti kohta, monevdrra kdrgema kontsentratsiooni korral tekkis paks kristallikiht, mis
sageli kaldus laseri impulsside toimel tiikkidena plaadilt eralduma. See pole aga soovitav, kuna
tahkete osakeste sattumine turbomolekulaarpumpa vOib seda kahjustada. Madalama
kontsentratsiooni (alla 10 mg 100 pL kohta) korral jadb kristallikiht liiga 8hukeseks ning kulub
taielikult juba mone laseri impulsi toimel. Seetdttu vajab plaadi asukoht tihedamini
korrigeerimist. Vesi-atsetonitriil 1:4 lahustina on optimaalne, sest selles lahustuvad DHB ja
Tos,NH piisavalt hésti ning see lahustisegu annab peeneteralised valged kristallid. Kdrgema
veesisalduse juures tekivad pigem tumedad ja jamedateralisemad kristallid. DHB-Tos,NH
vahekord segus 4:1 osutus optimaalseks, olulist vahet signaali intensiivsuses ei olnud mérgata ka
3:1 vdi 5:1 vahekordade korral. 2,5:1 ning 6:1 segud andsid sarnaste tingimuste juures

mdonevorra madalama signaali.

4.3.2. Massispektromeetri tooparameetrite optimeerimine MALDI reZiimis

Eksperimentide kdigus optimeeriti otsaplaatidele ja sisemiste plaatidele rakendatavaid
pingeid ning ergastuspulsse. Leiti, et optimaalsed mdGteraku plaatidele rakendatavad pinged on
killaltki tundlikud vaakumstisteemis oleva réhu suhtes, seetdttu kontrolliti ja vajadusel muudeti
spektromeetri seadeid eksperimendi kéigus regulaarselt. Silmas peab pidama, et réhumoéddiku
néit sdltub oluliselt vaakumsusteemis olevate ainete molekulmassidest, seega on allpool toodud
vaartused ligikaudsed ning sobilikud t66s kasutatud ainete ioonide m/z vahemikule 140-600.

MALDI allikas tekitatud ning ICR rakku kogutud Tos;N" ioonide liikumine
sunkroniseeritakse Uhtseks paketiks ning ergastatakse raadiosagedusliku ergastuspulsi abil.
Niiviisi suurendatakse nende ioonide kineetilist energiat ja tstiklotroonimise kiirust ning viiakse
ioonid korgematele orbiitidele. Sel moel suurendatakse ajatihikus analusaatoriruumis olevate
tugevate hapete aurudega prootoni Ulekande reaktsioonini viivate pdrgete hulka. Samas

suurendab ergastuspulsi kasutamisest tingitud siseenergia kasv ainete fragmenteerumist. Ainete
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ergastamisel liiga korgele orbiidile toimub nende neutraliseerumine mddteraku plaatide
sisepinnal ning signaali intensiivsuse kahanemine. Selles t66s uuritud perfluoreeritud ained on
suhteliselt ebastabiilsed ning fragmenteeruvad Kkergesti, seetdttu vois sageli tdheldada
fragmenteerunud ioonide osakaalu kasvu ergastuspulsi energia vOi kestvuse suurendamisel.
Ergastada vdib korraga vabalt valitavas laias m/z vahemikus olevaid ioone v@i kindla massi ja
laengu suhtega ioone.

Laia m/z vahemikus ioonide ergastamiseks kasutatava raadiosagedusliku ergastuspulsi
(radio frequency sweep — RFS) puhul olid muudetavateks parameetriteks impulsi pinge
amplituudvaartus (AV) ning pulsi kestvus. Mida kdrgem on kasutatav AV ning pikem on
ergastuspulss, seda rohkem energiat ioonidele antakse. Uldjuhul andsid suurem AV ja pikem
kestvus kdrgema uuritavate ainete ioonide intensiivsuse massispektris, kuid samas suurenes ka
nende fragmenteerumine. Liiga suure energiaga ergastuspulss pdhjustab ioonide
neutraliseerumist mo&dteraku pinnal ning seetdttu signaali halvenemist. Optimaalsed
ergastuspulsi parameetrite vaartused séltuvad tugevalt réhust analtsaatoris. Réhul umbes 5-10®
mbar oli RFS jaoks sobilik AV 40 — 60 V ning kestvus 2 — 10 ms. Mida kdrgem on réhk, seda
rohkem toimub osakestevahelisi kokkupdrkeid ajaiihikus, seda rohkem tekib detekteeritavaid
osakesi ning seetdttu on vaja kasutada ndrgemat ergastuspulssi (10 — 25 V réhul ile 107 mbar).

RFS ergastuspulssi kasutatakse ka vahetult enne detekteerimist. See on detekteeritava
signaali tekke seisukohast &armiselt oluline, sest ioonid ergastatakse Uhte faasi ja sarnasele
orbiidile. Ergastuse tulemusena viiakse ioonid korgematele orbiitidele ehk detektorplaatidele
lahemale, nii tekib kdrvalvooluahelas tugevam vool ning saadakse intensiivsem signaal. Selle
RFS pulsi mju signaali intensiivsusele on suur, sBltuvalt analisaatoris olevast rdhust. Rdhul
umbes 5-10® mbar oli pulsi sobiv AV vahemikus 80 — 120 V, enamasti parandas see signaali
oluliselt. Réhul Gile 107" mbar oli sobiv pinge alla 20 V.

Prootoni (lekande reaktsioonide toimumise seisukohast uuritavate ainete vahel oli
sobivam ergastada vaid Tos;N™ ioone. Kindla m/z-ga ioonide ergastamiseks on antud
massispektromeetril kaks véimalust. Joulise raadiosagedusliku ergastuse (radio frequency burst-
RFB) korral antakse lihiajaline tugev impulss véga kitsale m/z-vahemikule. loonide pehmemaks

ergastamiseks sobib paremini ioonide tsuklotroonimise sagedusest madalama sagedusega
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pulsside abil ergastamine (sustained off-resonance irradiation — SORI). Ka nende pulsside puhul
reguleeriti analoogselt RFS tiilipi ergastusele pinge amplituudvaartust ning kestvust. RFB puhul
on réhul 5-10® mbar optimaalne kestvus 50 — 200 ps ning pinge AV 20 — 50 V ning SORI korral
vastavalt 100 — 400 ms ja 2 — 5 V (pulsi sageduse erinevusena tsiiklotroonimise sagedusest
kasutati juhtprogrammi poolt pakutud vaikevéartust vastavalt valitud m/z-le), korgematel
réhkudel on sobivad pinge vaartused ménevdrra madalamad. Ulaltoodud véartustest Iihema
kestvuse ja madalama pinge korral on nende ergastuspulsside moju liiga vaike. Suuremate
vaartuste korral tekkis eriti SORI puhul massispektrisse palju erinevatest ioonidest tingitud
madala m/z-ga piike, lisaks tousis ka muratase. Tos,N" ulatuslikul fragmenteerumisel liiga krge
energiaga ergastuspulsi puhul oli margata ka masinasse sisestatavate ainete ioonide piikide
intensiivsuste vahenemist.

Otsaplaatidele ning sisemistele rongastele rakendatava pinge mdju on sarnane, nende abil
toimub mddterakus olevate ioonide I6ksustamine ning ruumiliselt kitsamasse alasse kokku
surumine, mis suurendab prootoni Ulekande reaktsioonini viivate pdrgete arvu ajaihikus rakus
olevate ioonide ja neutraalide vahel. Kdrgem pinge otsaplaatidel surub ioone rohkem raku
keskele, kus toimub detekteerimine. Sobiv pinge otsaplaatidel uuritavate ainete puhul on -3 kuni
-7 V ning sisemistel rdngastel -0,5 kuni -2,5 V.

Signaali intensiivsuse vahetuks reguleerimiseks sobis kdige paremini laseri v@imsuse
muutmine. Mida kdrgem on laseri poolt kiiratava impulsi intensiivsus, seda rohkem ioone
ionisatsiooni kaigus tekitatakse. Korgem laseri vdimsus kulutab aga rohkem plaadile kantud
tahkeid aineid. Eksperimentide kéigus oli laseri vBimsus reguleeritud tarkvaraliselt tavaliselt40-
50%.

4.4  EIl metoodika valjato6tamine

Tootati valja El ionisatsioonimeetodi abil halvasti lenduvate superhapete gaasifaasiliste
happelisuste mddtmise metoodika. See metoodika sisaldab jargnevaid etappe:
a) uuritavate superhapete sisestamine vaakumsusteemi, nende osardhkude reguleerimine
ning stabiliseerumine

b) termoelektronide tekitamine EIl ioonallikas ja nende kiirendamine ICR rakku
20



C) uuritavate hapete ioniseerimine elektronide abil ning anioonide teke
d) uuritavate hapete vaheliste reaktsioonide kulgemise jalgimine ajas tasakaalu
tekkimiseni

El meetodi abil uuriti tasakaale nii madalamal rshul (5 kuni 9-10® mbar) kui ka kérgemal
réhul (3 kuni 5-107 mbar). Kérgemal réhul saabus prootonvahetuse tasakaal vaakumsiisteemi
sisestatud ainete vahel tavaliselt 15 — 30 sekundi jooksul, madalamal r6hul 5 — 10 minuti jooksul.

T60 eesmargiks oli leida sobivad seaded EI metoodika jaoks, et uuritavate ainete vahelise
tasakaalu saabumine oleks massispektrite vahendusel voimalikult hasti jalgitav.

4.4.1 El ioonallika téoparameetrite optimeerimine

Reguleeritavad parameetrid El ioonallika puhul on filamendi kuumutuspinge, elektronide
kiirendamise pinge ning ioniseerimispulsi kestvus.

Filamendi kuumutuspinge abil saab reguleerida emiteeritavate elektronide hulka — mida
kdrgem on kuumutuspinge, seda intensiivsem on elektronide termoemissioon. Eksperimentide
kaigus oli kuumutuspinge vadrtus vahemikus 3,2 kuni 3,7 V. Selle parameetri véartuse
suurendamine andis Gldjuhul intensiivsema signaali. Samas liihendab kdrgem kuumutuspinge
filamendi eluiga ning liiga kdrge pinge kasutamine vdib pdhjustada filamendi labipdlemise.
Vaartustel Gle 3,7 V oli tihti mérgata piikide 16henemist, mis viitab liiga suurele ioonide hulgale
mdooterakus.

Elektronide voo kiirendamise pinge abil reguleeriti emiteeritud elektronide energiat.
Kdrgem energia suurendab pdrgetel neutraalsete gaasimolekulidega tekkivate ioonide hulka,
kuid samas vOib pdhjustada ka tekkinud ioonide ulatuslikumat fragmenteerumist. Ergastuspinget
varieeriti vahemikus -8 kuni -65 V, enamasti jai kasutatud véartus -40 ja -50 V vahele. Néiteks
Cs(CF3)sSH puhul oli mérgata HF intensiivset elimineerumist ka kiirendamispinge -20 V korral,
mistdttu tuli kasutada selle aine uurimisel madalamaid kiirendamispinge vaartusi. Uldjuhul
kompenseeriti kiirendamispinge madalat vaartust mingil méaéral kuumutuspinge tdstmisega, kuid
liiga madala kiirendamispinge puhul jaab signaal siiski liiga ndrgaks.

Signaali intensiivsuse vahetuks reguleerimiseks EI meetodi korral kasutati

elektronionisatsiooni pulsi pikkust, sest selle mdju muudele signaali omadustele (naiteks
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isotoopsuhe vdi piikide kuju) oli kdige véaiksem. Mida pikem on ionisatsioonipulss, seda rohkem
elektronide interaktsioone neutraalsete molekulidega toimub ning kokkuvdttes seda intensiivsem
on massispekter (analoogne laseri vdimsusega MALDI meetodi puhul). Tavaliselt oli
ionsatsioonipulsi pikkus 200 ms. Liiga tugeva signaali ning lihikese reaktsiooniaja korral
(ionisatsioonipulss peab olema lihem kui reaktsiooniaeg) kasutati ka vaartusi 10 — 100 ms.
Uldiselt sobisid toodud parameetrite vaartused nii madalama kui ka kdrgema réhu korral,
moningatel juhtudel oli kdrgemal rohul parema signaali intensiivsuse ja kvaliteedi huvides
pohjendatud tavalistest modnevGrra madalamate vaartuste kasutamine. Parim isotoopsuhe
saavutati tavaliselt keskmise signaali intensiivsuse juures (Totint 50-150 Uhikut Uhe

reaktsioonitsukli kohta).

4.4.2 Massispektromeetri tooparameetrite optimeerimine El reZiimis

El meetodi puhul optimeeriti md@dteraku otsaplaatidele ja sisemiste rdngastele
rakendatavaid pingeid ning enne detekteerimist kasutatavat ioonide ergastuspulssi. Erinevalt
MALDI metoodikas ei olnud EI meetodi puhul vaja kasutada tdiendatavat ergastuspulssi, kuna
prootoni Ulekande reaktsioonide kéivitamiseks vajalike ioonide hulka reguleeriti elektronide
energia suurendamise v8i vahendamise kaudu.

Sisemistele rongastele ja otsaplaatidele rakendatava pinge optimeerimisel ilmnes, et
suhteliselt laias vahemikus (vastavalt -0,5 kuni -4 ja -2 kuni -7 V) oli parameetri muutmise mdju
massispektrile sisuliselt tihine ning teatud &&rmistest véartustest alates toimus jarsk signaali
halvenemine. Seetdttu hoiti enamike eksperimentide kdigus sisemistele réngaste pinge -1 ning
otsaplaatidele rakendatav pinge -3 V ning neid vaartusi muudeti vaid madala signaali
intensiivsuse voi kvaliteedi korral. Sama kehtis ka detekteerimiseelse ergastuspulsi kohta, mille
optimaalne AV oli sbltumata rohust tavaliselt 100 V. Harvadel juhtudel kdrgemate réhkude

korral vOis paremaid tulemusi saada moénikiimmend volti madalamate véartustega.
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4.5 Valjatootatud metoodikate vordlus

El meetodi (heks eeliseks véljatootatud MALDI meetodi ees on tema mugavus —
ionisatsioon toimub kdrge energiaga elektronide toimel vahetult md&dterakus ning puudub
vajadus opereerida tdiendavate ainete ja lahustega. EI meetod on sobilik neutraalsete hapete
osarGhkude suhte hindamiseks lihikese reaktsiooniaja massispektrist (Leito et al 2009 [2]). EI
meetodil on véhem saadava signaali kvaliteeti ning eksperimendi Gnnestumist mdjutavaid
parameetreid ning nende sdltuvus rdhust vaakumslsteemis on uuritud ainete korral oluliselt
madalam kui MALDI meetodil. MALDI meetodi puhul sai réhkudel Gile 107 mbar té6tada vaid
erandjuhtudel, madalamatel réhkudel on andmete kogumine on aga oluliselt ajamahukam, kuna
tasakaalude pustitumine vtab mitmeid kordi kauem aega. EI meetodi puudusena v6ib valja tuua,
et selle puhul esineb (eriti kdrgema molekulmassi ja fluorisisaldusega ainete korral) uuritavate
ainete ulatuslikumat fragmenteerumist, MALDI seevastu vGimaldab pehmemat ionisatsiooni ja
vahem ulatuslikku fragmenteerumist.

Valjatootatud MALDI-MS metoodika gaasifaasiliste prootoni Ulekande reaktsioonide
uurimiseks loob eeldused selle metoodika edasise rakendamise uuringuteks. Eeldatavasti on
maailmas MALDI ioonallikaga massispektromeetreid oluliselt ronkem kui rakusisese El allikaga
massispektromeetreid. loonide I6ksustamise v@imalusega MALDI-MS seadmed vdiksid

mdningate taienduste jarel sobida gaasifaasiliste happelisuste voi aluselisuste médtmiseks.

4.6 GA modtmiste metoodika

Uksiku GA mddtmise kiigus leitakse kahe uuritava happe gaasifaasiliste happelisuste
vahe ehk AAG,. Modtmiste metoodika on mélema kasutatud ionisatsioonimeetodi korral sarnane
ning koosneb viiest etapist:

a) uuritavate hapete aurude (hekaupa jarjestikune sisestamine massispektromeetri

vaakumsisteemi ning nende osardhkude reguleerimine ja stabiliseerumine

b) neutraalsete hapete ioniseerimine MALDI v&i EIl ioonallika abil ning uuritavate

hapete vaheliste prootoni lilekande reaktsioonide initsieerimine
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c) prootoni Ulekande reaktsioonide jalgimine erinevate reaktsiooniaegade massispektrite

vahendusel tasakaaluoleku saabumiseni

d) uuritavate superhapete sisestamise Uhekaupa jarjestikune |dpetamine ning

vaakumsiisteemist eemaldamine

e) eksperimendi kéigus kogutud andmete to6tlus ning AAG, arvutus

Mddbtmiste suurimaks véljakutseks ning maaramatuse allikaks on uuritavate superhapete
osarGhkude hindamise tdpsus segudes, kuna ainete osardhkusid korgvaakumsusteemis pole
voimalik vahetult tdpselt mdota.

Eksperimendi  kéigus kontrolliti  regulaarselt massispektrite kvaliteeti. Jalgiti
isotoopsuhete vastavust teoreetilistele, piikide kuju ja signaali koguintensiivsust ning vajadusel
korrigeeriti spektromeetri seadeid. R6humdddiku néitu logiti minutilise intervalliga kogu
eksperimendi ajal ning ainete osardhkude vdimalikke triive vOeti arvesse. Vaakumsisteemi

temperatuuri kontrolliti m&dtmiste kéigus regulaarselt.

4.6.1 Uuritavate superhapete sisestamine vaakumsuisteemi

Enamik uuritud ainetest olid piisaval madral lenduvad ning need sisestati
vaakumsusteemi VMIA liidese kaudu. Ainete sisestamisel prooviti saavutada olukord, kus
konkreetse uuritava superhappe vaakumsisteemi sisenemine ning sealt eemaldumine toimuksid
vOrdse kiirusega. Sellises olukorras on aine osar6hk vaakumsusteemis ajas pusiv.

Esmalt leiti stabiilne kdrgvaakumsusteemi baasrohu véértus (nii avatud kui suletud GV
korral), kontrolliti vBimalike lekete esinemist sisestussiisteemis ning puhastati uuritavad happed
lenduvatest lisanditest sisestussiisteemi vaakumpumpade abil. Seejérel sisestati uuritavad happed
uhekaupa vaakumsusteemi ning reguleeriti nende osar6hk analiisaatori rdhumdddiku néidu abil
ligikaudselt soovitud vééartuseni. Tavaliselt jalgiti ainete aurude joudmist massianallisaatorisse
massispektrite vahendusel reaktsiooniajal Uks sekund. Sisestatava superhappe joudmisel
massianalUsaatorisse on esmalt massispektris naha happele iseloomulike ioonide (happe anioon,
fragmentioonid) piikide ilmumist ning seejarel nende suhteliste intensiivsuste kasvu. Ainete
aurude levimise Kiirus vaakumsusteemis sGltub tugevalt aine omadustest, uuritud ainete

joudmine mddterakku vois votta aega monest sekundist méne tunnini alates aine sisestamise
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alustamisest. Mdo6tmiste seisukohast on soovitav, et sisestatava happe aniooni intensiivsus
luhikese reaktsiooniaja massispektris oleks védhemalt sama kdrge kui teiste massispektris naha
olevate ioonide intensiivsus, eelistatult aga oluliselt kdrgem. Aine osardhk vaakumsisteemis
loeti stabiliseerunuks, kui rdhumdddiku néit ning happe aniooni piigi suhteline intensiivsus
massispektris olid saavutanud soovitud vaartuse ning pusinud stabiilsena vahemalt 30 minutit.
Kui esimesena sisestatava aine osarfhk oli stabiliseerunud, alustati teise aine sisestamist
analoogselt eespool kirjeldatule. Kui ka teisena sisestatava aine osar6hk oli stabiliseerunud,
alustati mootmistega. Sisestatava aine osarbhu stabiliseerumise Kiirus on (sna varieeruv,
enamasti kulus aine sisestamiseks ning osar6hu stabiliseerumiseks kokku 1 kuni 2 tundi. Ainete
sisestamise p6himdtted on nii sisestusjarjekorras esimese kui ta teise aine puhul samad.

ToO kaigus prooviti ka moningaid raskemini lenduvaid asendatud aromaatse tuumaga
sulfoonimiide, ent piiratud masina kasutusaja tottu ei joutud nende ainete modtemetoodika
valjatodtamisega méaarani, kus selle abil saaks esitada usaldusvéarseid kvantitatiivseid tulemusi
nende hapete tugevuste kohta. Seetdttu ei Kirjeldata kaesolevas t06s varraste abil ainete

sisestamise metoodikat.

4.6.2 Massispektrite kogumine ning ainete sisestamise peatamine

Selleks, et néha sisestatud ainete vaheliste prootoni llekande reaktsioonide kulgu ning
teha kindlaks tasakaaluoleku saabumine, koguti eksperimendi kdigus massispektreid erinevate
reaktsiooniaegade juures. Teatud reaktsiooniajast alates jaab uuritavate hapete anioonide
intensiivsuste suhe massispektris konstantseks ehk vaakumsisteemis olevate hapete aurude vahel
saabub prootonvahetustasakaal. Eksperimentide kaigus teostati médtmisi, kus raadiosagedusliku
pulsi abil eemaldati ionisatsioonijargselt kdik tekkinud ioonid peale Ghe mdddetava happe
anioonide modterakust. Kdikidel juhtudel, kui varasemalt oli tdéheldatud prootonvahetustasakaalu
saabumist, pustitus tasakaal. Seega olid uuritavate hapete ioonide intensiivsuste muutused
pbhjustatud prootoni Ulekande reaktsioonide tdttu. Reaktsiooniaegade valikul jalgiti, et
kajastatud oleksid nii lihikesed (0,1 kuni 1 sekund), tasakaalueelsed kui ka tasakaalujérgsed
reaktsiooniajad. Luhikese reaktsiooniaja spektreid koguti regulaarselt mddtmiste kéigus, et

jalgida ainete osar6hkude suhte véimalikke muutusi massianallisaatoris ning vajadusel votta seda
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ka arvesse. Tasakaalujérgsete reaktsiooniaegade spektrid on vajalikud, et olla veendunud, et
tdeline tasakaal on saabunud. Reaktsiooniaegade valikut iseloomustab joonis 3. Selle néaite puhul

on prootonvahetuse tasakaaluolek saabunud umbes peale 20. sekundit.

Joonis 3: Uuritavate ainete vaheliste prootoni lekande reaktsioonide tasakaalu
saabumine valjendatuna happe anioonide intensiivsuste suhte ja reaktsiooniaja vahelise seosena.

3,0
2,5 3
2,0
1,5 +
1,0 +
0,5 ;

0,0 ! T T T 1
0 20 40 60 80
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Eksperimendi 18pus suleti esmalt teisena sisestatud aine sisestusliini lekkeventiil. Kui
rohumdddiku néit oli seejérel stabiliseerunud ning pusinud stabiilsena vahemalt 30 minutit (ehk
teisena sisestatud aine oli vaakumsulsteemist tdielikult eemaldatud ning réhk anallsaatoris
moodustus baasréhust ja esimesena sisestatud aine aurude tekitatud rdhust), suleti ka esimesena

sisestatud aine sisestusliini lekkeventiil.

4.6.3 Eksperimendi kadigus kogutud andmete t66tlus

Too kaigus kogutud andmed salvestati digitaalsel kujul ning andmetd6tluseks imporditi
need MS Office Excel tabelarvutusprogrammi.

AAG, arvutati GA modtmise kéigus kogutud andmetest vastavalt vorranditele 4 ja 5.
AAG, arvutamiseks vajalike ioonsete osakeste hulkade suhte leidmiseks kasutati uuritavate

hapete anioonide intensiivsusi tasakaaluolekus. Uuritavate superhapete aurude osardhkusid
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mddterakus on vdimalik hinnata manomeetriliselt voi lihikese reaktsiooniaja massispektrite
kaudu. [2][11]

Manomeetriline meetod pohineb analtsaatoriruumi réhumdoddiku (kalibreeritud N»-ga)
naidul. Ainete osarbhud arvutati rdhumdddikult registreeritud summaarsest réhulugemist.
Arvutustes kasutatud osarbhkude hinnangud saadi, kui rdhumdddiku naidu pdhjal arvutatud
vadrtused korrigeeriti rohumdddiku ndidu tundlikkust moddetavast gaasi suhtes arvestava
parandi (Sy) ja baasrohu vaartusega. Sellel metoodikal on mitmeid puuduseid: raskesti lenduvate,
keemiliselt ebastabiilsete ning vdga reaktsioonivOimeliste ainete mdodtmisel ei ole voimalik
kindlalt véita, et rchum&ddiku ndidu kasvu pdhjustab sisestatava aine osaréhu kasv.

Lihikese reaktsiooniaja massispektritest hinnati uuritavate hapete osardhkude suhet
nende anioonide intensiivsuste suhte jargi massispektrites (sarnaselt Leito et al [2]). Seos
intensiivsuste suhte ja reaktsiooniaja vahel ei olnud enamasti lineaarne, seetfttu kasutati
intensiivsuste suhte leidmiseks logaritmimist. Logaritmitud suhete ja reaktsiooniaja graafikud
andsid kérgemaid R? vaartusi ning graafiku moodustamiseks kasutatav punktide arv méjutas
saadud véartust oluliselt vahem kui logaritmimata suhete ekstrapoleerimisel. Erinevatel
luhikestel reaktsiooniaegadel saadud hapete anioonide intensiivsuste kimnendlogaritmitud
suhetest moodustati sirge. mis ekstrapoleeriti reaktsiooniaja teljel nullini. Saadud vaartus voeti
kiimne astmesse ning saadi esialgne hapete anioonide intensiivsuste suhe mddterakus enne
prootoni (lekande reaktsioonide algust uuritavate hapete vahel. Saadud intensiivsuste suhet
korrigeeriti sidemeparandite suhtega, et arvestada EIl efektiivsust erineva keemilise koostise ja
suurusega molekulide puhul. Korrigeeritud reaktsioonieelne anioonide intensiivsuste suhe loeti
vastavaks neutraalsete hapete osar6hkude suhtele. Lihikese reaktsiooniaja massispektreid koguti
eksperimendi kéigus regulaarselt ning saadud osarGhkude suhete pdhjal arvestati vOimalikke
osardhkude triive eksperimendi kadigus. ROhkude suhte arvutamiseks kasutatud lahenduste
kehtivust pole veel I6plikult kontrollitud, kuid sel meetodil saadi oluliselt kokkulangevamad
tulemused kui manomeetrilisel meetodil. Kuna uuritavad ained olid oma keemilise koostise,
omaduste ning happelisuse poolest sarnased, vOib seda osarGhkude suhte leidmise meetodit

pidada uuritud ainete korral usaldusvaérsemaks kui manomeetrilist meetodit.
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Lihikese reaktsiooniaja massispektritest saadakse adekvaatne osar6hkude suhte hinnang
tingimusel, et ionisatsioonireaktsioonide kaigus on tekkivate fragmentide hulk mdlema
sisestatava aine korral proportsionaalselt vordne vastava happe osardhuga vaakumsusteemis.
Uuritava happe fragmenteerumisel véheneb vastava happe aniooni intensiivsus massispektris.
Kui ks sisestatavatest ainetest fragmenteerub teisest proportsionaalselt oluliselt rohkem ning
seda ei arvestata, véheneb osardhkude suhte hinnangu tdpsus. Fragmentide arvestamise jaoks
tuleb varasemate eksperimentide massispektritega vordlemisel kindlaks teha, kas fragmendi
intensiivsus on pohjustatud parasjagu sisestatava ainekoguse poolt ning fragment massispektrist
identifitseerida. Selleks leitakse fragmendi oletatav elementkoostis ning vorreldakse fragmendi
isotoopsuhteid massispektris oletatava elementkoostise teoreetiliste isotoopsuhetega. Kui
isotoopsuhted ja m/z massispektris vastavad teoreetilistele, loetakse fragment tuvastatuks.
Fragmentide arvestamine on pdhjendatud, kui fragment on tekkinud eksperimendi kaigus
sisestatavast ainekogusest, mitte sama aine varasema sisestamise jaakidest vaakumsisteemis.
Fragmentide arvestamiseks osarGhkude suhte hindamisel leiti reaktsioonieelne fragmendi ja
happe aniooni intensiivsuste suhe. Seos kindla superhappe fragmentiooni ning protoneerimata
vormi intensiivsuste suhte ja reaktsiooniaja vahel oli mittelineaarne ning seetbttu logaritmiti
fragmentiooni ja vastava happe aniooni intensiivsuste suhted. Erinevatel reaktsiooniaegadel
saadud logaritmitud suhetest moodustati sirge, mis ekstrapoleeriti reaktsiooniaja teljel nullini.
Saadud vaartus voeti kiimne astmesse ning leiti reaktsioonieelne fragmentiooni ja vastava happe
aniooni intensiivsuste suhe. Saadud suhe korrutati happe aniooni intensiivsusega ning liideti
algsele intensiivsusele. Sel moel leiti happe aniooni intensiivsuse hinnang massispektris
olukorras, kus fragmentatsiooni ei esineks. Selle arvutusmeetodi kasutamisel saadud tulemusi on

analliusitud peatlkis 5.3.2.

5.  Tulemused ja arutelu

Tootati valja metoodikad superhapete gaasifaasiliste happelisuste médtmiseks MALDI-
FT-ICR-MS ning EI-FT-ICR-MS  meetoditel Tartu  Ulikooli MALDI/EI-FT-ICR

massispektromeetril.
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Valjatootatud metoodikaid rakendati halvastilenduvate superhapete GA modtmiseks,

saadud tulemusi vorreldi kirjanduses esitatud eksperimentaalsete ja teoreetiliste GA andmetega.

5.1 MALDI meotodika véaljato6tamine

Esmalt leiti uuritavate ainete ioonide saamiseks sobiv MALDI lahuse koostis. Algselt
kasutati DHB lahust 10-kordses atsetonitriili koguses, kuid selle lahuse abil saadud signaalide
intensiivsused ei olnud rahuldavad. Piisava intensiivsusega signaali saamiseks massispektrites oli
vaja MALDI lahustele lisada mdnda paremini ioniseeruvat, kuid uuritavate hapetega vorreldes
tunduvalt ndrgemat hapet, selles t66s kasutati Tos;NH. Vee lisamine atsetonitriilile suurendas
DHB ja Tos,NH lahustuvust. Kdrgeim signaali intensiivsus massispektris saadi, kui MALDI
lahusena kasutati DHB — Tos,NH 4:1 segu lahustatuna 10-kordses atsetonitriil — vesi 4:1 segu
koguses.

Optimaalse MALDI lahuse korral oli mddterakku jdudnud ndrga happe ioonide (Tos;N’)
hulk laseri impulsi intensiivsuse abil hasti reguleeritav (vaga liihikese reaktsiooniaja juures oli
massispektris naha praktiliselt ainult Tos,N™ ioonide piiki) ning piisav prootonvahetuse
jalgimiseks. Uuriti, kuidas erinevad ergastuspulsid mdjutavad ioonide fragmenteerumist ning
ioonide ja neutraalide vahelisi prootoni ulekande reaktsioone ning leiti uuritavate ainete
gaasifaasiliste happelisuste mddtmiseks sobivad ergastuspulsi parameetrite vahemikud.
Uuritavate hapete ja nende anioonide vahel toimuvate prootoni tlekande reaktsioonide jalgimine
massispektrite vahendusel tasakaaluoleku saabumiseni oli tihti raskendatud, kuna signaali
intensiivsus pika reaktsiooniaja korral (lle 2 minuti) vahenes margatavalt. Lisaks ei 6nnestunud
enamasti saada piisavalt intensiivset signaali réhkudel iile 10 mbar. Seega vajab metoodika

edasi arendamist.

5.2 El metoodika valjato6tamine

Uuritavate hapete anioone tekitati EI ioonallika abil piisaval hulgal prootoni Ulekande
reaktsioonide jalgimiseks massispektrite vahendusel. T60s uuritud ainete gaasifaasiliste

happelisuste mddtmiseks leiti optimaalsed El ioonallika ja massispektromeetri seaded. Prootoni
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ulekande reaktsioonid ning nende tasakaalu saabumine olid jalgitavad laias reaktsiooniaja- ja
rohuvahemikus. Uuritud perfluoreeritud sulfoonimiidide ainepaaride vahel saadi omavahel heas

kooskdlas olevaid kokkulangevaid AAG, vaartusi erinevatel osar6hkude suhetel (tabelid 2 ja 4) .

5.3 Valjatootatud metoodikate rakendamine

GA modtmistel kasutati peamiselt EI meetodit, kuna EI meetod sobib selles to6s uuritud
ainete jaoks paremini kui MALDI meetod. EI meetod sobib paremini neutraalsete hapete
osardhkude hindamiseks lihikese reaktsiooniaja massispektritest ning todtamiseks kdrgemal
réhkul (iile 107 mbar).

Nelja uuritud sulfoonimiidi omavaheliste paaride mdotmistel saadi kokkulangevaid
tulemusi, kui osarbhkude suhteid hinnati llhikese reaktsiooniaja massispektritest. Uuritud
sulfoonimiidid on vedelas olekus suhteliselt viskoossed ained ning susinik-fluor ahela
pikenemisel vdheneb ka nende lenduvus. Arvatakse, et need ained adsorbeeruvad tugevalt
vaakumsisteemi pindadele, sest tavalised vaakumsisteemi puhastamise protseduurid ei ole
nende ainete puhul piisavalt efektiivsed. Uuritud sulfoonimiidide anioonide ja fragmentide jaljed
olid massispektris pikema reaktsiooniaja korral vaadeldavad mitme kuu véltel pérast nende
ainete sisestamist. Jarjestikustel eksperimentidel tekkis olukord, kus uue eksperimendi ainete
sisestamisega paralleelselt toimus mitme tunni valtel eelnevate eksperimentide kéigus sisestatud
ainete desorptsioon vaakumsisteemi pindadelt ning seetdttu vdis massispektrite vahendusel
jalgida varasemate eksperimentide ajal uuritud ainetele omaste piikide ilmumist ja nende kasvu.
SeetGttu kasutati osar6hkude hindamiseks peamiselt lihikese reaktsiooniaja massispektreid, kuna
see meetod ei sOltu vaakumsusteemis olevate voimalike lisandite poolt tekitatavast aururéhust.

Varasemalt uuritud ainete jalgede tottu vaakumsisteemis ei saadud kvantitatiivseid
tulemusi ndrgemate uuritud superhapete jaoks. Vaakumsusteemis olevad sulfoonimiidid GA
vadrtustega 278,6 — 286,5 kcal/mol [4] poOhjustavad ka madala suhtelise sisalduse juures
CF3SO3H (GA 299,5 kcal/mol [3]), Ce(CF3)sSH (GA 300,9 kcal/mol [2]), Cs(CF3)sOH (GA
299,0 kcal/mol [2]) ja teiste sarnase tugevusega hapete anioonide ulatusliku protoneerumise ja
sellest tulenevat signaali vahenemise. SeetOttu tekkis modtmisel olukord, kus selliste hapete

anioonide intensiivsused kahanesid sageli nullini oluliselt enne prootonvahetustasakaalu
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saabumist. Saadud tulemused on pigem kvalitatiivsel tasemel ning seetdttu kéesolevas t66s neil
pikemalt ei peatuta. MdGtmistel keskenduti GA skaala tugevaimate hapete mdotmisele, kuna
sulfoonimiidide esinemine vaakumsusteemis ei mgjutanud nende ainete vahelise tasakaaluoleku
saabumist. Nende ainete mdotmisel saadi mitmeid omavahel kooskdlas ning kokkulangevaid

tulemusi.

5.3.1 (C«F2x+1S0),NH modtmiste tulemused

Joonisel 4 on toodud ké&esoleva t00s leitud keskmised AAG, vaartused (CxFax+1S0,).NH
hapete jaoks, kasutades uuritud ainete osardhkude hindamiseks lihikese reaktsiooniaja
massispektritest parit andmeid (GA ref. tahistab varasemalt eksperimentaalselt leitud ning GA
arv. teoreetilist AG, vadartust B3LYP meetodil erinevate baasifunktsioonide korral). [4]

Moodetud AAG, vadrtused on omavahel vdga heas kooskdlas. Mdotmiste suhtelised
standardhdlbed ei ileta iihegi AAG, véartuse puhul 13% (tabel 4). Nende ainete mddtmiste
tulemused Kirjeldavad lisatava elektronaktseptoorse —CF,— rihma mdoju sulfoonimiidide
happelisusele sdltuvalt kaugusest prootoni doonorist. Stsinik-fluor ahela pikenemisel kasvab
sulfoonimiidide happelisus, kuid iga jargneva —CF,— luli lisamisel véheneb happelisuse kasv

eelmisega vorreldes ligikaudselt poole vorra.

Joonis 4: Koostatud superhappelisuse skaala I6ik koos kirjanduse GA andmetega

¢ A arv. (B3LYP)®
Hape AAGa GA G::.f\ 6-31+G(E ag\allu(e(u?) 6»3)11++G(d,p)
1 (CF,S0,),NH g 286,5 286,5 285,4 286,9 287,2
7
2 (C,F.S0O,),NH TXT3'9J4 283,8 283,7 283,9 285,3 285,44
3 (C5F,S0,),NH 016 17 282,7 281,1 283,3 2854 285,2

4 (C,F,SO,),NH —+—— 282,1 278,7 282,6 285,1 284,6

@ Kaik vaartused on toodud thikutes kcal/mol
b Ankuraineks on voetud hape 1

€ Andmed viitest [4]
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Kéesolevas t60s leitud (CF3SO2),NH ja (C,FsSO,),NH AAG, (2,7 kcal/mol) langeb
kokku varasemate eksperimentaalsete vaartusega 2,6 — 2,8 kcal/mol [2] ning 2,5 kcal/mol [3],
kus osardhkude suhe on leitud manomeetrilisel meetodil. Kokkulangevus teoreetilise AAG,
vadrtusega sama ainepaari jaoks on kehvem. Paremini thtivad saadud tulemused DFT B3LYP 6-
311++G(d,p) meetodil arvutatud véartustega (2,1 kcal/mol) ning pisut kehvemini G3(MP2)
meetodil leitud AAG,-ga (1,7 kcal/mol [2])

Selles t00s leitud (C,FsSO2),NH ja (C3F7SO,),NH AAG, véartus (1,1 kcal/mol) erineb
varasemalt avaldatud eksperimentaalsetest (2,6 kcal/mol) ja teoreetilistest vaartustest (DFT
B3LYP meetodil s6ltuvalt baasifunktsioonide valikust -0,1 kuni 0,6 kcal/mol).

Samuti erineb (C3F7S02),NH ja (C4F9SO,),NH AAG, véartus (0,6 kcal/mol) oluliselt M.
Zhangi et al [4] poolt avaldatud eksperimentaalselt leitud AAG, véartustest (2,4 kcal/mol), kuid
langeb hasti kokku teoreetilise vaartusega (0,3 kuni 0,7 kcal/mol).

Enam kui viiekiimne erineva happe baasil on leitud (Toomsalu et al [13]), et G3(MP2)
meetodil arvutatud gaasifaasiliste happelisuste puhul on keskmine absoluutne viga
(eksperimentaalsete véartustega vorreldes) 2,6 kcal/mol ning B3LYP 6-311+G(d,p)meetodi
korral 3,7 kcal/mol. Seega jadvad kéesolevas t6os leitud tulemused ((C4F9SO,),NH puhul

erinevalt varasemalt avaldatud eksperimentaalsetest AAG, vaartustest) arvutuste vea piiresse.

5.3.2 Fragmentide arvestamine osardhkude suhte leidmisel luhikese reaktsiooniaja

massispektritest

Uhe eksperimendi tulemuste arvutamisel arvestati osar6hkude hindamisel lihikese
reaktsiooniaja massispekitrist lisaks happe anioonidele ka kdige kdrgema intensiivsusega vastava
happe fragmenti. Selle eksperimendi k&igus erinevaid sulfoonimiide, mille puhul esines

suhteliselt tugev CxF2x+1SO,NH" signaal.
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Tabel 1: Fragmentatsiooni arvestamise mdju tulemustele

AAG,, P1/P2,
Hape 1 Hape 2 AAG, p./p, | frag. frag
(C,FsS0,),NH | (C3F;S0,),NH 1,04 4,2 0,90 3,4
(C,F5S0,),NH | (C4FS0,),NH 1,62 10 1,25 6,2
(C3F:S0,),NH | (C4FSO,),NH 0,58 2,5 0,44 2,1
(CF3S0O,);NH | (C,FsS0O,),NH 2,61 2,9 2,37 2,2
(CF3SO,),NH | (C3F;S0,),NH 3,65 12 2,99 5
(CF3S0O,);NH | (C4FS0,),NH 4,36 34 3,60 12,2

Tabelis 1 on toodud Uhe kindla eksperimendi kdigus mdddetud erinevate superhapete
paaride AAG, vééartused (osarGhkude suhet hinnati lihikese reaktsiooniaja massispektrist)
soltuvalt sellest, kas fragmentatsiooni arvestatakse. AAG, tdhistab moddetud AAG, vaartust ning
p1/p2 osardhkude suhet, kui nende arvutamisel ei ole arvestatud fragmente. AAG,, frag. ning
p1/p2, frag. tdhistavad vastavalt moddetud AAG, véértust ning osarGhkude suhet, kui nende
arvutamisel on arvestatud fragmentatsiooni.

Fragmentide kaasamine arvutusse véhendab osardhkude suhet, seetfttu véhendab
kéesolevas t60s mdddetud paaride puhul fragmentide arvestamine ka AAG, véartust (10-25%).
Tulemustest ilmneb, et fragmentatsioon m&jutab rohkem kdrgema osarGhuga nérgemate hapete
osardhu hinnangut ehk happe tugevuse ja fragmenteerunud ioonide suhtelise intensiivsuse

(vOrreldes vastava happe aniooni intensiivsusega) vahel esineb positiivne korrelatsioon.

5.3.3 Teiste ainete modtmiste tulemused

Metoodika véljatootamise kadigus prooviti modta Cg(CF3)sOH, CF3SO3H ja Cg(CF3)sSH
gaasifaasilisi happelisusi. Nende superhapete puhul on kirjanduse eksperimentaalsete ja
teoreetiliste vaartuste erinevus ca 10 kcal/mol (tabel 3). Md6tmistel saadi parimal juhul nérgad
signaalid, sest oluliselt tugevamate hapete (GA alla 286,5 kcal/mol) olemasolu mddterakus
pdhjustas ndrgemate uuritud hapete ioonide intensiivsuste kahanemist miratasemele enne
prootonvahetustasakaalu saabumist. Seetfttu ei saadud usaldusvéérseid tulemusi Uhegi paari
puhul (tabeli 2 alumine osa). Need ained vajavad endiselt tGle md6tmist Uksteise ja sobivate

ankurainete suhtes, et kdrvaldada arvutuse ja eksperimendi vahel esinev vastuolu.
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Lisaks prooviti moddta mdnede korge sulamistemperatuuriga superhapete (3-
NO,CsH4SO2),NH (GA 293,3 kcal/mol [2]) ja 4-CICsH;SO,NHSO,CsFs (GA 296,0 kcal/mol
[2]) gaasifaasilist happelisust, kasutades ainete sisestamist otsesisestusvarraste abil. Uhelgi juhul
ei saavutatud nende ainete puhul mddtmisteks vajalikku osardhku korgvaakumsusteemis ning
seega jaid happe aniooni intensiivsused llhikese reaktsiooniaja massispektris liiga madalaks.
Seetottu seda meetodit kdesolevas t60s lahemalt ei kasitleta.

Tugevaimate sulfoonimiidide (GA 286,5 kcal/mol voi alla selle) suhtes prooviti md6ta
CsFsSO,NHSO,C,4F9 gaasifilist happelisust (tabel 2). Ainet prooviti sisestada VMIA liidese
kaudu. Erinevate eksperimentide kéigus saadud osar6hk vaakumsisteemis jéid selle aine puhul
liilga madalaks. Seetdttu ei dnnestunud prootoni tlekande reaktsioone massispektrite vahendusel

jalgida tasakaaluoleku saabumiseni.
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6. Kokkuvodte

Too kaigus tootati véalja FT-ICR massispektromeetrile halvastilenduvate superhapete
gaasifaasiliste happelisuste uurimiseks uudne MALDI meetod ning optimeeriti seadmed EI
meetodi rakendamiseks.

Mdlema meetodi jaoks optimeeriti massispektromeetri modteraku ning ioonallikate
tO6parameetrid erinevate massianallisaatoris olevate uuritavate ainete rohkude korral. MALDI
meetodi jaoks tOotati vélja sobiv ioniseerija-maatriks paari koostis superhapete gaasifaasiliste
happelisuste uurimiseks. Leiti, et prootoni tlekande reaktsioonide initsieerimiseks on sobivaim
DHB maatriksile lisada paremini ioniseeruvat nérka hapet, sobivaks osutus Tos,NH.

Toos leiti, et halvastilenduvate uuritud superhapete gaasifaasilise happelisuse
mddtmisteks sobib EI meetod MALDI meetodist paremini, kuna see on lihtsamalt seadistatav
ning selle abil saab m&dtmisi l4bi viia ka tingimustes, kus réhk vaakumsiisteemis on ile 107
mbar.

Koostati arvutusmudelid halvastilenduvate neutraalsete tugevate hapete osardhkude
hindamiseks massispektromeetri kdrgvaakumsisteemis ning leiti, et uuritud ainete puhul annab
kokkulangevamaid tulemusi osardhkude hindamine luhikese reaktsiooniaja massispektrist.

Valjatootatud metoodikate abil m&ddeti nelja superhappelise sulfoonimiidi gaasifaasiline
happelisus ning vorreldi saadud tulemusi varasemalt kirjanduses esitatud eksperimentaalsete ja
teoreetiliste véartustega. Saadud tulemused loovad eelduse kooskdlalise gaasifaasilise

happelisuse skaala edasiseks pikendamiseks uute superhapete abil.
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/. Summary
Gas-Phase Acidity Measurements of Superacids using FT-ICR-MS method

In this study a novel MALDI method for measuring gas-phase acidities of superacids
with existing FT-ICR mass spectrometer was developed and the EI method was optimized for the
same device.

The working parameters of the spectrometer’s mass analyzer and ion sources were
optimized at different partial pressures of the studied compounds in the high-vacuum system. A
proper ionizer-matrix mixture was developed for gas-phase acidity measurements of superacids
using the MALDI method. It was found that it is necessary to add a weak acid with good
ionization properties to the matrix, Tos,NH was found to be suitable. The MALDI method
requires further development

It was observed that the EI method is more appropriate than MALDI method for
measurements of low-volatile superacids because it is more applicable and gives better results
when pressures above 10 mbar are used in the vacuum system.

Two different methods for estimating the partial pressures of the compounds were
assessed. It was found that for low-volatile superacids, the estimation from short reaction time
mass spectra was more suitable and accurate.

Gas-phase acidities of four bis[perfluoroalkyl]sulfonylimides were measured. The results
were compared with the reported experimental and theoretical values. Present results form
ground for further extension of the self-consistent gas-phase acidity scale with new superacids
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9. Lisad

Tabel 2: Uksikute modtmiste tulemused

Kuupaev Hape 1 Hape 2 AAG, p./p; Markused
24.11.2015 | (C,FsS0O,),NH (C5F;S0,),NH >0,7 04.05 |p 1
26.01.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 0,3 4,4 SRTMS, eq, 1
27.01.2016 | (C,FsSO,),NH (C5F;S0,),NH >0,5 1,1 SRTMS, noeq, 1
1.02.2016 | (C,F5S0,),NH (C3F;S0,),NH 0,7 2.2,1 SRTMS, eq
12.03.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 1,1 0,7 SRTMS, eq
13.03.2016 | (C,F5S0O,),NH (CsF;S0,),NH 1,2 0,7 SRTMS, eq
14.03.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 1,0 0,7 SRTMS, eq
15.03.2016 | (C,F5S0O,),NH (CsF;S0,),NH 1,1 3,5..5 SRTMS, eq
20.03.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 1,0 3,6..4 SRTMS, eq
9.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 1,0 4,9..53 | sSRTMS, eq
12.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F:S0,),NH 1,0 5,9 SRTMS, eq
14.04.2016 | (C,F5S0O,),NH (C3F;S0,),NH 1,1 56..6,4 | SRTMS, eq
16.04.2016 | (C,FsS0O,),NH (C3F;S0,),NH 1,0 4,4 SRTMS, eq
19.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C3F;S0,),NH 1,0 4,2 SRTMS, eq
19.04.2016 | (C,F5S0O,),NH (CsF;S0,),NH 0,8 3 SRTMS, eq, frag.
(C,FsS0O,),NH (C3F;S0,),NH 1,1(0,2) | 0,7..6,4
1.02.2016 | (C,FsS0O,),NH (C4F¢SO,),NH 1 11,3..14 | sRTMS, eq
12.03.2016 | (C,FsSO,),NH (C4FS0,),NH 1,7 15..16 | SRTMS, eq
13.03.2016 | (C,F5S0O,),NH (C4FS0,),NH 1,8 1,6 SRTMS, eq
14.03.2016 | (C,F5SO,),NH (C4FS0O,),NH 1,6 15..1,7 | SRTMS, eq
15.03.2016 | (C,F5S0O,),NH (C4FS0,),NH 1,6 8..11 SRTMS, eq
20.03.2016 | (C,FsSO,),NH (C4FS0,),NH 1,5 8,2.9,5 | SRTMS, eq
9.04.2016 | (C,F5SO,),NH (C4F¢SO,),NH >1,5 10,7...11,1 | sSRTMS, close to eq
12.04.2016 | (C,FsS0O,),NH (C4F¢S0O,),NH >1,6 9..13 SRTMS, close to eq
14.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C4FS0,),NH 1,8 11,3..14 | sRTMS, eq
16.04.2016 | (C,F5S0O,),NH (C4FS0,),NH 1,7 9,8 SRTMS, eq
19.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C4FS0,),NH 1,6 10 SRTMS, eq
19.04.2016 | (C,FsSO,),NH (C4F¢S0O,),NH 1,3 6,2 SRTMS, eq, frag.
(C,FsS0O,),NH (C4FsSO,),NH 1,7(0,3) 1,5..14
27.01.2016 | (CsF;S0O,),NH (C4FS0,),NH 0,3 13 SRTMS, 1, eq
28.01.2016 | (CsF;SO,),NH (C4FS0,),NH 0,2 1,2..1,3 | SRTMS, 1, eq
1.02.2016 | (CsF;S0,),NH (C4FS0,),NH 0,3 2,1..2,3 | sSRTMS, eq
14.02.2016 | (C3sF;SO,),NH (C4FS0,),NH >0,1 1,2..1,3 | sSRTMS, no eq
21.02.2016 | (C5F;S0O,),NH (C4FS0,),NH >0,3 2,3 SRTMS, no eq
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12.03.2016 | (CsF;SO,),NH (C4F¢SO,),NH 0,6 2,3..2,5 | SRTMS, eq
13.03.2016 | (C3F;S0O,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,6 2,4 SRTMS, eq
14.03.2016 | (CsF;SO,),NH (C4F¢SO,),NH 0,5 2..2,3 SRTMS, eq
15.03.2016 | (CsF;S0O,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,6 1,7..2,2 | SRTMS, eq
20.03.2016 | (C3F;SO,),NH (C4F¢SO,),NH 0,5 2,2..2,4 | SRTMS, eq
9.04.2016 | (CsF;S0,),NH (C4F¢S0O,),NH >0,5 2,1..2,3 | SRTMS, close to eq
12.04.2016 | (CsF;SO,),NH (C4F¢SO,),NH >0,6 1,9 SRTMS, close to eq
14.04.2016 | (CsF;S0O,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,7 2,2..2,4 | SRTMS, eq
16.04.2016 | (CsF;S0O,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,7 2..2,1 SRTMS, eq
16.04.2016 | (CsF;SO,),NH (C4F¢SO,),NH >1,3 2..2,1 p, close to eq
19.04.2016 | (CsF;S0O,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,6 2,5 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CsF;SO,),NH (C4F¢SO,),NH <2 8,4..10 | p, close to eq
19.04.2016 | (CsF;S0,),NH (C4F¢S0O,),NH 0,5 2,1 SRTMS, eq, frag.
(C3F;SO,),NH (C4FySO,),NH 0,6(02) | 1,7..25
21.02.2016 | (CF3S0,),NH (C,FsS0,),NH >2.7 5..8 SRTMS, no eq
12.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsS0O,),NH 2,7 6..7 SRTMS, eq
13.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsS0,),NH 2,8 6,3 SRTMS, eq
14.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsSO,),NH 2,6 4..5 SRTMS, eq
15.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsS0,),NH 2,7 0,5...2 SRTMS, eq
20.03.2016 | (CF3S0,),NH (C,FsS0O,),NH 2,8 1,4..16 | SRTMS, eq
9.04.2016 | (CF5SO,),NH (C,FsSO,),NH 2,9 15..1,7 | SRTMS, eq
9.04.2016 | (CF5S0O,),NH (C,FsS0,),NH 4,9 23,3 p, €q
12.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsS0O,),NH 2,8 2.3 SRTMS, eq
14.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C,FsS0O,),NH 2,7 2,4..3,7 | SRTMS, eq
16.04.2016 | (CF3SO,),NH (C,FsS0O,),NH 2,7 3,3 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3S0,),NH (C,FsS0,),NH 2,6 2,9 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3SO,),NH (C,FsS0O,),NH 2,4 2,2 SRTMS, eq, frag.
(CF3S0,),NH (C,F5S0O,),NH 2,7(0,4) 0,5...7
21.02.2016 | (CF5S0,),NH (C4F;S0,),NH >3,7 1,5..2 | SRTMS, noeq
12.03.2016 | (CF3S0,),NH (C5F;S0,),NH 3,8 4,7 SRTMS, eq
13.03.2016 | (CF3SO,),NH (C5F;S0,),NH 4,1 4 SRTMS, eq
14.03.2016 | (CF3S0,),NH (C5F;S0,),NH 3,9 3,2..3,5 | SRTMS, eq
15.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C5F;S0,),NH 3,7 2..8 SRTMS, eq
20.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C5F;S0,),NH 3,8 55...6,3 | SRTMS, eq
9.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C3F;S0,),NH 4,0 7,1..7,9 | SRTMS, eq
12.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C5F;S0,),NH 3,8 12,8...23 | SRTMS, eq
14.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C3F;S0,),NH 3,8 14,8..20,5 | sSRTMS, eq
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16.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C3F;S0,),NH 3,9 16 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C5F;S0,),NH 3,7 12 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3SO,),NH (C3F;S0,),NH 2,9 4,2 SRTMS, eq, frag.
(CF5S0,),NH (C3F;S0,),NH 3,9(06) | 2..23
21.02.2016 | (CF3S0O,),NH (C4FS0O,),NH >43 | 3,6..4,7 | SRTMS, no eq
12.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C4F$S0,),NH 4,3 11,3 SRTMS, eq
13.03.2016 | (CF3S0,),NH (C4FS0O,),NH 4,6 9,7 SRTMS, eq
14.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C4F$S0,),NH 4,2 7.9 SRTMS, eq
15.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C4F$S0,),NH 4,3 4,5..20 | sSRTMS, eq
20.03.2016 | (CF3S0O,),NH (C4FS0O,),NH 4,3 12...14 | sSRTMS, eq
9.04.2016 | (CF5S0O,),NH (C4F9S0,),NH 4,3 16...17 | sSRTMS, eq
12.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C4FS0O,),NH 4,3 22.35 | sSRTMS, eq
14.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C4FeS0,),NH 4,5 30...45 | SRTMS, eq
16.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C4FS0O,),NH 4,6 34 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3S0O,),NH (C4F$S0,),NH 4.4 34 SRTMS, eq
19.04.2016 | (CF3SO,),NH (C4F¢S0O,),NH 3,6 12,2 SRTMS, eq, frag.
(CF3S0,),NH (C,FsSO,),NH 4,4(0,7) | 45..45
21.02.2016 | (CF5S0O,),NH C4FySO,NHSO2C¢Fs | <0,95 9..12 | sRTMS,noeq, 1
21.02.2016 | (CF5S0,),NH C4FoSO,NHSO2CFs <1 2,4 SRTMS, noeq, 1
27.01.2016 | (CF5S0,),NH Cs(CF3)sOH >25 1..1,8 | SRTMS, no eq
21.02.2016 | C4FgSO,NHSO2C4F5 | (C4FsSO,),NH >1,8 | 24..2,6 | SRTMS, noeq, 1
26.01.2016 | C4(CF3)sOH (C,FsS0,),NH >0,5 7 SRTMS, noeq, 1
27.01.2016 | C4(CF3)sOH (C,FsS0,),NH >1 0,9..1,6 | SRTMS, noeq, 1
28.01.2016 | C¢(CF3)sSH (C,FsS0,),NH >3,1 5 SRTMS, noeq, 1
1.09.2015 | C4(CF3)sSH (C4F3S0,),NH >0,6 1,7 | SRTMS, no eq
14.02.2016 | Cg(CF3)sSH (CF5S0O,),NH >1,6 0,45 SRTMS, no eq
14.02.2016 | Cg¢(CF3)sSH (CF3S0,),NH >4 13,7 p, no eq,1
1.09.2015 | C¢(CF3)sSH CF;SO;H 0,2 1,9..2 | SRTMS, eq
28.01.2016 | C4(CF3)sSH CF;SOzH 0,4 2..25 | sSRTMS, 1, eq
14.02.2016 | Cg(CF3)sSH CF,;SO;zH >1 2 SRTMS, no eq
26.01.2016 | CF3;SO;H Cs(CF3)sOH >3,2 6 p,noeq, 1
26.01.2016 | CF;SO;H Cs(CF3)s0OH >0,2 0,1 p,noeq, 1
27.01.2016 | CF;SOsH Ce(CF3)s0OH 2,2 0,9 SRTMS, eq, 1
27.01.2016 | CF;SO3H Cs(CF3)sOH 3,8 5,5 p, eq, 1
28.01.2016 | CF;SOsH Ce(CF3)sSH 1,4 2,4 SRTMS, eq, 1
28.01.2016 | CF;SO;H Cs(CF3)sSH 3,3 2,4 p, eq, 1

Kindla ainepaari mdotmiste kokkuvdtval real on toodud AAG, parim hinnang (sulgudes

mé&&ramatuse hinnang) ning rdhkude suhe (le parima hinnangu leidmiseks kasutatavate

moodtmiste.
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p — réhkude suhe on leitud manomeetrilisel meetodil

SRTMS — réhkude suhe on leitud luhikese reaktsiooniaja massispektrist

frag. — rohkude suhte leidmisel on arvestatud fragmente

eq — AAG, on arvutatud tasakaaluliste intensiivsuste pohjal

no eq — tasakaaluolekut mdotmise kaigus ei tekkinud, arvutatud AAG, vaartus on kvalitatiivne

close to eq — tasakaaluolekut modtmiste kdigus ei tekkinud, AAG, on arvutatud tasakaaluoleku

lahedaste intensiivsuste pohjal

1 — ndrk signaal, tulemus ei ole kdrge usaldusvaarsusega

Tabel 3: Uuritud hapete kirjanduse eksperimentaalsed ja teoreetilised GA vaartused

Hape GA, eksp. GA, arv.
(C4FeSO,),NH 278,61 | 282,61
(C5F-S0,),NH 281,11 | 283,31
(C,FsS0,),NH 283,71 | 283,91
C,4FsSO,NHSO2C4Fs 286,01
(CF3S0,),NH 286,51 | 285,41
(3-NO,C¢H,S0,),NH 2933 | 29381
4-CIC¢H,SO,NHSO,CsFs 296,014 | 297207
Co(CF3)sOH 299,04 | 290,22
CF3SO,H 299,57 | 292 72
Co(CF3)sSH 300,9 | 2882

GA eksp. tahistab eksperimentaalset ning GA arv. teoreetilist GA vaéartust.

Tabel 4: (CxF2x+1S02),NH mdddetud AAG, vaartused

AAG, | AAG,,

Hape 1 Hape 2 AAG, s ref. arv.' | n p1/p2

(CoFsSO,),NH | (C4F+S0,),NH 11| 0,07 2,6 0,6 10 | 0,4..6,4
(C,Fs50,),NH | (C4FsS0,),NH 1,7 | 0,10 5,1 13 8| 15..14
(CsF+50,),NH | (C4FsS0,),NH 0,6 | 0,08 2,5 0,7 817.23
(CF3S0O,),NH | (C,FsSO,),NH 2,7 | 0,08 2,8 15 10 | 0,5....23,3
(CF4SO,),NH | (C4F+50,),NH 390,12 5.4 2.1 10 | 2..205
(CFsSO2):NH | (C4FoSO,),NH 44| 0,14 7.9 2,8 10 | 4,5..45
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Tabelis 4 on toodud kaesoleva t60 kaigus teostatud modtmiste keskmised AAG,
vaartused ning vordluseks kirjanduses esitatud véartuste pohjal leitud AAG,-d.
s — keskmise AAG, arvutamisel kasutatud mdotmistulemuste standardhélve
n — keskmise AAG, arvutamisel kasutatud mddtmistulemuste arv
AAG,, ref. — eksperimentaalselt leitud AG, vaartuste vahe

AAG,, arv. — kvantkeemiliste arvutuste AG, vaartuste vahet

p1/p2 — happe 1 ja happe 2 osardhkude hinnangute suhe iile kdigi AAG, arvutuses kasutatud
madtmiste.
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Infoleht

Superhapete gaasifaasiliste happelisuste uurimine FT-ICR-MS meetodi abil

ToO kaigus tootati valja FT-ICR massispektromeetrile halvastilenduvate superhapete
gaasifaasiliste happelisuste uurimiseks uudne MALDI meetod ning optimeeriti seadmed El
meetodi rakendamiseks. Uuriti kahte erinevat meetodit neutraalsete hapete osarGhkude
hindamiseks massispektromeetri kérgvaakumsusteemis. Véljatootatud metoodikate abil mdddeti
nelja erineva sulfoonimiidi GA ning vorreldi saadud tulemusi varasemalt kirjanduses esitatud

eksperimentaalsete ja teoreetiliste vaartustega.

Gas-Phase Acidity Measurements of Superacids using FT-ICR-MS method

In this study a novel MALDI method for measuring gas-phase acidities of superacids
existing FT-ICR mass spectrometer was developed and the more common EI method was
optimized for the same device. Two different methods for estimating the partial pressures of the
compounds were assessed. Gas-phase acidities of four different
bis[perfluoroalkyl]sulfonylimides were measured. The results were compared with the reported

experimental and theoretical values.

Mérksonad: gaasifaasiline happelisus, FT-ICR-MS, superhape, sulfoonimiid
CERCS kood: P400 futsikaline keemia
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