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KASUTATUD LUHENDID

oktanool 1-oktanool

logP jaotuskoefitsiendi logaritm

QSAR kvantitatiivne struktuur-aktiivsus sdltuvus
HPLC kdrgefektiivne vedelikkromatograafia
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MS massispektromeeter voi massispektromeetria
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Sn aritmeetilise keskmise standardhélve
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1. SISSEJUHATUS

Ainete jaotumine erinevate keskkondade vahel on palvinud suurt tdhelepanu, kuna see kajastab
ainete lipofiilseid omadusi. Enamasti vaadeldakse ainete jaotumiskéitumist neutraalsete
uhendite korral vGi ioniseeruvate hendite korral kontrollitud tingimustel (nt fisioloogilisel
pH-I). Selle korval on véhe tédhelepanu poédratud ioonide ja iooniseeruvate Uhendite (ioonsel
kujul) jaotumiskaitumisele erinevate keskkondade vahel. Suur osa keemilisi protsesse toimub
ka ioonide vahel ja ioone sisaldavates lahustes, seetdttu voeti t60 eesmdargiks leida
eksperimentaalseid vdimalusi katioonsete hendite lipofiilsuse hindamiseks. Selle nédhtuse
uurimine on oluline, kuna aitab paremini moista katioonsete (hendite kaitumist
mitmefaasilistes susteemides ning lipofiilseid omadusi — see vdimaldab tulevikus koostada
paremaid mudeleid erinevate ioonidega seotud protsesside kirjeldamiseks.

Eesmargi téitmiseks uuritakse erinevaid logP madramise meetodeid, mida on varem
rakendatud neutraalsete uhendite logP véartuste hindamiseks ning kohandatakse katioonsetele
uhenditele sobilikuks. Tapsemalt uuritakse kaudse HPLC meetodi ja otsese loksutusmeetodi
rakendamist katioonide lipofiilsuse hindamiseks. Alati pole Gihendid lahustes ioniseerunud ning
tihti on lahusesse vaja lisada lisandeid, mis tagavad thendi plsimise katioonses vormis.
Seetbttu on vajalik uurida ka erinevate ioonsete lisandite m&ju katioonsete Uhendite
jaotumiskaitumisele. loonide uurimisega on seotud mitmed probleemid, mist6ttu on selle t66
osaks ka ioonide jaotumise uurimisega seotud probleemide kaardistamine.
Jaotuskoefitsientide leidmiseks on erinevaid arvutuslikke meetodeid. Samas on teada, et
ioonsetele Uhenditele jaotuskoefitsientide leidmine arvutuslike meetoditega on killaltki
ebatdpne. Olemasolevate arvutuslike meetodite vOimekuses veendumiseks vdrreldakse
mdningate arvutuslike meetoditega saadud tulemusi eksperimentaalsete tulemustega.
Eesmarkide taitmiseks uuriti 13 Ghendi kéaitumist podrdfaaskolonnis, mdistmaks kaudse HPLC
meetodi  rakendatavust  katioonsete  (hendite lipofiilsuse  hindamiseks.  Otsese
loksutusmeetodiga uuriti R4N™ ioonide jaotumiskaitumist oktanool-vesi siisteemis. Erinevate

efektide mdistmiseks moddeti ligikaudu 400 logPapp vadrtust.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Jaotuskoefitsient
Orgaanilised vedelikud on mingil maéral veega, aga ka Uksteisega segunevad ning alati ei
pruugi segunemine olla taielik. Kui kahe mittesegunenud solvendiga susteemi lisada veel
vaikeses koguses kolmandat komponenti, siis see jaotub kahe solvendi vahel, kuni saabub
tasakaal. Kolmanda komponendi kontsentratsioonide suhe erinevates faasides s6ltub enamasti
vaid véhesel maéral temperatuurist ja kontsentratsioonist. Jaotuskoefitsiendiks nimetatakse
soluudi (lahustis lahustunud aine vdi osake) tasakaalulist kontsentratsioonide suhet kahes
mittesegunevas faasis, kusjuures mdolemas faasis vaadeldakse samasugust molekulaarset
osakest, mille kontsentratsioon mdlemas faasis on niivord véike, et soluut-soluut
interaktsioonide mdju tasakaalule on tiihine. [1]
Jaotuskoefitsiendi kirjeldamiseks on kasutatud paljusid erinevaid simboleid: D, K, P, ja V".
Toelise jaotuskoefitsiendi kirjeldamiseks kasutatakse eelistatult siimboleid ,,P* ja ,,K“. Kui
soluut osaleb ka sekundaarses keemilises tasakaalus, mis v@ib toimuda kas Gihes vdi mdlemas
faasis, nimetatakse seda ndiliseks jaotuskoefitsiendiks. Naiteks v@ib soluut olla osaliselt voi
taielikult ioniseerunud, agregeerunud voi ioonpaardunud. Nailise jaotuskoefitsiendi téhiseks
on kas ,,D “ voi ,,Papp™. [1,2]
Levinuim mittesegunevate solventidega stisteem koosneb 1-oktanoolist (edaspidi oktanool) ja
veest. Selles stisteemis on jaotuskoefitsient (K voi P) defineeritud valemiga:

K=-2=p, )

Ci,w

kus ci, ja ciw on soluudi i molaarsed tasakaalulised kontsentratsioonid kahes mittesegunevas
faasis: oktanoolis ja vees. Oktanool-vesi jaotuskoefitsiendi puhul kasutatakse tihti Gibbsi
energiaga lineaarselt seotud logaritmilist vormi logP (jaotuskoefitsiendi logaritm), mida
kasutatakse ka aine hidrofoobsuse kvantitatiivseks kirjeldamiseks. [3]

Oktanool-vesi keskkonna logP vaartusi leidub laialdaselt erinevates kogumikes. Suurimas neist
on umbes 61 000 eksperimentaalselt maaratud logP véartust. [4-7]

Madningatel juhtudel oleneb jaotuskoefitsient siiski kontsentratsioonist. Naiteks bensoehappe

jaotumise suhet benseeni ja vee vahel kirjeldab valem 2:

VXbenseen — yonstant, )

[X]vesi

*,Verteilungskoeffizient“ saksa k.



Sel juhul toimub benseenis bensoehappe dimeriseerumine. Lisaks saab toimuda veefaasis
soluudi ioniseerumine, mida tuleb arvesse votta, et kehtiks jaotuskoefitsiendi
kontsentratsioonist sGltumatus. [1]

Kuigi valem 2 kirjeldab, et tasakaal saabub assotsiaadiga, siis aja jooksul on tekkinud eelistus
kasutada jaotuskoefitsienti, kus vaadeldakse molemas faasis samasugust molekulaarset
osakest. Isegi kui jaotuv soluut ei assiotsieeru ega dissotsieeru solventides, v6ib esineda
jaotuskoefitsiendi kontsentratsioonist soltuvus. Kuna kdrgema kontsentratsiooni korral
muutuvad soluut-soluut interaktsioonid palju tugevamaks, kehtib valem 1 ainult siis, Kkui
lahused on kullaltki lahjad. [1]

Oktanool ja vesi pole iksteisega taielikult mittesegunevad. Vee lahustuvus oktanoolis on
S =2,46 mol/l 25° C juures. Oktanooli lahustuvus vees on S = 3,29-10 mol/I. Vee lahustumisel
oktanoolis suureneb polaarsete vesiniksidet andvate solvendi molekulide hulk ning véheneb
viahempolaarsete solvendi molekulide osakaal. Siiski on Carr’i jt solvatokroomsed [8] uuringud
naidanud, et oktanooli kiillastumine veega omab vaga véikest mdju oktanooli omadustele, kuna

vesi on praktiliselt taielikult assotsieerunud oktanooli hidrokstdlrihmadega. [3]

2.2. loonide jaotumine
Paljud neutraalsed Uhendid saavad ioniseeruda vOi assotsieeruda ning see teeb jaotumise
protsessi uurimise tunduvalt keerulisemaks. loonide jaotumise korral vaadeldes
kontsentratsioonide suhet aniooni voi katiooni kaudu ei nde me ainult iooni jaotumist, vaid ka
ioonpaari jaotumist, sest elektroliilit saab jaotuda orgaanilisse faasi nii ioonpaarina kui ka
eraldiseisvate ioonidena. [9,10]
Kui katsed pole labi viidud 16pmata lahjade lahustega, siis osa elektrolliiidist v@ib esineda
orgaanilises solvendis ioonpaarina. Lisaks on vaja teada vOi hinnata elektrolltdi ioonide
aktiivsuskoefitsiente orgaanilises faasis (kuigi alati seda ei tehta). Uksiku iooni
jaotuskoefitsienti on eksperimentaalselt vaga keeruline leida. Lihtsam on leida elektrolutdi
jaotuskoefitsient vottes arvesse nii ioonpaarset vormi, kui ka ioonset vormi oktanooli faasis
ning arvestades ka ioonide aktiivsuskoefitsiente. [10]
Happelises keskkonnas on aluseline aine B katioonses vormis BH*. Antud katioon vd&ib
oktanoolis esineda ioonpaarina vdi vaba ioonina ning seetdttu on vaadeldav jaotumine
kirjeldatav valemiga:

[BH*X™], + [BH*],
Papp = [BH+]aq ' (3)




Suure ioonpaardumise konstandi korral 1aheneb [BH*]o nullile ning vaadeldav jaotuskoefitsient
vastab ioonpaar-ekstraktsioonile mistahes lahuses oleva aniooniga X'. [10]

Hindamaks ioonide jaotuskoefitsiente tuleb esmalt leida neutraalne kombinatsioon ioonide
jaotuskoefitsientidest P([BH™]+[X]). Selleks on vaja teada v6i hinnata katiooni seostumise
konstanti kindla aniooniga ning teha iteratiivseid arvutusi arvutiprogrammi abil. Kui
logP([BH*]+[X]) on teada, siis tuleb tdiendavalt kasutada ekstratermodiinaamilist lahendust,

et saada Uksikule ioonile vastav vaartus logP[BH']. [10]

2.3. logP rakendused
Jaotuskoefitsienti on korreleeritud orgaaniliste Uhendite bioloogilise aktiivsusega. Hammetti
parameeter o ja Tafti steerika parameeter Es kombineeriti Hansch’i hidrofoobsuse
parameetriga zx [11], et Kirjeldada paremini orgaaniliste molekulide reaktsioonivfimet.

Hiidrofoobsuse parameetrit nix kirjeldab valem:

my = log Poc/il?sx —log Poc/év\l,{é, (4)
kus log Poc/ﬁv?sx jalog Poc/ﬁvffﬁ on CsHsX ja CeHs jaotuskoefitsiendid oktanool-vesi keskkonnas.

Tix positiivne vaartus nditab, et asendaja lisamine suurendab Uhendi jaotumist oktanooli faasi,
negatiivne vaartus naitab aga, et asendaja lisamine suurendab Ghendi jaotumist veefaasi. Seda
parameetrit on laialdaselt kasutatud kvantitatiivsete struktuur-aktiivsus séltuvuste (QSAR)
uurimisel. [1,3]

Solvendi mdju ensttimide aktiivsusele, stabiilsusele ja selektiivsusele on Uritatud korreleerida
paljude solvendi flisikokeemiliste omadustega. Enamasti on parimaid korrelatsioone saadud
solvendi logP véartustega. logP vaartused on olnud aluseks ka paljudele biokeemia valdkonna
artiklitele, mis tegelevad QSAR-ga. Naiteks aitab logP kirjeldada, kas ravimid on vdimelised
labima rakumembraane ning kas nad on voimelised seostuma hiidrofoobsetele pindadele. Pikka
aega on teada, et paljude Uhendite uimastav (narkootiline) mdju on heas korrelatsioonis nende
Uhendite jaotuskoefitsiendiga. [3]

Potentsiaalsete ravimikandidaatide otsimisel uuritakse hendi lipofiilsust jaotuskoefitsiendi
kaudu. Toimeaine lipofiilsus aitab hinnata, kas see suudab labida lipiidset kaksikkihti — ihelt
poolt peab ihend olema piisavalt lipofiilne, et tungida lipiidsesse kaksikkihti, samas aga mitte
liiga lipofiilne, kuna siis jaaks toimeaine pusivalt lipiidsesse kaksikkihi. Lipofiilsus annab infot
toimeaine bioloogiliste, metaboolsete ja farmakokineetiliste omaduste kohta. [12]

Lisaks tavalisele logP véartusele, vGivad olla kasulikud ka jaotuskoefitsiendid, mis on saadud

analtiidi oktanooli ja soolalahuse vahelise jaotumise uurimisel. Naiteks aitab selline



parameeter koos Henry konstantidega paremini Kkirjeldada monoterpeenide emissiooni
taimelehtedelt. [13]

2.4. Jaotuskoefitsientide eksperimentaalne maaramine

Suures plaanis jagunevad eksperimentaalsed logP maaramise meetodid otsesteks ja kaudseteks
meetoditeks. Otsese meetodi puhul madratakse soluudi kontsentratsioon mdlemast
mittesegunevast faasist. Kaudse meetodi korral aga ei teostata kontsentratsiooni kvantitatiivset
analtdsimist erinevatest faasidest, vaid logP vaartus korreleeritakse mdne muu aineomaduse
pdhjal. Olgugi, et logP madramises on viimasel ajal toimunud arenguid, on loksutusmeetod
(inglise k shake-flask) endiselt kdige eelistatum ja tdpsem. Samas on see ka kdige ebamugavam
ja aegandudvam meetod. [1]

Majanduskoostdt ja Arengu Organisatsioon on kemikaalide logP vé&rtuste maaramiseks
toonud vélja kolme erineva meetodi juhised: loksutusmeetod [14], kaudne kdrgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) meetod [15] ja aeglase segamise meetod [16]. Loksutusmeetod
sobib hasti logP véartuste leidmiseks, mis jadvad -2 ja 4 vahele. Samas ei ole seda hea kasutada
pindaktiivsete hendite korral ning probleeme tekitab ka oktanooli mikrotilkade sattumine
veefaasi. Kaudse HPLC meetodiga saab hasti madrata logP vaartusi, mis jadvad 0 ja 6 vahele,
kuid see meetod vajab referentsainete olemasolu. Aeglase segamise meetodiga on maéaratud
logP véartusi kuni 8,2-ni — seega selle meetodiga saab otseselt tuvastada tugevalt
hiidrofoobseid tihendeid. [14-16]

2.4.1. Loksutusmeetod

Loksutusmeetod on aegandudev, tilikas ning tihti segab anallitsimist emulsioonide tekkimine.
Praktikas on vaja jalgida, et faaside eraldumine oleks taielik, kuna tks tilk tiht faasi teises faasis
vOib anallilisi tulemust tugevalt muuta. [2]

Algselt kasutati loksutusmeetodis faaside eraldamiseks jaotuslehtrit. Eraldatud faasidest
mdddeti soluudi kontsentratsioon ning arvutati logP. Ténapdeval on selle meetodi
kiirendamiseks Uritatud seda erinevatel viisidel automatiseerida ja kasutatavaid ruumalasid
minimeerida. Naiteks on kasutatud 96 sivendiga plaati koos robotiseeritud
prooviettevalmistusega. Pdrast tasakaalustumist vdetakse kummastki faasist proov, mida
analttsitakse enamasti kromatograafiliselt ultravioletse-nahtava kiirguse (UV/Vis) detektori
vOi massispektromeetrilise (MS) detektoriga. Proovide kiire analliisimine saavutatakse
gradientelueerimise abil (kahe faasi analttisimiseks kulub sageli ca 10 min). Sellised meetodid
on tavaliselt limiteeritud detektori dinaamilise ala ulatuse poolt. Sellest tulenevalt ja&vad

enamasti logP maaramispiirid -2 ja 4 vahele. Selliste kiirete meetodite puhul on pd&hilisteks
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sammudeks proovi ettevalmistamisel loksutamine, faaside eraldumine koos tsentrifuugimisega
ning mdlema faasi analitisimine. Mdlema faasi analutisimiseks on véimalik kas faasid eraldada
vOi programmeerida proovisisesti votma proovi kummastki faasist eraldi. [1,2]

Selleks, et jaotuskoefitsiendi eksperimentaalne mdodtmine toimuks kergema vaevaga,
kasutatakse enne jaotuskoefitsiendi médtmist mdnda arvutuslikku meetodit, et esmalt hinnata
selle umbkaudset véartust. See vdimaldab eelnevalt md&dtmistingimusi kohandada.
Jaotuskoefitsiendi mdotmiseks on vOimalik analliusida ka ainult Uhte faasi, naiteks vorreldes
standardlahuse kontsentratsiooni enne ja pérast tasakaalustumist — teise faasi kontsentratsioon
leitakse arvutuslikult. Selliselt ihte faasi anallilisides pole vaja analliisida tulikat oktanooli
faasi — viskoosne oktanool v6ib omada véga pikka retentsiooniaega, MS signaali maha suruda

vOIi vaikese poorisuurusega kolonnide korral voib rohk oluliselt tdusta. [12]

2.4.2. logP maaramine kaudsete eraldusmeetoditega

Kaudsed meetodid pdhinevad korrelatsioonimudelite konstrueerimisel. Kromatograafilised ja
elektroforeetilised eraldusmeetodid ei vaja kaudsete meetoditega jaotuskoefitsientide
madramiseks palju ega puhtaid reagente. Need on tunduvalt kiiremad vorreldes traditsiooniliste
meetoditega ning kergesti automatiseeritavad. [2]
Kaudne meetod nBuab esialgset treening-komplekti, mille jaotuskoefitsiendid on teada.
Kromatograafilise eraldusmeetodi korral teostatakse nende Gihendite kromatograafiline analilis
ning konstrueeritakse vorrand (5):

logP =p+q -logk, (5)
kus logk on tavaline mahtuvusfaktori logaritm voi sellise mahtuvusfaktori logaritm, mis on
ekstrapoleeritud selliselt, et see vastaks 0% orgaanilise solvendi sisaldusele mobiilfaasis.
Kordajad p ja g on vastavalt mudeli vabaliige ja tdus. [2]
Praktikas on oluline, et Uhendid, mida kasutati mudeli koostamisel, oleksid struktuurilt
uuritavate Uhenditega sarnased. Podrdfaaskromatograafias toimub samuti jaotumine kahe
erineva faasi vahel (mobiilfaas ja statsionaarne faas), kuid sealne jaotumine ei ole tapselt
analoogne oktanool-vesi sisteemiga. Seet6ttu voivad erinevad Uhenditegrupid tihtipeale
erinevatele korrelatsioonivdrranditele alluda. Lisaks voivad podrdfaaskromatograafias esineda
spetsiifilised interaktsioonid, mis oktanool-vesi susteemi puhul puuduvad, nditeks
ioonvahetusinteraktsioonid silanoolrihmadega. [2]
Isokraatilise elueerimise korral on elueerimisulatus killaltki kitsas, mistottu on ka leitavate
logP vaartuste ulatus kitsas. See tédhendab, et mdned ained ei seostu statsionaarse faasiga

piisavalt tugevasti, et oleks vOimalik logk véartust piisavalt tapselt leida. Teistel ainetel on



retentsiooniaeg jallegi liiga pikk, et m6dtmine oleks teostatav optimaalse ajaga. Erinevate
pikkustega kolonnide kasutamine voi voolukiiruste varieerimine vdivad aidata neid probleeme
lahendada. [2]

2.5. Arvutuslikud meetodid jaotuskoefitsiendi maaramiseks
Ennustamaks (hendite omadusi paljudes bioloogilistes ja keemilistes siisteemides, on
kasutatud erinevaid algoritme, nagu lineaarne vabaenergia s6ltuvus (LFER), vdi QSAR.
Enamasti suudavad neis kasutatud deskriptorid kirjeldada ainult neutraalseid tihendeid. Tehtud
on ka mdningad uuringud, kus on leitud deskriptoreid ioonidele ja ioonsetele tihenditele, kuid
nende rakendamine jaotuskoefitsientide ennustamisele pole andnud vajalikku tapsust. [17]
Hulk in silico meetodeid on arendatud logP hindamiseks lahtudes Uhendi keemilisest
struktuurist. Neid jagatakse kahte kategooriasse: riilhma panuse meetod (group contribution
methods) ja regressioonimeetod. Rihma panuse meetodid hindavad logP vaartust tuvastades
olulisi alamstruktuure ja aatomi tlupe eeldefineeritud fragmentatsiooniskeemi abil, maarates
iga fragmendi panuse logP vaartusesse. Need panused on saadud kas multilineaarse
regressiooni abil v6i vorreldes leitud vaartusi fragmentide vaartustega. Avaldatud on palju
regressiooni meetodeid, mis p6hinevad molekulaarsetel deskriptoritel ja logP vééartusel. [9]
Uks selline arvutuslik meetod on Abrahami jt [10] arendatud LFER. See vorrand eeldab, et
paljud solvatatsiooniomadused, nditeks logP, sdltuvad viiest deskriptorist labi Gldise
solvatatsiooni:
logP =c+eE+sS+ad+bB+vV. (6)

Vaikeste tdhtedega téhistatakse vorrandis koefitsiendid (c, e, s, a, b ja v), mis iseloomustavad
stisteemi ning on leitud labi multilineaarse regressiooni. Séltumatud muutujad/deskriptorid on
soluutide omadused ning on téhistatud suurte tahtedega: E on liigne molaarne refraktsioon
[cm® mol1/10], S on kombineeritud dipolaarsuse ja polariseeritavuse deskriptor, A on soluudi
uldine vesiniksideme happelisus, B on soluudi vesiniksideme dldine aluselisus ja V on
McGowan’i iseloomulik molekulaarne ruumala [cm® mol™/100]. Sellist standardset vrrandit
on kasutatud kirjeldamaks neutraalsete molekulide jaotumist veest enam kui 40 erinevasse
solventi. [9,10]
Abrahamil jt on dnnestunud koostada ka vorrand 7:

logP=c+eE+sS+ad+bB+vV+j7]"+j7], )
mis Kirjeldab lisaks ioonide ja ioonsete thendite jaotumist. Selleks on lisatud eelnevale
vorrandile (vorrand 6) 2 deskriptorit: katioonide korral j*J* ning anioonide korral jJ..

Kusjuures anioonide korral J* = 0, katioonide korral J" = 0 ning neutraalsete molekulide korral
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on modlemad nullid. Antud deskriptorid aitavad tdiendavalt arvesse votta ioon-solvent
interaktsioone. [10]
Et Abrahami jt vorrandit ioonide jaotuskoefitsientide (logP* v0i logP~) hindamiseks
laiendada, tuleb eeldada, et mdlemad ioonid annavad panuse dissotsieerunud ioonide
neutraalse kombinatsiooni jaotuskoefitsiendile log P* vastavalt valemile 8:

log P* = logP* + logP~. (8)
Selleks kasutatakse levinud ekstratermodiinaamilist I&hendust TATB (tetrafentitilarsoonium
tetrafeniililboraat), kus eeldatakse, et logP(PhsAs™ vdi PhsP™) = logP(Ph4B"). [9,10]
Abrahami jt vorrandi kasutamist ioonide jaotumise ennustamiseks piirab ioone ja ioonseid
uhendeid kirjeldavate deskriptorite puudulikkus. Selleks, et ioonide jaoks deskriptoreid leida,
on vaja leida uutele ioonidele eksperimentaalsed andmed ning arvutada deskriptorid, kasutades
nii uusi kui ka olemasolevaid andmeid. Ainuke arvutuslik susteem, mis voib olla vdimeline
ioonseid deskriptoreid arvutama on COSMO-RS (Conductor-like Screening Model for Real
Solvatation) [18]. Nditeks Cho jt [19] on arvutanud esmalt Klampt’i deskriptorid ja seejarel
kasutanud Zissimos’i jt [20] vOrrandeid, et teisendada need Abrahami parameetriteks. Selline
l&ahenemine aitaks Uletada deskriptorite puudumist ioonsetele uhenditele. [17]
HPLC retentsiooniaegade ennustamisel saab samuti lahtuda Abrahami jt LFER-ist. Naiteks on
Abrahami valemiga seotud retentsiooniandmed, kuid kuna ioonsete thendite retentsioon on
voOrreldes neutraalsete Ghenditega keerulisem, siis ei saa ka ennustustapsus olla parem kui
neutraalsete Gihendite puhul. Siiski on néha, et HPLC retentsiooniandmed vdivad olla kasulikud
ioonsetele thenditele deskriptorite leidmisel. [17]

2.6. Sisse- ja valjasoolamine
Mdddukalt vees lahustuvate orgaaniliste Ghendite lahustuvus soola lisamisel tavaliselt
vaheneb — seda nimetatakse valjasoolamise efektiks. Siiski on ka moningaid soolasid, mis
pdhjustavad orgaaniliste Uhendite lahustumise suurenemist vees — seda kutsutakse
sissesoolamise efektiks. Kusjuures enamasti vaikesed tugevalt hildraatuvad ioonid
(kosmotroobid) pbéhjustavad véljasoolamist ning suured ndrgalt hidraatuvad ioonid
(kaotroobid) pbhjustavad sissesoolamist. [21,22]
Sisse- ja véljasoolamise nahtust Kirjeldatakse Setchenovi konstanti, ks, abil, mis tuleneb
jargmisest empiirilisest sdltuvusest:

Ca(H0)
8 Ca(sool) fesXCs, ©)
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kus Ca(H20) ja Ca(sool) on osakese A molaarne kontsentratsioon vastavalt vees ja soola-
vesilahuses. Cs on soola molaarne kontsentratsioon soolalahuses. Véljasoolamise korral on ks
vaartus positiivne ning sissesoolamise korral negatiivne. Uldiselt see empiiriline lineaarne suhe
kehtib. Setchenovi koefitsientide andmebaase on véhe ning tihti esinevad erinevate allikate
korral olulised erinevused. Setchenovi koefitsient oleneb orgaanilise soluudi tidbist ja
kasutatavast soolast. [21,23]

Pdhiline, kuidas anorgaanilised soolad mdjutavad lahuses orgaaniliste Uhendite lahustuvust on
see, et ioonide imber moodustub hiidraatkate, mis véhendab vaba vee hulka, mis saaks osaleda
orgaanilise Uhendi solvateerimises. Kuna katioonidel on anioonidest enamasti vaiksem ioon-
raadius, siis selle arvelt on katiooni panus véljasoolamisse suurem. Sama aniooni ja katiooni
ioonraadiuse korral on aniooni poolt tingitud ioonide interaktsioonid veega tugevamad ja
seetOttu on tihti ka aniooni panus soolaefektidesse suurem. Praktikas vaadeldakse ioonsetest
lisanditest tingitud efekte erinevatele protsessidele ja seetdttu on Kkirjanduses arusaamad ja
interpretatsioonid erineva laenguga ioonide panuse kohta mdneti erinevad. [24,25]
Tetraalkttlammooniumbromiidid on soolad, mis pdhjustavad sissesoolamist. Nende katioonid
on suured tetraheedrilised osakesed, mille puhul on leitud, et mida suurem on katiooni
alkiulahel ja mida suurem on vaadeldav thend, mille jaotumist uuritakse, seda suurem on
sissesoolamise ulatus. On leitud, et t66, mida tuleb teha lahustuva molekuli suuruse augu
tekitamiseks, on vee puhul oluliselt suurem, kui RsN* ioone sisaldava vesilahuse puhul. See
tuleneb sellest, et mida suuremad osakesed on vedelikus lahustunud, seda tdendolisemalt
esineb lahuse molekulide vahel véikeseid tihimikke, kuhu vdivad mahtuda uuritavad
molekulid. [21]

Soolad mojutavad ka Uhendite jaotumise tasakaalu vee ja erinevate faaside vahel (Ohk,
orgaaniline aine, poliimeerid, bioloogilised rakud). Né&iteks NaCl mdjul suureneb vee
kohesiivne energia, kuna muutuvad interaktsioonid vee dipoolidega. Selle tulemusel muutub
vesi viskoossemaks ning orgaaniliste Ghendite jaotumine on nihutatud vahempolaarse faasi
suunas. Tahtlikult kasutatakse véljasoolamise efekti ekstraheerimise efektiivsuse
suurendamiseks analtitilistes protseduurides. [23,24]

2.7. loonide solvatatsioon
Suur osa keemilistest protsessidest, nii laboris kui looduses, toimub ioone sisaldavates lahustes.
Kuna lahustes esinevad ioonid alati solvateeritult, on oluline mdista ioon-solvent
interaktsioone. Polaarsetes solventides toimub kuloniliste interaktsioonide dielektriline

varjestamine dipolaarse solvendi molekulide poolt, mis kujutab endast umbes sama tugevat
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vastassuunalist joudu ning seet6ttu saavad ioonid olla solvateeritud dissotsieerunud tksustena.
Solvendi puudumisel toatemperatuuril esineksid vastaslaenguliste ioonide vahel vaga tugevad
pikavahemaalised kulonilised interaktsioonid, mis soodustavad nende agregeerumist tahketeks
sooladeks (va ioonsed vedelikud). [26,27]

Keeruline on konkreetse iooni omadusi uurida, kuna ioone ei saa lahusesse eraldiseisvalt
lisada — elektroluit koosneb alati mdélemamargilistest ioonidest selliselt, et see oleks
elektroneutraalne. Elektrostaatiline energia hoiab kristalle moodustavaid ioone koos. Esmalt
tuleb vOreenergia investeerida, et eraldada ioonid lahuses. VOreenergiat kompenseerib
solvatatsiooni energia, mis saadakse lahustumisprotsessi kaigus. [26]

loonide solvatatsiooni on kdige enam uuritud vesikeskkonnas. Kasulik on vdrrelda ioonide
solvatatsiooni vesikeskkonnas ja mones teises solvendis. Selle teeb jéllegi keeruliseks asjaolu,
et vesi on Gsna omamoodi solvent ning efektid, mis esinevad vesilahustes, vbivad puududa
paljudes teistes lahustes. Vees esineb vesiniksidemete struktuur, mida ioonid vdivad kas
ndrgestada vOi tugevamaks muuta. Sarnane vaste enamikes teistes solventides puudub.
Vastavalt ioonide vOimele struktureerida vett on neid hakatud klassifitseerima
kosmotroopideks (struktuuri tekitajad) ja kaotroopideks (struktuuri 16hkujad). [22,26]

Lisaks esineb vees ka niinimetatud hudrofoobne interaktsioon, mis kehtib ioonsetele
uhenditele, millel on pikemad alkiiulahelad vGi aromaatsed tuumad. Sellised interaktsioonid ei
kehti mitte ainult mudelioonidele nagu tetrabutliilammoonium katioon (Bus:N¥), vaid ka
orgaanilistele ihenditele uldiselt ning eriti valkude ioniseerunud koérvalahelatele. [26]

loonide solvatatsiooni uurimiseks on oluline, et ioonidevahelised interaktsioonid oleksid
minimaalsed. Ideaalseks olukorraks oleks lahus, mis sisaldaks ainult Gihte iooni ja Idpmata suurt
hulka lahusti molekule. Kahjuks ei ole vBimalik sellist olukorda laboris eksperimentaalselt
tekitada, kuid see on véimalik arvutisimulatsioonidega. Arvutisimulatsiooniga saadud tulemusi
saab vorrelda eksperimentaalsete tulemustega, kus saadud eksperimentaalsed tulemused on
ekstrapoleeritud 16pmatult lahjadele lahustele. Siiski on keeruline mdista katiooni ja aniooni
eraldiseisvaid panuseid eksperimentaalsetesse tulemustesse. [26]

Reaalses elus pole tegu I6pmata lahjade lahustega. Mida suurem on ioonide kontsentratsioon,
seda védhem on lahuses solvendi molekule iooni kohta ja seda enam on ioonide loomulik
solvaatkate 16hutud. loon-ioon interaktsioonid hakkavad konkureerima ioon-solvent
interaktsioonidega. Lisaks vOib tekkida tasakaal iooni ja ioonpaari vahel, mida on samuti vaja
arvesse votta. [26]
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3. MATERJALID, APARATUUR JA MEETODID

3.1. Kasutatud ained
Mobiilfaasis orgaanilise solvendina kasutati otsese loksutusmeetodi korral atsetonitriili
(Sigma-Aldrich, lisrael, puhtus >99,9%) ja kaudse HPLC meetodi korral metanooli (Sigma-
Aldrich, Prantsusmaa, puhtus >99,9%). Mobiilfaasi veefaasiks kasutati mdlemal juhul
atsetaatpuhverlahust, mis sisaldas ammooniumatsetaati (Fluka, Holland, puhtus >99,0%),
sipelghapet (Sigma-Aldrich, Saksamaa, puhtus >98%) ning tlipuhast MilliQ vett (eritakistus
18,2 MQ-cm, summaarne orgaanilise susiniku sisaldus <6 mg/kg), mis valmistati
deioniseeritud veest kasutades aparaati Millipore Simplicity 185 (Millipore GmbH, Austria).
Loksutusmeetodi korral kasutati standardainetena tetrametutdlammooniumkloriidi (Fluka,
Holland, puhtus >99,0%), tetraetliilammooniumkloriidi (Sigma, USA, puhtus >98%),
tetraproputlammooniumkloriidi (Fluka, USA, puhtus >98%), tetraproputlammoonium-
hiidroksiidi (Sigma-Aldrich, Sveits; 1,0 M vesilahus) ja tetrabutiiiilammooniumhiidroksiid
(Aldrich, USA; 1,0 M metanoolis). Proovide ettevalmistusel kasutati MilliQ vett ning
1-oktanooli (Sigma-Aldrich, USA, puhtus >99%), mis eelnevalt killastati MilliQ veega.
Kaudse HPLC meetodi korral kasutati standardainetena lisaks ka aniliini (Sigma-Aldrich,
Sveits, puhtus >99,5%), 4-nitroaniliini (Sigma-Aldrich, USA, puhtus >99%), etuiilamiin-
hadrokloriidi (Aldrich, USA, puhtus >98%), dietutlamiini (Fisher, USA, puhtus >99%),
trietttlamiini (Aldrich, USA, Puhtus > 99%), imidasooli (Aldrich, Saksamaa, puhtus >99%),
bensimidasooli (Aldrich, Saksamaa, >98%), piridiini (Fluka, Sveits, puhtus >99,8%) ja
piperidiini (Sigma-Aldrich, USA, puhtus >99.5%).
Lisandite mdju uurimisel kasutati NaCl (Fisher, USA, puhtus >99,6), KCI (Lach:Ner, TSehhi,
puhtus 100,0%), MgCl, (Sigma, Hiina, puhtus >98%), NH4Cl (TSerkasskij keemiliste
reaktiivide tehas, Ukraina, puhtus: standard), NaNOz (kingitus prof. llometsalt, puhas), NaOH
(Reagecon, lirimaa, 1,0 M vesilahus) HCI (Reagecon, lirimaa, 1,0 M vesilahus) ja HNO3
(Sigma Aldrich, USA, 65% vesilahus).
Anioonide  kontsentratsioonide = mé&aramisel  kasutati  1,9-nonaanditiil-bis(3-metdl-
imidasoolium)difluoriidi (Fluka, Sveits; 0,005 M lahus metanooli ja vee segus (1:1), puhtus
>97,0%). Karl Fischeri titraatori reagendiks oli Hydranal Coulomat AD (Riedel-de Haén,
Saksamaa).
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3.2. Lahused
Standardainete emalahused valmistati standardainetest kaalumise teel MilliQ vette ning
séilitati vaikeste kogustena -20 °C juures voi kuni kuu 4 °C juures. Soolade 1,0 M lahuste
valmistamiseks kaaluti kindel kogus soola m6dtkolbi, kuhu hiljem lisati kindla ruumalani vett.

Edasised lahjendused tehti pipeteerimise teel ruumala jérgi.

3.3. Aparatuur
Kaudse HPLC meetodi korral kasutati HPLC/MS instrumenti firmalt Shimadzu (USA).
Instrument koosnes jargnevatest osadest: degasaator DGU-20Asr, pump LC-20ADXR,
automaatne proovisisestussiisteem SIL-30AC, kolonni termostaat CTO-20AC, UV/Vis
fotodioodrividetektor SPD-M20A, kvadrupoolmassianaliisaator elektropihustusionisatsiooni
allikaga LCMS-2020, mille pihustus- ja kuivatusgaasiks kasutati lammastikku. Instrumenti
kasutati koos analtititilise kolonniga Phenomenex Gemini C18 modtmetega 150x4,6 mm,
poorisuurusega 110 A, osakeste suurusega 5 pum.
Loksutusmeetodi korral kasutati proovide analliisimiseks HPLC/MS instrumenti firmalt
Agilent. Instrument koosnes jargmistest osadest: Agilent 1100 seeria vaakumdegasaator,
binaarne pump solvendi valiku klapiga, automaatne proovisisestussusteem, kolonni termostaat,
UV/Vis dioodrividetektor ja ioonl6ks-massispektromeeter Agilent LC/MSD Trap XCT. HPLC
ja MS vaheliseks liideseks oli elektropihustusionisatsiooni allikas, mille pihustus- ja
kuivatusgaasiks kasutati lammastikku. Massianalusaatori I6ksustus- ja porkegaasiks oli
heelium puhtusega 6.0 (Linde Gas, Saksamaa). Instrumenti kasutati koos anallitilise
kolonniga Zorbax Eclipse XDB-C18 mddtmetega 150x4,6 mm, poorisuurusega 80 A, osakeste
suurusega 5 um ja eelkolonniga Eclipse XDB-C18 mdotmetega 12,5x4,6 mm, poorisuurusega
80 A, osakeste suurusega 5 pum.
Proovide ettevalmistamisel kasutati veel erineva suurusega automaatpipette firmalt Eppendorf
(Saksamaa) ja labori loksutit Elpan 358S (Poola). Oktanoolis veesisalduse maaramiseks
kasutati kulonomeetrilist Karl Fischeri titraatorit Mettler Toledo DL32 (Sveits).

3.4. Kaudne HPLC meetod
Valitud thenditele leiti erinevatel isokraatilistel elueerimistingimustel, varieerides orgaanilise

solvendi sisaldust mobiilfaasis, logk vaartused vastavalt valemile 10:

_ tr — Lo
logk = log(——), (10)
0

kus tr on Ghendi retentsiooniaeg ning to on kromatograafilise stisteemi surnud aeg, mis antud

modtmiste korral oli 1,5 min. Mobiilfaas koosnes metanoolist ja 50 mM
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atsetaatpuhverlahusest (pH = 3,5), mobiilfaasi voolukiirus oli 0,8 ml/min. Ainete
retentsiooniaeg tuvastati MS detektoriga molekulaariooni jargi. Kasutatud massi-laengu suhte
(m/z) vaartused on toodud lisas tabelis L1.
Isokraatilistes elueerimistingimustes varieeriti orgaanilise eluendi osakaalu selliselt, et oleks
vOimalik leida Uhendite logk vaartust, mis vastaks olukorrale, kus mobiilfaasiks on ainult
veefaas. Sellist mahtuvusfaktorit tahistame edaspidi logkw ning kutsume ekstrapoleeritud
mahtuvusfaktoriks. See on leitud polinoomse (valem 12) vdi lineaarse (valem 11) regressiooni
abil:
logk =logk,, — q - B%, (11)

logk =logky — q* B% — 1 - B%? (12)
kus B% on orgaanilise solvendi osakaal mobiilfaasis, q ja r on regressioonikordajad. Lineaarset
regressiooni (valem 11) kasutati juhul, kui ekstrapoleerimiseks oli kasutada ainult kaks
andmepunkti. Pollinoomset regressiooni (valem 12) kasutati, kui ekstrapoleerimiseks oli
kasutada enam kui kahte andmepunkti. Leitud logkw vaartused on toodud tabelis L1.
MS parameetrid kaudse meetodi korral olid jargnevad: kuivatusgaasi voolukiirus 20 I/min,
pihustusgaasi ~ voolukiirus 1,5 I/min,  kuumutusbloki  temperatuur 200 °C,

desolvateerimiskapillaari temperatuur 275 °C.

3.5. Loksutusmeetod

Loksutusmeetodil ndilise jaotuskoefitsiendi logaritmiliste (logPapp) vdartuste madramiseks
valmistati proovid ette otse HPLC viaalidesse. Proovi ettevalmistuseks kasutati MilliQ vett,
MilliQ veega killastatud oktanooli, uuritava aine vesilahust ning lisandi mdju uurimisel ka
dissotsieeruva lisandi (hape, alus voi sool) vesilahust. Esmalt lisati otsepipeteerimise teel
veefaasis lahustatud ained uuritavas vahekorras selliselt, et veefaasi summaarne ruumala oli
500 pl, seejirel lisati veega kiillastatud oktanooli faasi 500 pl poordpipeteerimise teel.
Kinniseid viaale loksutati loksutil kiirusega umbes 160 cpm vahemalt 30 minutit 45-90
kraadise nurga all, et kiirendada tasakaalu saabumist. Kiiret loksutamist ei kasutatud, et valtida
emulsiooni teket. Seejarel lasti proovidel viaalides vahemalt 2 h (kuni 4 paeva) vertikaalselt
seista, et pustituks 16plik tasakaal.

Loksutusmeetodi proovide korral on prooviettevalmistusel lisatud lisandi ja uuritava aine
kontsentratsioonid esitatud tasakaalustumiseelsete veefaasi kontsentratsioonidena.
Loksutusmeetodis kasutati gradientelueerimist atsetonitriili ja 5,0 mM atsetaatpuhverlahusega
(pH = 5). logPapp mééramiseks sisestati anallitidilahus kasutades HPLC automaatset

proovisisestussiisteemi. Vee ja oktanooli faasist proovide vdtmiseks kasutati vastavalt HPLC
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sustimissiisteemi ndela kdrguseid 0,0 mm ja 8,0 mm viaali pbhjast. Sisti suurus veefaasist oli
0,5-1 pl ning oktanooli faasist oli siisti suurus 1-100 pl. Eluendi voolukiiruseks oli 0,8 ml/min,
kolonni temperatuur oli 30 °C.
Tetrametliilamooniumkatiooni  (MesN"),  tetraetiilammooniumkatiooni  (EtzN™) ja
tetraproptiilamooniumkatiooni  (PrsN*) logPapp Vvaartuseid uurides kasutati elueerimise
gradientprogrammi: 0 min B% = 5%, 7 — 9 min B% = 100%, 10 — 15 min B% = 5%.
Tetrabuttlamooniumkatiooni (BusN™) korral kasutati elueerimise gradientprogrammi: 0 min
B% = 50%, 8 — 10 min B% = 100%, 11 — 14 min B% = 50%.
Uhendid tuvastati MS detektoriga molekulaariooni kujul kasutades samu m/z vaartusi nagu
kaudse HPLC meetodi korral (tabel L1). Tetraalkiiilammooniumkatioonide (RaN¥)
retentsiooniajad olid jargnevad: MesN™ t; = 2,1 min, EtsN* t, = 4,0 min, PrsN* t, = 6,5 min,
BusN* t,= 6,6 min.
logPapp Vadrtused arvutati vastavalt valemile (13):
sust sust
log P,pp = log (Zzust %) = log (g—z), (13)

kus m3ist ja mSUst on kalibreerimisgraafikult interpoleerimise teel leitud analiiiidi mass, mis

sust

vastab sisti suurusele vastavalt oktanooli- vdi veefaasist. Valemist osa vOtab arvesse

Sust

sustide suuruse erinevusi oktanooli- ja veefaasist, et saada logaritmilist kontsentratsioonide
suhet.
MS parameetrid loksutusmeetodi korral olid jargnevad: kuivatusgaasi voolukiirus 12,0 I/min,

kuivatusgaasi temperatuur 350 °C, lammastiku réhk 50 psi (345 kPa).

3.6. Paardunud iooni elektropihustusionisatsioon
Oktanooli jaotunud anioonide kontsentratsiooni maéaramiseks kasutati paardunud iooni
elektropihustusionisatsiooni meetodit [28]. Antud meetod kasutab ioonpaarreagendina
mitmelaengulisi katioone — need moodustavad elektropihustuse kéigus uuritava aniooniga
kompleksi  ning  tuvastatakse elektropihustusionisatsiooni  positiivse  reZiimiga.
loonpaarreagendina kasutati 1,9-nonaanditiul-bis(3-metutlimidasoolium) katiooni (40 uM
metanoolis). Kloriidioon tuvastati elektropihustusionisatsiooni positiivses — reziimis
ioonpaarina, mille m/z = 325, nitraatioon tuvastati ioonpaarina, mille m/z = 352,

Kontsentratsiooni leidmiseks koostati kalibratsioonigraafik, mille abil tulemus interpoleeriti.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Kaudne HPLC meetod katioonsete tihendite lipofiilsuse hindamiseks

Uheks to6 eesmargiks oli uurida, kas katioonsete tihendite lipofiilsuse hindamiseks on vdimalik
jamaistlik rakendada kaudset HPLC meetodit. Abraham jt [10] on omistanud mdningate ainete
katioonsetele osakestele jaotuskoefitsiendi logaritmilised (logP™) véartused (tabel L1). Neid
véartusi saab rakendada kontrollimaks, kas katioonsete Gihendite retentsiooniandmed annavad
korreleeruvaid tulemusi. 13 ainele, millele Abraham jt [10] olid omistanud logP* vaartused,
leiti eksperimentaalselt ekstrapoleeritud mahtuvusfaktorid logkw kasutades valemit 11 voi 12.
Leitud logkw vadrtusi korreleeriti logP* védrtustega. Korrelatsioonigraafik on toodud
joonisel 1.

MesN™ iooni retentsioon oli kasutatud kromatograafilises stisteemis nork, mist6ttu 6nnestus
mddta vaid Uks mahtuvusfaktori véartus. Seetbttu pole selle aine puhul kasutatud
ekstrapoleeritud mahtuvusfaktori védartust, vaid mahtuvusfaktorit, mis saadi kdrge
veesisaldusega (98%) mobiilfaasi korral. Korge veesisalduse t0ttu kasitleti antud
mahtuvusfaktorit teistega vorreldavalt (hinnanguline erinevus vastavast logkw vaartusest on
umbes 0,1 Ghikut).

¢ tetraalkiiilammooniumioonid + ettdlamiinid

@aniliinid @ puridiin, piperidiin, imidasoolid
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Joonis 1. Ekstrapoleeritud mahtuvusfaktorite logkw korreleerimine logP* [10] vé&rtustega. Erinevad ained
on grupeeritud vastavalt legendis margitule. Punktiiridega lineaarsed jooned on toodud, et viidata
grupisisesele trendile.

Joonisel 1 toodud korrelatsioonigraafikul on néha, et labiv korrelatsioon puudub. Kiill aga on
naha korrelatsiooni analoogsete ihendite vahel, mistdttu vOiks antud viisil logP* [10] vaartusi

ennustada vaid analoogsete Gihendite korral. R4N* katioonid omavad korrelatsioonigraafikul
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hoopis teistsugust trendi kui erineva asendajate arvuga etutlamiinid, kuigi need kaks
Uhenditegruppi on omadustelt (sna sarnased - alifaatsete slsivesinikahela(te)ga
lammastikihendid.

Aniliinide nditel on néha, et olulist rolli méngib mobiilfaasis veefaasi pH. Veefaasiks oli
5,0 mM ammooniumatsetaatpuhver, mille pH = 3,5. Valitud veefaasi pH tagab, et enamik
aineid on veefaasis katioonses vormis, kuid pole siiski piisavalt happeline, et tagada
4-nitroaniliini puhul katioonset vormi (ainete pKa vaartused on toodud tabelis L1). Seda on
néha ka tulemustest — olgugi, et Abraham jt [10] on omistanud 4-nitroaniliinile natuke
madalama logP* véartuse, kui aniliinile, siis mahtuvusfaktor on ikkagi 4-nitroaniliinil
tunduvalt suurem, kui aniliinil. 4-nitroaniliinil osaleb kromatograafilises jaotumises hoopis
neutraalne vorm, mis retendeerub kolonnis tugevamalt, kui vastav ioon, ning seetdttu pole 4-
nitroaniliini ja aniliini tulemused omavahel vorreldavad.

loniseeruvate Uhendite jaotumise puhul on oht, et happelise veefaasiga tasakaalulises faasis
(kaesoleval juhtumil statsionaarse faasi alkillahelate vahel) pole happelisus piisav, et
aluselised tihendid oleks katioonsel kujul. Uldiselt ei ole teada tapne mehhanism, kuidas antud
thendid mudelkeskkonnas ehk pddrdfaaskromatograafia kolonnis jaotuvad, kuid v@ib arvata,
et sarnaselt jaotumisega orgaanilistesse solventidesse, vBivad ka kromatograafias jaotumist
statsionaarse ja mobiilfaasi vahel mdjutada ioonpaardumine, dissotsiatsioon jms.

Lihtsate meetoditega pole voimalik uurida, kas meid huvitav aluseline thend on mobiilfaasiga
tasakaalulisse statsionaarsesse faasi jaotunud katioonina véi neutraalse Ghendina. Kirjeldatud
olukorda saab lihtsamini uurida lahustes, kuna sageli on neutraalse Uhendi UV/Vis spekter
erinev katioonses vormis Uhendi spektrist. Vahem aluseliste (hendite — aniliin ja
4-nitroaniliin — korral kontrolliti, millises vormis esineb antud thend happevesilahusega
tasakaalulises oktanooli faasis. Moddetud spektreid vorreldi andmebaasis [29] olevate
spektritega, et visuaalse vordlemise teel hinnata, millises vormis tihend esineb.

Joonisel L1 on toodud aniliini ja 4-nitroaniliini spektrid oktanoolis, mis on tasakaalustatud
erinevate hapete vesilahustega. Aniliini korral tdheldati, et ndrgemate hapetega — 1%
aadikhappega ja 1 M sidrunhappega — on tasakaalulises oktanoolifaasis aniliin neutraalses
vormis. 1 M oblikhappe, 1 M HNO3 ja 1 M HCIO4 korral esines aniliin tasakaalulises
oktanoolifaasis poOhiliselt katioonses vormis. 4-nitroaniliin, mille pKa véartus vees on 1,0;
polnud tasakaalulises oktanoolifaasis katioonses vormis isegi, kui oktanool oli tasakaalustatud
1 M tugevate hapetega.

Eeldusel, et sarnane analoogia kehtib ka mobiilse faasiga tasakaalulises statsionaarses faasis,

on kallaltki keeruline tagada, et poordfaaskromatograafia kaigus jaotuksid véahem aluselised
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Uhendid statsionaarsesse faasi tiksikute ioonidena. R4N* ioonid saavad jaotuda statsionaarsesse
faasi ioonpaarina voi Uksiku ioonina, aluselised Uhendid saavad lisaks eelpool nimetatud
vOimalustele statsionaarsesse faasi jaotuda ka neutraalses vormis tihendina.

loonide korral, erinevalt neutraalsetest Uhenditest, on tugevamad ka igasugused sekundaarsed
interaktsioonid kolonniga — néiteks interaktsioon vabade silanoolrihmadega. Leitud
korrelatsiooni pdhjal vdib jareldada, et kaudse meetodiga suudab podrdfaaskromatograafia
vaid osaliselt jaljendada katioonide jaotumist oktanool-vesi keskkonnas. Ka neutraalsete
uhendite puhul on leitud, et podrdfaaskromatograafia ei suuda ideaalselt jaljendada oktanool-
vesi keskkonda [2], kuid ioonsete Uhendite puhul ilmneb segavate sekundaarsete
interaktsioonide mdju veel enam.

Kaudse HPLC meetodi rakendamise ioonide jaotuskoefitsientide madramiseks teeb keeruliseks
ka véikeste hudrofiilsete ioonide ndrk retentsioon kolonnis isegi korgetel veesisaldustel.
Seetbttu pole antud meetod véikeste ioonide jaotuskoefitsientide maédramiseks sobilik.
Suuremad ioonid omavad jallegi mdistlikku retentsiooniaega kolonnis, kui mobiilfaas on
tunduvalt kbrgema orgaanilise solvendi sisaldusega. VVorreldavate tulemuste jaoks on maistlik
kasutada ekstrapoleeritud mahtuvusfaktoreid logkw, kuid siin tuleb silmas pidada, et erineva
lipofiilsusega ioonide mahtuvusfaktorid on méddetud kasutades erineva orgaanilise solvendi
sisaldusega mobiilfaasi. Ekstrapoleerimisel saadud logkw vaartus on ennustus, milline oleks
mahtuvusfaktor tingimustel, kus mobiilfaasiks oleks ainult veefaas. Ennustuse tapsus oleneb
sellest, millise mobiilfaasi koostisega on leitud ekstrapoleerimiseks kasutatavad
mahtuvusfaktorid.

Tundmatu iooni uurimiseks on vaja teha palju ajakulukaid md@dtmisi erinevatel
kromatograafilistel tingimustel. Uks v@imalus ajakulu vahendamiseks on leida optimaalsed
tingimused, kus huvipakkuvate ioonide retentsioon kolonnis on piisav, ning kasutada
korreleerimiseks (ihest mddtmisest saadud logk vaartust. See jallegi seab piirid uuritavate
uhendite hiidrofoobsuste vahemikule ja loob eksperimendi kdigus mittekontrollitavaid eeldusi.
Tods kasutatud meetodi rakendamine logP™* vaartuste ennustamiseks vdib olla teostatav vaid
védga sarnaste uUhendite korral ning kindlasti pole niivord hésti rakendatav kui neutraalsete
uhendite korral. Kill aga voiks saada ekstrapoleeritud mahtuvusfaktorite vaartuseid kasutada,
et leida poordfaaskromatograafia protsessile Abrahami deskriptorid ja seejarel on vdimalik
logkw vééartuste abil leida aluselistele Gihenditele Abrahami parameetrid [17]. Kuid ka sellise
rakendusviisi puhul on aluseliste ihendite korral keeruline tagada, et retentsioon kolonnis

toimuks ainult Ghendi ioonse vormiga.
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4.2. Otsese loksutusmeetodiga katioonsete tGhendite lipofiilsuse hindamine
Otsese loksutusmeetodiga moddeti ligikaudu 400 logPapp Vvaartust, et uurida katioonsete
uhendite jaotumist oktanool-vesi keskkonnas. Uuringu kéigus ei eristatud, millises vormis
toimub uuritava osakese jaotumine ja seetbttu on modtetulemused késitletavad néilise
jaotuskoefitsiendi logaritmina — logPapp. Tulemuste graafilisel esitamisel on x-teljel kasutatud
kontsentratsiooni ruutjuurt, kuna sellisel esitusviisil on tulemused paremini jalgitavad ning
tulemusi on lihtsam matemaatilise mudeliga siduda. Prooviettevalmistusel lisatud lisandi ja
uuritava aine  Kkontsentratsioonid on  esitatud  tasakaalustumiseelsete  veefaasi

kontsentratsioonidena.

4.3. logPapp vaartuse s6ltuvus uuritava Uhendi kontsentratsioonist
MesN*, Et4N™, PrsN™ ja BusN™ katioonide korral uuriti, kuidas mdjutab vastavat R4sN™ iooni
sisaldava aine kontsentratsioon jaotumist oktanool-vesi keskkonnas. Tulemused on toodud

joonisel 2 ning andmed on tabelis L2.
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Joonis 2. R4N* ioonide logPap, vaértuste sdltuvus vastava aine kontsentratsiooni ruutjuurest.

PraN* logPapp vaartusi uuriti kasutades kahte erinevat vastasiooni: thel juhul kasutati PraNCI
ja teisel juhul PrsNOH. Mdlema vastasiooni korral saadi sarnaseid PrsN* logPapp vaartused
erinevatel aine kontsentratsioonidel. See viitab olukorrale, et Cl ja OH" ei anna olulist panust

sissesoolamisefekti’ varreldes katiooniga v6i mdlema aniooni korral on mdju sarnane. Kuna

T Kontekst erineb tavaparasest sisse-/véljasoolamisefektist, kus vaadeldakse lahustuvuse muutumist olenevalt
lisandite hulgast. Kahefaasilise stisteemi puhul tuleb sisse-/valjasoolamist vaadelda iihe kindla faasi suhtes. Selles
t60s vaatleme neid efekte veefaasi suhtes ja edaspidi on sissesoolamise all mdeldud kontsentratsiooni suurenemist
veefaasis ning valjasoolamise alla on meldud kontsentratsiooni vahenemist veefaasis.
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PrsNCI ja PrsNOH puhul olulist erinevust ei esinenud, siis eeldame, et BusNOH
mddbtetulemused on vorreldavad ainete tulemustega, mis on méddetud ainult CI™ soolana.
Jooniselt 2 on nédha, et RsN* ioonide logPayp Vvaartus sbltub oluliselt uuritava aine
kontsentratsioonist. Eriti ilmekas on see muutus BusNOH puhul, kus muutes kontsentratsiooni
vahemikus 0,020 mM kuni 1,2 mM véheneb logPapp Véartus 1,62 thikut — esineb ulatuslik
sissesoolamisefekt. Eriti tundlik on R4N™ logPapp vadrtus just madalate ainekontsentratsioonide
juures ning visuaalsel hindamisel tundub, et mida pikem on RsN* alkiiiilahel, seda tugevamini
avaldab R4sN* kontsentratsioon mdju logPapp vadrtusele.

Olgugi, et mdotmised viidi l1abi madalatel kontsentratsioonidel (vahemikus 0,020-15 mM), on
naha, et RsN"* ioonide jaotumine on tugevasti mdjutatud vastava aine kontsentratsioonist. See
muudab katioonsete Uhendite jaotumise eksperimentaalse uurimise keeruliseks. loonsetele
uhenditele tbeliste jaotuskoefitsientide omistamiseks tuleks mddtmised l&bi viia niivord
madalatel kontsentratsioonidel, et soluut-soluut interaktsioonid ei mdjutaks jaotuskoefitsiendi
vaartust. Tavapéraselt pole aga anallitilises keemias kasutatavate instrumentide maaramispiir
sellisteks modtmisteks piisavalt madal.

Kuigi 16pmata lahjades lahustes pole maatmisi voimalik labi viia, saab eksperimentaalseid
maddtmistulemusi ekstrapoleerida selliselt, et need vastaks l|8pmata lahjale lahusele.
Maddtetulemuste ekstrapoleerimiseks lahendati moédtetulemused ruutvdrrandile, kasutades
Microsoft Excel programmis lisandmoodulit ,,Solver*. Tulemuste ruutvorrandile
ldhendamiseks minimeeriti ennustatud ja eksperimentaalse tulemuse kaalutud erinevuste
ruutude summat. Kaalutud poliinoomset regressiooni otsustati kasutada, et suurendada
ruutv@rrandi ennustustapsust madalate kontsentratsioonipunktide juures. Md6tepunkti kaal oli
vordeline lisatud R4sN* iooni kontsentratsiooni ruutjuure pddrdvaartusega. Ekstrapoleerimise
teel saadi jargnevad logPapp vaartused: MesNCI logPapp = -2,56; EtaNCI logPapp = -1,74; PraNCI
l0gPapp = -0,89; PraNOH logPapp = -0,92; BusNOH logPapp = 0,20.

Uldine tendents naitab, et mida pikem on katiooni alkiilahel, seda enam on katioon oktanooli
jaotunud. Kui tulemusi vdrrelda logP* [10] vaartustega (tabel L1), siis tulemused kiill
korreleeruvad, kuid ei lange kokku. Vastav korrelatsioonigraafik on toodud joonisel 3.

MesN* Kkorral on logP™ [10] véaartus 0,41 Ghikut vdiksem eksperimentaalselt moddetud ja
ekstrapoleeritud logPapy vaartusest ning BusN™ korral 2,07 Uhikut védiksem. Erinevus on
Uhesuunaline ja suureneb alkidlahela suurenedes. Olenemata absoluutvaartuste erinevusest on
tulemustevaheline korrelatsioon véga hea (R? = 992).

Siiski tuleb silmas pidada, et vordlemiseks kasutati Abrahami jt [10] logP* véértusi, mis on

saadud arvutuslikult kasutades LFER vorrandit 7 ning need tulemused vastavad
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ekstratermodiinaamilisele TATB? eeldusele. Katioonide logP* vaartused on leitud vastavalt
valemile 8, mis eeldab, et vastav anioon ja katioon annavad vdrdse panuse soola

dissotsieerunud ioonide neutraalse kombinatsiooni jaotumiskoefitsiendile log P*.

[N 0 .'A
a y =0,604x - 1,175
8 R2 = 0,992
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Joonis 3. R4N* ioonide ekstrapoleeritud logPapp vadrtuste korrelatsioonigraafik logP* [10] vdartustega.

On leitud, et ka TATB ladhenduses kasutatavate ioonide korral on veest mittepolaarsesse
solventi Ulemineku Gibbsi vabaenergiad katiooni ja aniooni puhul erinevad, kuna erineva
laengu korral asetuvad vee molekulid vastavate ioonide Gmber hoopis teisiti [25]. Seetdttu
kaituvad PhsAs* ja PhsP™ hidrofoobsemalt, kui PhsB™ [25] ning tuleb arvestada, et TATB
lahendus on kdigest eeldus ning ei saa anda 18plikult tdeselt véetavaid tulemusi.

T60s leitud ekstapoleeritud logPapp Vaartuste puhul tehakse aga eeldus, et tegemist on Idpumata
lahja lahusega, kus uuritava katiooni jaotumist vastasioon enam ei mojuta. Kuna
ekstrapoleeritud logPapp vaartuste korral ja logP™* vaartuste korral on tehtud erinevaid eeldusi,
siis ei pea tulemused omavahel kokku langema, kuid hea korrelatsioon erinevate kasitluste
vahel nditab, et kahe erineva kasitlusega saadud tendentsid on aineklassi piires omavahel
kooskdlas.

RsN*ioonid on hiidrofoobse olemusega katioonid ja nende puhul on tdhendatud, et vGib esineda
hidrofoobne interaktsioon [30]. See téhendab, et vesikeskkonnas vdib esineda
molekulidevaheline hidrofoobne assotsieerumine. Mida suurem on RsN* ioonide
kontsentratsioon, seda suurem o0sa molekulidest esineb veefaasis mitsellilaadsete
assotsiaatidena, mis voib olla Gheks véljasoolamisndhtuse pdhjuseks. Mida pikem on RsN*
iooni alkiilahel, seda tugevamini osalevad RsN™ ioonid hiidrofoobsetes interaktsioonides [30].
See voib seletada, miks pikema alkiiiilahela korral on sissesoolamisefekt suurem. Uhtlasi
peetakse R4N™ ioone ka kaotroopseteks ioonideks [25], mis parandavad orgaaniliste Gihendite
solvatatsiooni veefaasis, kuna soodustavad lahustuva molekuli suuruse augu tekkimist solventi
[21].

I TATB eeldust on selgitatud kirjanduse tlevaates Ik 11 peatiikk 2.5.
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Pikema alkiulahelaga pindaktiivsetel ioonsetel Uhenditel on elektropihustusionisatsiooni
ionisatsiooniefektiivsus suurem. Seetdttu on nendega véimalik mddtmisi 1abi viia madalamatel
kontsentratsioonidel. Samuti jaotuvad pikema alkiiilahelaga RsN™ ioonid suuremal méaaral ka
oktanooli faasi, mistottu ei takista mdotmist instrumentaalne maaramispiir. Sellest tingituna on
MesN™ logPapp vadrtuse ekstrapoleerimine ebatdpsem, kuna on vdimalik, et madalamatel
kontsentratsioonidel muutub logPap, Véartuse sdltuvus kontsentratsioonist teisiti  kui

olemasolevate punktide abil ennustatud sdltuvus.

4.4. loonsete lisandite moju PraN* logPapp vaartusele

Kdik Ghendid ei ole lahustes alati ioonsel kujul nagu seda on soolad. Juhul kui uuritav Ghend
on alus, siis tihti on vaja lahusesse lisada hapet vai on vaja lahust puhverdada, et tagada tihendi
plsimine katioonses vormis. Seetfttu uuriti ka erinevate lisandite md&ju PraN* logPapp
vadrtusele. Lisanditena kasutati NaCl, KCI, MgClz, NH4Cl, HCI, HNO3s, NaNO3 ja NaOH,
mille moju uuriti kuni kontsentratsioonini 1 M (aniooni kontsentratsiooni jargi), PraN*
kontsentratsioon oli modtmistes konstantne, 0,12 mM. NaCl, KCI, MgCl,, NH4Cl ja HCI
kasutati, et uurida erinevate katioonide mdju PraN* logPapp vaartusele (joonis 4 a). NaOH,
NaNOs ja NaCl lisandite abil uuriti erinevate anioonide moju PraN* logPapp vaartusele (joonis
4 b). HNO3, NaNOs, NaCl ja HCI lisandite abil vorreldi, kuidas mdjutavad PraN* logPapp
vaartust samasuguse aniooniga soolad ja happed (joonis 4 c). Keskmistatud md6tmistulemused
koos mdotmiste arvuga n ja aritmeetilise keskmise standardhélbega s, on toodud tabelis L3.
Vorreldes joonise 4 a ja b graafikuid, selgub, et kui lisandite katioon on sama ning anioonid
varieeruvad (b), siis saame erinevate lisandite korral tunduvalt paremini kokkulangevad
tulemused kui katioonide varieerimisel (a). Sellest vdib jareldada, et pGhilise erinevuse
erinevate lisandite vahel pdhjustab just katioonist tingitud méju. Kuna katioonid on enamasti
vaiksema ioonraadiuse ja seetdttu suurema laengutihedusega kui anioonid, siis selle arvelt on
ka nende panus soolaefektidesse suurem [24].

NaCl ja KCI mdju PraN* logPapp vaartusele on killaltki sarnane, kuna mdlemal juhul on
katioonid sama laengu ja l&hedase suurusega. MgCl> korral on tegu kahelaengulise katiooniga.
Kuna x-teljel on anioonide summaarse kontsentratsiooni (uuritav aine + lisand) ruutjuur, siis
seetdttu on MgCl> kontsentratsioon teiste lisandite vOrdvaarsete modtepunktidega vorreldes
poole viiksem. Isegi poole vidiksema kontsentratsiooni korral panustab Mg?* tugevamini
véljasoolamisefekti vorreldes teiste Cl™ aniooni sisaldavate lisandite katioonidega. Vaadates
joonis 4 a MgCl, médtmisandmeid, vdib tdhendada, et kolme kdrgema kontsentratsioonipunkti

modtmisandmed puuduvad. Nende mdGtmispunktide proovide korral oli peale
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tasakaalustumist kahe faasi vahel nédha valget sadet, mis viitab sellele, et MgCl. on proovidest
moningal maéral vélja sadenenud. Killastumise esinemisel ei tduse enam lisandi
kontsentratsioon proovis vordvéaarselt lisatud lisandi kogusega ja seetbttu on kdrgematel

kontsentratsioonidel m6dtmisandmed analtitsist kdrvale jéetud.
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Joonis 4. PraN* logPapp véaartuse sdltuvus anioonide summaarse kontsentratsiooni ruutjuurest erinevate
lisandite korral (legendis). PraN* kontsentratsioon oli 0,12 mM.
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Hapete korral on naha tugevat sissesoolamisefekti madalatel lisandi kontsentratsioonidel
(joonis 4 c). PraN™ logPapp vadrtus on kdige vaiksem, kui uuritavas proovis on lisaks 0,12 mM
Pr4NCl-le H* sisaldavat lisandit (HNO3 v&i HCI) 1,5-4,8 mM. Sellisel juhul on logPap, véaartus
vahenenud kuni 0,93 uhikut vorreldes lisandita proovide kaalutud keskmise vaartusega. Peale
maksimaalse  sissesoolamisefekti saabumist (graafikul ~miinimum) hakkab lisandi
kontsentratsiooni edasisel suurenemisel logPapp Va&rtus suurenema — toimub véljasoolamine.
Hapete eriliselt tugeva sissesoolava moju kohta vé&ga madalatel kontsentratsioonidel
kirjanduslik info puudub, mistottu véarib antud nahtus tulevikus pdhjalikumat uurimist.

Ka NH4CI korral on ndha madalatel kontsentratsioonidel selget sissesoolamisefekti. See vdib
olla pdhjustatud nii kaotroopsest NH4* katioonist [25], kui ka H* katioonist, mis on tekkinud
NH4" hudroliiisist veefaasis.

Olgugi, et joonise 4 a ja b tulemuste pdhjal saab delda, et suurema panuse PraN* logPapp
vaartusele annavad lisandis olevad katioonid, siis joonisel 4 b on néha, et siiski méningal
maaral mdjutavad PraN* logPapp vaartust ka lisandis olevad anioonid. Seda on naha ka joonisel
4 ¢, kus ilmneb, et NO3™ aniooni korral on PraN* logPapp vaartused suuremad kui CI™ aniooni
korral vorreldavatel kontsentratsioonidel sama katiooni korral. CI” ja NOs™ anioonide méju on

lahemalt uuritud peatkis 4.8.

4.5. Kontrollkaart
PrsaN* logPapp korratavuse kontrollimiseks koostati kontrollkaart, kuhu maérgiti koik
mdodtetulemused, kus PrsN* kontsentratsioon oli 0,12 mM ja lisandeid ei kasutatud.
Kontrollkaardis kasutati lisandita PraN* logPapp vadrtusi, kuna antud mddteandmeid koguti
kdige rohkem nii mdodtepéaevade siseselt kui pikaajaliselt — see annab hea véimaluse kontrollida
tulemuste korrasolekut, jalgida trende, mérgata v6imalikke ohukohti ning annab Gletldiselt
marku, kas meetodiga on kdik korras. Kontrollkaart on toodud joonisel 5.

-0,9

12 x  moddetud
e LoX_Z______ S _x_ 3% _%x _X__ --- kaalutud keskmine
i T e Sttt 2 A i e L e T
2 x x X B ox - - - keskmine
L2-18 O

+/-2
21 1-2s

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
madtmispaev

+/-3s

Joonis 5. PraN* logPap, véértuste kontrollkaart. Kontrollkaardil on toodud erinevatel mé&tmispéevadel
saadud tulemused, kdikide mdotmistulemuste aritmeetiline keskmine ning mdédtmistulemuste kaalutud
keskmine. Lisaks on toodud kahekordse ja kolmekordse standardhalbe piirid aritmeetilise keskmise suhtes,
mis on legendis tahistatud vastavalt +/-2s ja +/-3s. PraN* kontsentratsioon on madtmistes on 0,12 mM.
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Kontrollkaardilt on ndha, et alates 10. mddtmispéaevast on mddtetulemuste péevadesisene
korratavus tunduvalt parem, kui eelnevatel péevadel. 1. — 9. mddtmispaeval oli proovide
loksutusjargne ooteaeg enne analltsimist 2 tundi kuni 1 06péev, hilisematel proovidel oli
loksutusjargne ooteaeg enne anallitisimist véhemalt 2 66pdeva. Kuna pikem loksutusjargne
ooteaeg on oluliselt parandanud tulemuste péevasisest kokkulangevust, siis on vdimalik, et
eelnevate mdotmiste kéigus polnud tasakaal tdielikult saabunud ja sellest tingituna oli
tulemuste korratavus madalate lisandi kontsentratsioonide korral kehvem. Suuremate lisandi
kontsentratsioonide korral oli tulemuste kokkulangevus erinevate mdGteseeriate vahel hea ka
siis, kui loksutusjargne ooteaeg enne proovi anallisimist oli vaid méned tunnid. See viitab
sellele, et suuremas kontsentratsioonis lisandid parandavad PrsN* jaotumise kineetikat ning
tasakaal saabub kiiremini.

Uksikute mddteseeriate siseselt oli naha, et madalate lisandi kontsentratsioonide korral ei jargi
mddtetulemused niivard regulaarset trendi, kui kérgematel lisandi kontsentratsioonidel. Kuna
erinevate  mdooteseeriate  vahel  langesid  kérgematel  lisandikontsentratsioonidel
mddtetulemused hasti kokku (kontsentratsioonidel 15 — 990 mM oli logPapp kogutud s, vaartus
0,023-0,046 Uhikut), siis oli enne kontrollkaardi koostamist keeruline kahtlustada, et proovides
pole tasakaal saabunud. Kirjanduses on valja toodud, et 30 minutit loksutamist on piisav
tasakaalu saabumiseks [1,31]. Seetdttu tekkis kahtlus, et madala lisandi kontsentratsiooni
korral tekib proovi loksutusjargselt kergemini mikroemulsioon, mis pdhjustab kehva tulemuste
korratavuse. Ka kordusmddtmised kinnitasid, et tulemuste korratavus oli kehvem madalamate
lisandi kontsentratsioonide korral v6i kui lisandit polnud lisatud. Madalamatel
kontsentratsioonidel (<15 mM) suurenes logPapp kogutud s, vdadrtus kontsentratsiooni
vahenedes ning oli maksimaalselt 0,12 thikut.

Kontrollkaardilt on n&ha, et hilisematel mddtmispéevadel, kui on kasutatud pikemat
loksutusjargset ooteaega, langevad mddtetulemused paremini kokku nii paevadesiseselt kui ka
paevadevaheliselt. Seetbttu vOib eeldada, et nendes proovides on tasakaal saabunud ning on
seetdttu lahemal tdesele vaartusele. PrsN*™ logPap védrtuse parima hinnangu leidmiseks
kontsentratsioonil 0,12 mM otsustati kasutada kaalutud aritmeetilist keskmist, kus kaalud
omistati vastavalt paevadesisese kaalutud standardhdlbe poordvaartusele. PraN*™ logPapp
kaalutud aritmeetilise keskmise véaartuseks on -1,43 ning see on toodud violetse katkendliku
joonega koikidel joonistel, kus on kujutatud lisandi mdju PraN* logPapp vaartusele kui PraN*
kontsentratsioon on 0,12 mM.

Lisaks tasakaalustumisele on veel faktoreid, mis vdivad pdhjustada logPapp vaartuste halbimist

just madalatel lisandite kontsentratsioonidel. Teatud ioonsed lisandid vodivad pdhjustada
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madalatel kontsentratsioonidel tugevat sissesoolamisefekti (peatikk 4.4.). See seab logPapp
vadrtuste uurimisel kasutatavate solventide puhtusele ranged nduded. Antud mddtmiste juures
kasutati Glipuhast MilliQ vett, mille puhtusparameetreid jalgiti, kuid sellest olenemata voib ka
ulipuhta MilliQ vee kvaliteet paevade 16ikes koikuda. Lisaks vGivad soovimatud lisandid
parineda ka laboritarvikutest ning kasutatavast oktanoolist. Mdlemasse solventi v3ib lahustuda
COz2, mis muudab uuritavat keskkonda happelisemaks — tekivad H* ioonid, mis logPapp vaartust

tugevalt mojutavad.

4.6. loonsete lisandite ja uuritava aine kombineeritud moju logPapp vaartusele
Peatiikis 4.3. oli ndha, et PrysN* kontsentratsioon avaldab madalatel kontsentratsioonidel
suhteliselt suurt mdju tema enda logPapp V&artusele ning peatiikis 4.4. oli ndha, et ka ioonsed
lisandid mojutavad PraN* logPapp vadrtust. Seetdttu uuriti, kuidas erinevatel PrsN*
kontsentratsioonidel avaldavad lisandid NaCl ja NH4Cl mdju PrsN* logPapp véartusele (joonis
6, a) NaCl ja b) NH4Cl, andmed on tabelis L4).

a)
) ©0,060 MM
10 NacCl ¢
_112 =]
. 14 \.. ‘ — s 0,12 mM

D_ﬂ:i

g -16 0,30 mM
-1,8
-2,0 0,72 mM

0 5 10 15 20 25 30 35
V Can [ v mM]
b) -11 ©0,060 MM
13 ' NH,CI -
! ~

0-§ _1’5 ﬁ. . b .0,12 mM

[=2) ] [ ]

g7 P o ’ ©0,30 MM
-1,9 $
2.1 0,72 mM

0 5 10 15 20 25 30 35
V Can [VMM]

Joonis 6. PraN* logPap, véértuse sbltuvus anioonide summaarse kontsentratsiooni ruutjuurest erinevate
lisandite, NaCl ja NH4ClI, korral. Varieeriti ka PraNCI kontsentratsiooni, mille konstantne véartus erinevate
seeriate korral on toodud legendis.

Kui lisandiks on NH4Cl, siis madalaima uuritud PrsNCI kontsentratsiooni (0,060 mM) korral
toimub lisandi lisamisel sissesoolamine veefaasi ulatuslikumalt kui kdrgeima uuritud PrsNCI
kontsentratsiooni (0,72 mM) korral. Esimesel juhul esineb suurim sissesoolamisefekt 0,43
uhikut (vorreldes lisandita logPapp véartusega), kui NH4ClI on lisatud 15 mM, teisel juhul on

suurim sissesoolamisefekt 0,10 Uhikut, kui NH4Cl on lisatud 4,2 mM.
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Sarnaselt PrsaN™ioonile on ka NH4" véikse laengutihedusega kaotroopne ioon [25] ning seetdttu
soodustab see vaikse kontsentratsiooni korral PrsN* solvatatsiooni veefaasis. Samas NH4* vdib
hidrollusi kaigus tekitada kergelt happelise keskkonna ning nagu jooniselt 4 ¢ néha, on
véikestes kontsentratsioonides H* ioonil tugev sissesoolav mdju.

NaCl korral pole tulemuste korratavus madalatel lisandi kontsentratsioonidel niivérd hea kui
NH4Cl korral. Seetdttu ei saa madalamatel NaCl kontsetratsioonidel teha rangeid jéareldusi
lisandi lisamise m&ju kohta PrsN™ jaotumisele. 0,060 mM PrsNCI kontsentratsiooni korral on
naha, et ka 15 mM NaCl lisandi puhul esineb PrsN* sissesoolamisefekt 0,21 UGhikut.
0,72 mM PrsNCI kontsentratsiooni korral pole madalatel NaCl kontsentratsioonidel kehva
tulemuste korratavuse tottu voimalik kindlaks teha, kas sissesoolamisefekt esineb. Kuid kui see
esineb, siis ei saa see efekt olla eriti suur. Saab teha jarelduse, et ka NaCl kontsentratsioonist
tingitud sissesoolamisefekt véheneb PrsNCI kontsentratsiooni suurenedes.

0,060 mM ja 0,12 mM PrsNCI korral on néha sissesoolamisefekti, kui proovis esineb vaikeses
koguses NaCl. Na* ioon korral pole see efekt nii suur, kui NH4" iooni korral ning kdige suurem
efekt sissesoolamisele esines RsN* ioonide korral. Sellest vGib jareldada, et katioonidest
tingitud sissesoolamisefekt on seotud katioonide laengutihedusega — mida kaotroopsem on
katioon, seda suurem on sissesoolamisefekt. Kuna ka H" korral esineb ulatuslik
sissesoolamisefekt, siis vBib pustitada hipoteesi, et H™ esineb madalatel kontsentratsioonidel
lahuses suure kaotroopse ksusena, mis vajab edasiuurimist.

Joonisel 4 on nédha kerget sissesoolamisefekti praktiliselt kdigi lisandite korral, mistottu voib
jareldada, et enamikel sooladel on véikses kontsentratsioonis stabiliseeriv efekt PraN*
solvatatsioonile veefaasis. Kuivord see stabiliseeriv efekt avaldub, oleneb uuritava thendi
kontsentratsioonist, kuna ka uuritav tihend avaldab sarnast moju.

Joonisel 6 on ndha sarnaselt joonisele 2, et mida suurem on PrsNCI kontsentratsioon
mdotmisseerias, seda negatiivsem on logPapp Vaértus madalatel lisandi kontsentratsioonidel voi
kui lisandit pole dldse lisatud. Seega madalatel lisandi kontsentratsioonidel on PraN* logPapp
vadrus mojutatud pigem PrsNCI kontsentratsioonist. Kérgematel lisandi kontsentratsioonidel
(alates 100 mM ehk joonisel 10 vVmM), kuid erinevatel PrsNCI kontsentratsioonidel, langevad
PrsN*logPapp vaartused erinevate seeriate vahel suhteliselt hasti kokku. Seega péarinevad mdjud
PraN* logPapp vdértustele kahest erinevast faktorist: aine kontsentratsioon ja lisandi
kontsentratsioon. Olenevalt faktorite panusest saab teostatud mddtmised liigitada kolme

piirkonda, kus esinevad erinevad mdjud: 1) vaadeldava aine kontsentratsiooni mdju tema
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logPapp Véértusele; 2) vaadeldava aine ja lisandi kombineeritud mdju vaadeldava aine logPapp
vaéartusele; 3) lisandi domineeriv mdju vaadeldava aine logPapp Véértusele.

Esimest mdju vaatasime lahemalt peatiikis 4.3. ning see on vaadeldav ainult juhul, kui proovis
lisaks uuritavale ainele teisi lisandeid ei esine. Teine mdju ilmneb juhul, kui lisaks uuritavale
ainele on proovi lisatud véhesel maaral ka lisandit (kuni 200 mM). See mdjupiirkond on k&ige
keerulisemalt mdistetav, kuna PraN* logPapp vaartust mdjutavad erineva panusega nii uuritava
aine kontsentratsioon, kui ka lisandi kontsentratsioon. Kolmas mdju ilmneb juhul, kui lisandit
on tle 100 mM. Sellisel juhul on domineeriv panus PraN* logPapp vadrtusele tingitud lisandi
kontsentratsioonist ja ei ole vahet, milline on uuritava aine kontsentratsioon, kuna see on lisandi

korval tihiselt vaike.

4.7. Lisandite mdju tasakaalulisele vee sisaldusele oktanoolis
PraN* jaotumisel pdhjustasid HCI ja HNOs; madalatel lisandi kontsentratsioonidel tugevat
sissesoolamisefekti (joonis 4 c). HCI korral oli sissesoolamisefekt suurem. Kdrgematel lisandi
kontsentratsioonidel, kus ilmnes véljasoolamine, olid HCI korral PraN* logPapp véartused
pusivalt vdiksemad. Antud néhtuse kirjeldamiseks uuriti, kuidas HCI ja HNO3z mdjutavad
lisandina veesisaldust veega tasakaalulises oktanoolifaasis ja vorreldi soolade NaCl ja NH4Cl
mdjuga veesisaldusele, et ndha, kas jaotumiskéditumine vdib olla seotud vee tasakaalulise

sisaldusega oktanoolifaasis. Tulemused on toodud joonisel 7 ja andmed on tabelis L5.
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Joonis 7. Tasakaaluline veesisaldus oktanoolis sdltuvalt lisandi kontsentratsiooni ruutjuurest veefaasis.

Tasakaaluline veesisalduse uurimine oktanoolis annab aimu, kas logPapp Vvaartuse muutus
lisandite olemasolul v6ib olla tingitud veesisalduse muutusest veefaasiga tasakaalulises
oktanoolis. Kui oktanoolis suureneks polaarsete vesiniksidet andvate veemolekulide hulk, siis
vOiks arvata, et see tingib PrsN* katiooni parema solvatatsiooni oktanoolifaasis. Kuid nagu
joonisel 7 naha, siis tulemused olid vastupidised. Suurematel lisandi kontsentratsioonidel, kus
PraN™ logPapp vaartus on suurem, on veesisaldus oktanoolis pigem madalam. Madalamatel

lisandi kontsentratsioonidel, kus hapete ja NH4Cl korral esines PraN* logPap, vaartuse
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miinimum, pole olulist muutust oktanooli veesisalduses naha. Seetdttu saab 6elda, et uuritud
piirkonnas puudub oktanooli veesisaldusel mdju PraN* logPapp vaartusele. See laheb kokku ka
Carr’i jt [8] tulemustega, et oktanooli veesisaldusel puudub oluline efekt oktanooli
solvatatsiooniomadustele.

Kdrgematel lisandi kontsentratsioonidel v6ib tasakaalulise veesisalduse véhenemine
oktanoolis olla tingitud sellest, et lisandist tulenevad ioonid on p&hiliselt lahustunud veefaasi,
kus korgest ioonide kontsentratsioonist tingituna osaleb suur osa veest ioonide solvateerimises.
Kui 1oonide kontsentratsiooni veefaasis taiendavalt tdsta, siis on osa oktanoolifaasis olevast
veest sunnitud veefaasi Umber jaotuma. Teisalt on ioonid iha enam sunnitud Umber jaotuma
oktanoolifaasi, kuna veefaasis on vaba vee defitsiidi tdttu solvatatsioon raskendatud. See

seletab ka, miks kdrgematel lisandi kontsentratsioonidel esineb véljasoolamisefekt.

4.8. Anioonide tasakaaluline sisaldus oktanoolis

HCI ja HNOz korral uuriti, kui suures ulatuses jaotub vastav anioon oktanoolifaasi. Tulemused
on toodud joonisel 8 ja andmed tabelis L6.

NOs" sisaldavate lisandite korral on PraN* logPapp vaartused suuremad kui sama katiooni, kuid
CI iooni sisaldavate lisandite korral. Seda n&htust vGib aidata kirjeldada anioonide
tasakaalulise kontsentratsiooni uurimine oktanoolis, sest mida suurem on PrsN* vastasioonide
hulk oktanoolis, seda enam vdib PrsN* jaotumine oktanooli olla soodustatud labi
ioonpaardumise.

Lisandist tulenevate anioonide tasakaalulised kontsentratsioonid oktanoolis jalgivad PraN*
logPapp Véartustega sarnast trendi. Selgub, et ka anioonide jaotumine oktanooli faasi suureneb
ioonse lisandi kontsentratsiooni suurenedes. Seetdttu vaatleme ka anioonide tasakaalulist

kontsentratsiooni oktanoolis logaritmilises skaalas sarnaselt logPapp Véértustele.
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Joonis 8. Kloriidiooni ja nitraatiooni tasakaaluline kontsentratsioon oktanoolis Co(anioon) (logaritmilises
skaalas) sOltuvalt lisandi kontsentratsiooni ruutjuurest veefaasis. Lisanditeks kasutati HCI ja HNO3, mille
téhistused on toodud legendis.
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Vorreldavatel lisandi kontsentratsioonidel jaotus NOz  iooni oktanoolifaasi umbes poole
rohkem kui CI iooni. Tendents, et NO3™ ioon jaotub oktanooli paremini, seletab ka miks PraN*
logPapp Vaartus on NOgz™ ioone sisaldavate lisandite korral suurem kui CI™ ioone sisaldavate
lisandite korral. Kuna NOs" ioonid jaotuvad meelsamini oktanooli, siis on ka PrsN™ ioonide
jaotumine oktanooli soodustatud, kuna oktanoolis on enam vastaslaenguga ioone, mis saavad

PraN* ioonide solvatatsiooni oktanoolis soodustada labi ioonpaardumise.

4.9. Eksperimentaalsete tulemuste sobitamine matemaatiliste mudelitega
Tavapéraselt kirjeldatakse sisse- ja véljasoolamisefekti valemiga 9, mis viitab, et uuritava aine
lahustuvuse logaritmi suhe puhtas vees ja soolalahuses on lineaarses sdltuvuses soola
kontsentratsioonist lahuses. logPapp Vaértus oleneb nii uuritava aine kontsentratsioonist kui ka
ioonse lisandi kontsentratsioonist, kuid siinkohal pole need séltuvused kindlasti mitte
lineaarsed. logPapp vadrtuseid uurides selgus, et kdige mdistlikum on tulemusi graafiliselt
kujutada selliselt, et x-teljel on ruutjuur kontsentratsioonist. Sarnane ruutjuurséltuvus esineb
ka Debye-Hiickel’i varrandis ja selle vorrandi laiendustes, mis Kirjeldavad elektrolitdilahuse
keskmise aktiivsuskoefitsiendi s6ltuvust ioonsest joust (I) ning viitavad elektrolutdilahuste
mitteideaalsele kaitumisele [32]. Analoogi tottu kasutatakse ka selles t06s matemaatiliste
mudelite koostamisel ioonset joéudu, mis on 1:1 elektrolultide korral kontsentratsiooniga
vordne.

Kui vaadata joonisel 4 lisandite NaCl, KCI, MgClz, NaNOz ja NaOH mdju PrsN™ logPapp
vadrtustele, siis on see peaaegu lineaarne ja seda vdiks kirjeldada valemiga 14:

log P.pp = log P, + Kk - V1, (14)
kus logPapp véértus soltub lineaarselt lisandi ioonse jou ruutjuurest ning vabaliige log Py,
viitab logPapp vaartusele, kus pole lisandit lisatud. TAus k iseloomustab soolaefektide tugevust.
Siiski on selline valem liiga lihtsustatud ega kajasta madalatel lisandi kontsentratsioonidel
esinevat sissesoolamisefekti. Nagu joonisel 6 nédha, siis eelnimetatud sissesoolamisefekt on
seda suurem, mida vaiksem on PrsN* kontsentratsioon. Valem 14 v6ib hasti kehtida 0,30 mM
PraN* kontsentratsiooni korral, kui lisandiks on NaCl (joonis 6 a), kuid enamasti esineb siiski
nii-6elda esmane sissesoolamisefekt, mida matemaatiline mudel v8iks suuta arvestada. Valem
14 v6ib kehtida olukordades, kus lisandist tingitud efekte logPapp vaartusele ei vorrelda logPapp

vadrtustega, mis on saadud kasutades ulipuhast MilliQ vett, vaid hoopis tavalist kraanivett.
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Laiendatud Debye-Hiickel’i valemi pdhjal koostati sarnane vorrand 15:

AV
log Pypp = log Py, + 1+B-f/7 +C VI, (15)

kus parameetrid A ja B on vdrrandi sobitusparameetrid, mis vdimaldavad kirjeldada nii
madalatel kontsentratsioonidel toimuvaid sissesoolamisefekte, ning sobitusparameeter C
vBimaldab kirjeldada kdrgematel kontsentratsioonidel suhteliselt lineaarset suhet. Seda valemit
on vdimalik sobitada peaaegu kdigi eksperimentaalsete tulemustega, mis kirjeldavad lisandi
md&ju PraN™ logPapp vdértusele. Sobitatud vdrrandi jargi ennustatud tulemused on erinevate
lisandite korral toodud joonisel 9 ja sobitusparameetrid (A, B, C) koos R? véirtustega on toodud
tabelis L7. Vorrandi sobitamiseks kasutati Microsoft Excel programmi lisandmoodulit
,»Solver”. Tulemuste vorrandile 1dhendamiseks minimeeriti ennustatud ja eksperimentaalse
tulemuse erinevuste ruutude summat ning varieeriti parameetreid A, B, C. log Py, vaartuseks
kasutati koikide vorrandi sobituste korral lisandita mdddetud PrsN* kaalutud keskmist
(log Py, = -1,43).
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NaCl
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KCI
213 |
o MgC
8 -15 I
17 NH,CI
-1,9 HCI
2.1 HNO,
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Joonis 9. Lisandi ioonse jou ruudu m&ju PraN* logPapy vaértustele [C(PraN*) = 0,12 mM]. Joonisel on
esitatud valemiga 15 sobitatud vorrandite kujud legendis toodud lisandite korral. Violetse katkendliku
joonega on toodud PrsN* logPapp Véartuste pikaajaline kaalutud keskmine.

Uuritud lisandite korral kirjeldab valem 15 hasti uuritud soolade mdju PraN* logPapp
véértustele, kuid hapete (HCI ja HNOs3) korral ei suuda see valem lisandi mdju piisavalt hésti
kirjeldada, kuna peale sissesoolamisefekti maksimumi esinemist ei ole sdltuvus lisandi ioonse
jou ruutjuurest lineaarselahedane. Juhul kui soovitakse uurida aluselisi Ghendeid katioonsel
kujul, oleks kdige olulisem teada, kuidas happelised lisandid katioonse Uhendi jaotumist
mojutavad. SeetOttu oleks tulevikus mdistlik keskenduda happelistele lisanditele ja

interpreteerida nende mdju katioonsete ihendite jaotumisele.
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Valem 15 kirjeldab hésti ka RsN" ioonide logPap, vdértuste sdltuvust uuritava aine enda
ioonsest joust. Sellel juhul log Pa‘},p tahistab logPapp vaartust 1dpmata lahjadel tingimustel ning
selle véartus leitakse eksperimentaalsete andmete sobitamise teel vdrrandiga 15. VVGrrandiga
sobitatud tulemused on toodud joonisel 10 ja sobitusparameetrid (A, B, C) koos log Py, ning
R? vadrtustega on toodud tabelis L8. Kuna valem Kirjeldab histi eksperimentaalseid andmeid,
siis on valemit 15 sobilik kasutada RsN* ioonide eksperimentaalsete logPapy vaartuste
ekstrapoleerimiseks I6pmata lahja lahuse tingimustele.

Peatikis 4.6. selgus, et esineb ka lisandi ja uuritava aine vaheline koosmdju. Tulevikus oleks
maistlik leida matemaatiline interpretatsioon erinevate ioonsete U(hendite koosmoju

kirjeldamiseks.

1 — Bu,NOH
0 — Pr,NOH
o -1
S — Pr,NCl
- -2

5 Et,NCI

-4 Me,NCI

0 0,5 1 15 2
VI [VmM]

Joonis 10. Tetraalkiiilammooniumsoola ioonse jou ruudu mdju vastava RsN* iooni logPap, véértustele.
Joonisel on esitatud valemiga 15 sobitatud vGrrandite kujud legendis toodud tetraalkiiilammooniumsoolade
korral.

4.10. Tulemuste vordlus
Tods uuritud RsN* ioonidele leiti jaotuskoefitsientide vadrtused ka COSMOtherm
arvutusprogrammi abil®. Vordlusesse kaasame ka tulemused allikast [9], kus on RsN* ioonidele
leitud logP programmiga BioByte V4.0 (tahistatakse ClogP), Abrahami jt [10] logP*, valemiga
15 leitud logPa%p vadrtused ning peatikis 4.3. ruutvGrrandi abil ekstrapoleeritud logPapp

vaartused. Andmed vordlemiseks on toodud tabelis 1.

Tabel 1. R4sN* ioonide jaotuskoefitsientide vordlus.

Abraham jt BioByte |COSMOtherm| valem15 |ekstrapoleeritud
RsN* | logP*[10] ClogP [9] logP logPP%app logPapp
MeN*| 215 -4,86 1,46 221 -2,56
EtN* -1,18 -3,14 3,53 1,65 -1,74
PraN* 0,55 -1,02 594 -0.79 -0,90
BusN* 2,21 1,09 7,98 1,14 0,20

§ Kasutati varem optimeeritud struktuure [33]
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Tulemuste vordluse kaigus selgus, et kdik tulemused on omavahel heas korrelatsioonis, kuid
absoluutvaartuste poolest erinevad. See on tingitud asjaolust, et logP™ [10] vaartuste ja selles
t60s leitud ekstrapoleeritud logPapp VBi logPy),,, korral on kasutatud erinevaid lahendusi.
Ruutvorrand  eeldab, et eksperimentaalselt ~mdddetud punktidest madalamatel
kontsentratsioonidel allub R4sN* ioonide jaotumine sarnasele ruutséltuvusele nagu méddetud
kontsentratsioonidel. Ruutvdrrand aga ei suuda eksperimentaalseid andmeid terviklikult
kirjeldada, seetGttu oli regressioonil madalama kontsentratsiooniga punktidele antud suurem
kaal. Vorrand 15 kirjeldab eksperimentaalseid andmeid laiemas ulatuses, mistottu ei pea
madalama kontsentratsiooniga modtepunktidele suuremat kaalu omistama ja voib arvata, et
valem 15 kirjeldab tulemusi paremini ka 16pmata lahjadel tingimustel.

Sellegipoolest korreleeruvad teiste tulemustega kdige kehvemini log Pa%p vaartused (R? = 0,92
kuni 0,96; kui log Pa‘},p vaartused valja jatta, siis on erineval viisil saadud tulemuste R > 0,99).
Valemiga 15 saadud tulemuste korreleerimisel teiste meetoditega saadud tulemustega oli
hélbivaks BusN* log P,),, vaartus (halbimine suuremate véértuste suunas). Uuritud Ghenditest
soltub BusN* logPapp vaartus kdige tugevamini vastava aine kontsentratsioonist — seetdttu on
ka selle ekstrapoleerimine erinevate meetoditega koige ebatdpsem. Selleks, et valemi 15
ennustusvéimet veel parandada, tasuks tulevikus uurida, millistest keemilise Ghendi
omadustest sdltuvad vdrrandi sobitusparameetrid (A, B, C).

Arvutuslike meetodite korral aga puuduvad deskriptorid, mille abil oleks vdimalik ioonide
jaotumist piisavalt tdpselt ennustada [17] — see seletab ka, miks COSMOtherm programmi abil
saadud tulemused absoluutvéartuste poolest eksperimentaalsetest tulemustest oluliselt
erinevad. Arvutuslike tulemuste ning ekstrapoleeritud logPspp VAartuste vahel on hea
korrelatsioon, kuid tuleb silmas pidada, et see vdrdlus on teostatud nelja vaga sarnase ihendiga,

mistottu ei anna see olukorrast terviklikku ilevaadet.

35



KOKKUVOTE

To0 eesmérgiks oli uurida eksperimentaalseid véimalusi katioonsete (hendite lipofiilsuse
hindamiseks. Levinuim keemiliste Ghendite lipofiilsust kirjeldav mddde on logP véartus, mis
kirjeldab Ghendite jaotumist oktanooli ja vee vahel. Seda nahtust on aga kdillaltki vahe uuritud
katioonsete Uihendite korral.

T60 kaigus uuriti kaudse HPLC meetodi rakendatavust katioonide logP vaartuste hindamiseks.
Selgus, et see korrelatsioonimeetod on &&rmisel juhul rakendatav vaid véga sarnaste Uhendite
korral, kuna ioonide retentsioonil p6drdfaaskolonnis esinevad erinevad sekundaarsed
interaktsioonid, mis ei vBimalda HPLC sisteemil oktanool-vesi susteemi piisavalt hasti
jaljendada. Lisaks ei pruugi statsionaarse faasi tasakaaluline happelisus alkidlahelate vahel
olla piisav, et tagada aluseliste Uhendite jaotumist statsionaarsesse faasi katioonsel kujul.
Otsese loksutusmeetodi uurimisel teostati ligikaudu 400 logPapp vadrtuse modtmist. Selgus, et
RsN™ logPapp véértused sdltuvad isegi vdga madalatel kontsentratsioonidel uuritava aine
kontsentratsioonist — esineb sissesoolamisefekt. Seetbttu pakuti selles t60s vélja logPapp
vaartuste hindamiseks ekstrapoleerimise meetod. Ekstrapoleerimise meetod ennustab
katioonide logPapp Vvaartusi tingimustel, kus puuduvad interaktsioonid teiste lahustunud
ioonidega. Ekstrapoleerimiseks saab kasutada t6os valja toodud matemaatilisi l&henemisviise.
Ekstrapoleeritud tulemused korreleerusid hasti Kirjanduslike ja arvutuslike tulemustega.
Lisaks uuritava aine kontsentratsioonile olenesid katioonide logPapp Véartused ka lisandist ja
selle kontsentratsioonist. T60 kaigus uuriti, kuidas matemaatiliselt Kirjeldada lisandist voi
uuritava aine kontsentratsioonist tingitud md&ju logPap, vaartusele. Kui aga leida moodus
kombineeritud mdju kirjeldamiseks, saaks t66d edasi arendada aluseliste ihendite katioonsete
vormide lipofiilsuse hindamiseks. Lisaks oleks vaja tdpsemalt uurida oktanooli tasakaalulise
happelisuse néhtust, et osata eksperimentaalsete tingimuste valikuga tagada aluseliste hendite
jaotumine oktanooli katioonsel kujul.

Antud néhtuse uurimine véimaldab tulevikus paremini kirjeldada erinevaid ioonidega seotud
protsesse nagu elektropihustusionisatsioon, pdordfaaskromatograafia, elektroforeetilised

protsessid, ravimite passiivtransport jne.
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SUMMARY

Lipophilicity of cationic compounds: experimental approaches

Lipophilicity is compound’s property that provides information about its different properties
like reactivity, pharmacokinetics, biological activity etc. Lipophilicity is quantitatively
measured by the logarithm of partition coefficient logP, which describes compound’s ability
to partition between organic and water phases. This partitioning phenomenon is widely studied
in the case of neutral and ionisable compounds, but has achieved little attention when it comes
to compounds in their ionic form. As considerable amount of chemical processes take part
between ions and in ion-containing solutions, it is also important to understand ionic
compounds’ lipophilic properties.

The aim of this work was to explore experimental approaches to estimate cationic compounds’
lipophilicity. Therefore, compatibility of indirect HPLC method and direct shake-flask method
were studied to estimate cationic compounds’ lipophilicity.

It was found out that indirect HPLC method is applicable in only very limited scope. This is
because there are a lot of secondary effects that affect retention of cationic compounds.
Furthermore, acidity between alkyl chain of the stationary phase might not be sufficient to
ensure that basic compounds partition to stationary phase in cationic form.

To evaluate applicability of direct shake-flask method, approximately 400 logPapp values were
measured. It was found, that the behaviour of cationic compounds in octanol-water systems is
notably complex. RsN* logPapp values are strongly affected by solute-solute and solute-additive
interactions even in very low concentrations. In order to achieve reasonable estimates of
lipophilicity, it is necessary to extrapolate the results using relevant mathematical approaches.
It was studied how to separately describe cationic solute and additive effects on R4aN* logPapp
values mathematically, but there was also combined effect of solute and additive. If we could
mathematically describe this combined effect, then this method could be developed further to
estimate lipophilicity of basic compounds in cationic form. Also, equilibrium acidity
phenomenon of octanol phase should be further studied to know how to choose experimental
condition for evaluating basic compounds’ lipophilicity.

Research of this phenomenon enables better description of different processes where ions are
involved, like electrospray ionisation, reversed phase chromatography, electrophoretic

processes, passive drug transport etc.
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Joonis L1. Aniliini ja 4-nitroaniliini spektrid. Vasakul on erinevate happeliste vesilahustega tasakaalustunud
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vastavate ainete neutraalse ja katioonse vormi spekter.
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ANDMETE TABELID

Tabel L1. Kaudse HPLC meetodi rakendamisel kasutatud thendid, retentsiooniaegade tuvastamiseks
kasutatud molekulaarioonide m/z vaértused, Abrahami poolt [10] katioonidele omistatud logP* véaartused
ning kirjanduslikud neutraalsetele vormidele vastavad logP" vaartused, kirjandusest leitud pK, vaartused

ning eksperimentaalselt leitud ekstrapoleeritud mahtuvusfaktorid logkuw.

nr | Aine m/z logP* logP pKa logkw
1 |tetrametiidlammoonium 74 -2,15% - 29,9° -1,03"
2 |tetraetiillammoonium 130 -1,18% - 33,9° -0,22
3 |tetrapropliulammoonium 186 0,552 - 32,6° 1,32
4 |tetrabutiiilammoonium 242 2,272 - 34,4° 3,73
5 | etiiiilamiin 46 -3,14° -0,13° 10,6° -0,86
6 |dietliilamiin 74 -1,992 0,582 10,7° -0,62
7 |triethtlamiin 102 -1,502 1,452 10,7° -0,31
8 |aniliin 94 0,282 0,902 4,6° -0,09
9 |4-nitroaniliin 139 0,072 1,392 1,0° 1,83
10 | imidasool 69 -3,122 -0,082 7,1°¢ -0,76
11 | bensimidasool 119 -2,84%2 1,322 56°¢ 0,58
12 | piridiin 80 -2,612 0,652 5,3° -0,53
13 | piperidiin 86 -2,902 0,842 11,1° -0,35

aviide [10], ® viide [33], ¢ viide [34], " logk vaartus, kui mobiilfaasi koostis on 98% vesi.
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Tabel L2. R4N* ioonide logPapp vadrtuste sdltuvus vastava aine kontsentratsioonist C. PrsNCI ja PraNOH
korral on esitatud n mddtmise aritmeetiline keskmine logPasp, Vvéértus, mille aritmeetiliste keskmiste
standardhalbed jaid vahemikku 0,03-0,26 Uhikut.

MesNCl EtzNCI BusNOH
C(II\:/Irﬁzll\zl]Cl) logPapp C([Ent14I\|>lI]C|) logPapp C(B[lrﬁll\\l/l?H) logPapp
0,20 -2,94 0,015 -1,92 0,020 -0,36
0,37 -3,02 0,031 -1,95 0,039 -0,62
0,73 -3,26 0,064 -2,15 0,077 -0,93
1,5 -3,42 0,13 -2,24 0,15 -1,15
2,9 -3,40 0,26 -2,38 0,31 -1,44
5,9 -3,63 0,51 -2,52 0,62 -1,71
8,9 -3,62 0,89 -2,66 1,2 -1,98
- - 1,8 -2,84 - -
- - 3,6 -2,96 - -
- - 5,4 3,03 - i
PraNCI PraNOH
C([Pnrﬁufl) logPapp n C(|:I>:rrr4]||:|/|(])H) logPapp n
0,030 -1,16 1 0,030 -1,13 1
0,061 -1,31 2 0,061 -1,48 3
0,12 -1,76 1 0,12 -1,64 3
0,18 -1,65 2 0,18 -1,65 3
0,54 -1,97 2 0,55 -1,96 3
0,72 -2,12 1 0,74 -2,01 3
1,6 -2,11 2 1,7 -2,28 3
4,9 -2,74 1 5,0 -2,43 3
15 -2,32 2 15 -2,30 3
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Tabel L3. PraN* logPap, Vaartus olenevalt summaarsest anioonide kontsentratsioonist Can ja selle ruutjuurest ./ C,,. Tabelis toodud PraN* logPap, Vaartus on n mdétmise
aritmeetiline keskmine, lisaks on esitatud vastavate médtmiste aritmeetilise keskmise standardhalve s,. PrsNCI v6i PraNOH kontsentratsioon oli 0,12 mM.

NaCl KCI MgCl: NH4CI
Can [MM] | \/Can [VmM]|  lOgPapp sn |n|  logPapp s |n| logPapp sn |n| logPapp Sn | N
0,12 0,35 -1,46 0,06 |5 -1,39 0,04 |7 -1,39 0,04 |7 -1,34 001 |6
0,18 0,43 -1,62 0,08 |3 -1,49 0,18 |2 -1,61 0,12 |2 -1,39 0,00 | 2
0,55 0,74 -1,59 0,13 |3 -1,51 0,11 |2 -1,62 0,10 |2 -1,45 001 |2
1,6 1,3 -1,54 0,07 |3 -1,55 0,09 |2 -1,60 0,06 |2 -1,50 001 2
4,9 2,2 -1,58 0,06 |3 -1,52 0,05 |2 -1,58 0,03 |2 -1,61 001 2
15 3,9 -1,52 0,02 |3 -1,49 0,02 |2 -1,51 0,02 |2 -1,70 0,00 | 2
50 7,1 -1,44 0,02 |3 -1,46 0,05 |2 -1,37 0,04 |2 -1,68 0,02 | 2
100 10 -1,44 0,03 |2 -1,40 0,05 |2 -1,24 0,02 |2 -1,64 0,00 | 2
250 16 -1,28 0,03 |3 -1,33 0,07 |2 - - - -1,47 0,00 | 2
500 22 -1,17 0,05 |3 -1,20 0,06 |2 - - - -1,38 0,00 | 2
990 31 -0,96 0,04 |3 -1,01 0,06 |2 - - - -1,19 001 |2
NaOH NaNO3 HNO3 HC
Can [MM] | /Can [VMM] logPapp sn |n|  logPapp sn |n|  logPapp sn |n| logPapp S | N
0,12 0,35 -1,53 0,10 |5 -1,50 0,07 |6 -1,36 0,02 |6 -1,53 0,12 |14
0,18 0,43 -1,50 0,13 |2 -1,46 0,15 |2 -1,36 0,02 |2 -1,59 0,11 | 3
0,55 0,74 -1,51 0,08 |2 -1,44 0,14 |2 -1,93 0,02 |2 -2,35 0,16 | 3
1,6 1,3 -1,55 0,08 |2 -1,46 0,16 |2 -2,18 0,00 |2 -2,33 0,15 | 2
49 2,2 -1,50 0,07 |2 -1,47 0,10 |2 -2,00 0,01 |2 -2,36 0,09 | 2
15 3,9 -1,48 0,05 |2 -1,43 0,09 |2 -1,79 0,01 |2 -2,17 0,07 | 3
50 7,1 -1,46 0,03 |2 -1,26 0,03 |2 -1,56 0,01 |2 -1,99 0,04 | 3
100 10 -1,39 0,02 |2 -1,21 0,00 |2 -1,42 0,00 |2 -1,85 0,01 | 3
250 16 -1,22 0,01 |2 -1,05 0,01 |2 -1,22 0,00 |2 -1,62 0,01 | 3
500 22 -1,05 0,02 |2 -0,97 0,01 |2 -1,11 0,01 |2 -1,48 0,02 | 3
990 31 -0,71 0,06 |2 -0,77 0,00 |2 -0,90 0,03 |2 -1,34 0,02 | 3
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Tabel L4. Lisandi ja PrsNCI kontsentratsioonide kombineeritud m&ju PraN* logPapp vaartustele. Tabelis on
toodud vastav lisand, PrsNCI konstantne kontsentratsioon modtmisseerias, anioonide summaarne
kontsentratsioon proovis (uuritavast ainest ning lisandist) ning vastava proovi logPapp, Vaartus.

NacCl

NacCl

NacCl

0,0600 mM PrsNCI

0,300 mM PrsNCI

0,720 mM PrsNCI

Can [MM] logPapp Can [MM] logPapp Can [MM] logPapp
0,060 -1,27 0,30 -1,72 0,72 -1,92
0,18 -1,30 0,42 -1,73 0,84 -1,82
0,30 -1,39 0,54 -1,71 0,96 -1,89
0,43 -1,33 0,73 -1,78 1,2 -1,94
0,55 -1,35 11 -1,66 1,6 -1,85
0,73 -1,44 1,6 -1,77 4,9 -1,81

1,6 -1,41 4,9 -1,71 15 -1,72
4,9 -1,44 15 -1,71 51 -1,58
15 -1,48 50 -1,56 100 -1,47
50 -1,45 100 -1,52 250 -1,34
100 -1,46 250 -1,42 500 -1,20
250 -1,34 500 -1,26 950 -0,99
500 -1,24 980 -1,03 - -
960 -1,05 - - - -
NH4ClI NH4ClI NH4CI
0,0600 MM PraNCI 0,300 mM PraNCI 0,720 mM PrsNCI

Can [MM] logPapp Can [MM] logPapp Can [MM] logPapp
0,060 -1,28 0,30 -1,66 0,72 -1,93
0,18 -1,36 0,42 -1,67 0,84 -1,86
0,30 -1,47 0,54 -1,79 0,96 -1,90
0,43 -1,46 0,73 -1,78 1,2 -1,98
0,55 -1,32 11 -1,69 1,6 -2,02
0,73 -1,52 1,6 -1,71 4,9 -2,03

1,6 -1,51 4,9 -1,82 15 -1,92
4,9 -1,60 15 -1,85 51 -1,75
15 -1,71 50 -1,75 100 -1,70
50 -1,65 100 -1,70 250 -1,54
100 -1,64 250 -1,51 500 -1,41
250 -1,49 500 -1,41 950 -1,25
500 -1,38 980 -1,22 - -

960 -1,24 - - - -
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Tabel L5. Veesisaldus oktanoolis Co(H20) olenevalt lisandist ja lisandi algsest kontsentratsioonist veefaasis
C(lisand). Tabelis toodud veesisaldus on n mddtmise aritmeetiline keskmine, lisaks on esitatud vastavate

mdaotmiste aritmeetilise keskmise standardhéalve s.

HCI HNO3
C(lisand) | Co(H20) s | n C(lisand) | Co(H20) s | n
[mM] [Ppm] [mM] [Ppm]

1000 45229 | 495 3 1000 47910 (100| 3
500 46500 |140| 3 500 46840 (190| 3
250 47497 | 82 | 3 250 46940 |240| 3
100 47770 |150 | 3 100 47800 [100| 3

50 48640 | 750 3 50 47550 [120| 3

10 49670 | 870 3 15 47901 12 | 3

1,0 47830 |390| 3 5,0 48110 [140] 3

- - - |- 15 47760 [150| 3
Lisandita 48030 | 100 |10 0,50 48050 |180| 3

NH4Cl NaCl
C(lisand) | Co(H20) s | n C(lisand) | Co(H20) s | n
[mM] [Ppm] [mM] [Ppm]

1000 43090 (310 2 1000 42794 27 | 2
500 45473 16 | 2 500 45350 [130| 2
250 46700 |220| 2 250 46540 [290| 2
100 47413 20 | 2 100 47507 79| 2

50 47417 47 | 2 50 47604 53| 2
15 47540 120 2 15 47854 28 | 2
5,0 47584,41 (0,40| 2 5,0 47643,1 |56 | 2
1,5 47648 38 | 2 15 47870 [100| 2
0,50 47690 | 140 2 0,50 47643 | 95| 2

Tabel L6. Anioonide tasakaaluline kontsentratsioon oktanoolis Co(Cl) ja Co(NO3") olenevalt lisandist ja
lisandi algsest kontsentratsioonist veefaasis C(lisand). Tabelis toodud anioonide tasakaaluline
kontsentratsioon on n m&dtmise aritmeetiline keskmine, lisaks on esitatud vastavate mdotmiste aritmeetilise

keskmise standardhalve sp.

HCI HNO3
C(lisand) Co(CI") s |n C(lisand) | Co(NO3) s In
[mMM] [mM] [mM] [mM]
1000 57,4 32 |3 1000 128 11 |3
500 16,5 1,3 |3 500 40,0 10 |3
250 7,82 0,18 |3 250 14,58 0,14 |3
100 1,75 0,22 |6 100 3,100 0,021 |3
50 0,482 0,015 |3 50 1,234 0,015 |3
10 0,081 0,041 |3 10 0,0918 | 0,0049 |3
- - - - 1,0 0,030 0,010 |3

46




Tabel L7. Lisandi kontsentratsiooni mdju PrsN* logPapp vadrtusele. Tabelis on toodud sobitusparameetrid
(A, B ja C), mis on saadud eksperimentaalsete andmete sobitamisel vBrrandiga 15. Tabelis on esitatud ka
vastavad R? vaartused. PrsN* kontsentratsioon kdikide mddtmiste korral oli 0,12 mM. logPC%y, vaartusena
kasutati PrsN* kaalutud keskmist logPapp vaértust proovidel, kuhu polnud lisandit lisatud.

Lisand | A [mM5] | B [mMM©5] | C [MM%] | logPC%pp R?
NaCl -0,503 2,11 0,0226 -1,43 0,946
KCI -0,398 2,26 0,0184 -1,43 0,990

MqgCl; -2,17 11,0 0,0353 -1,43 0,992

NH4CI -0,159 0,239 0,0268 -1,43 0,907

NaOH -0,241 0,894 0,0298 -1,43 0,973

NaNO3 -1,01 20,7 0,0232 -1,43 0,996

HNO3 -1,37 2,11 0,0432 -1,43 0,770
HCI -3,79 3,90 0,0385 -1,43 0,806

Tabel L8. Tetraalkiiilammooniumsoola kontsentratsiooni mdju vastava RsN* iooni logPqp Vvééartusele.
Tabelis on toodud sobitusparameetrid (A, B ja C) ja logP%pp vaartused, mis on saadud eksperimentaalsete
andmete sobitamisel vorrandiga 15. Tabelis on esitatud ka vastavad R? vaartused.

RsN* | A[MMO5] | B [mMM05] | C [MM05] | logPPapp R?
MesNClI -2,68 1,37 0,0514 -2,21 0,962
EtsNCI -2,38 1,26 0,0121 -1,65 0,997
PrsNCI -2,82 0,525 0,553 -0,89 0,919
PrsNOH -4,03 1,45 0,192 -0,69 0,979
BusNOH -19,8 6,78 -0,491 1,14 0,999
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INFOLEHT

Katioonsete tihendite lipofiilsuse hindamine: eksperimentaalsed voimalused

Keemilise Uhendi lipofiilsus on omadus, mis annab infot Uhendi bioloogiliste,
farmakokineetiliste jt omaduste kohta. Kvantitatiivselt kirjeldab seda jaotuskoefitsiendi
logaritm (logP), mis kajastab tGihendite omadust jaotuda orgaanilise faasi ja vesilahuse vahel.
Sellist jaotumisnadhtust on kullaltki véhe uuritud ioonsete thendite korral. T66 eesmark oli
uurida eksperimentaalseid véimalusi katioonsete ihendite lipofiilsuse hindamiseks. Selgus, et
katioonsete ihendite k&itumine mitmefaasilistes stisteemides on erakordselt kompleksne isegi
vaga madalatel kontsentratsioonidel. Selleks, et soluut-soluut ja soluut-lisand interaktsioone
kdrvaldada on vaja tulemusi ekstrapoleerida 16pmata lahja lahuse tingimustele kasutades
sobivaid matemaatilisi Iahenemisviise.

Marksdnad: logP, jaotuskoefitsient, lipofiilsus, katioonid, tetraalkiiilammoonium,
sissesoolamine, véljasoolamine, oktanool.

CERCS kood: P300 — analtiutiline keemia

Lipophilicity of cationic compounds: experimental approaches

Lipophilicity is compound’s property that provides information about its biological,
pharmacokinetical etc. properties. It is expressed quantitatively by the logarithm of partition
coefficient (logP), which describes compounds’ ability to partition between organic and water
phases. Such phenomenon has achieved little attention when it comes to compounds in their
ionic form. The aim of this work was to explore experimental approaches to estimate cationic
compounds’ lipophilicity. It was found, that the behaviour of cationic compounds in biphasic
systems is notably complex even in very low concentrations. To achieve reasonable estimates
of lipophilicity, it is necessary to extrapolate the results using relevant mathematical
approaches.

Keywords: logP, partition coefficient, lipophilicity, cations, tetraalkylammonium, salting-in,
salting-out, octanol.

CERCS code: P300 — analytical chemistry
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