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INFOLEHT

Monede indikaatorainete happe-aluse omaduste maaramine atsetonitriilis

Ainete happe-aluselisi omadusi kirjeldab nende pKa vaartus, mis soltub konkreetset lahustist.
Kéesolevas uurimistoos leiti 9 katioonse happe pKa vaartusi atsetonitriili keskkonnas
suhtelisel UV/Vis-spektrofotomeetria meetodil. Uuritud ainete pKa vééartused varieeruvad
vahemikus 23.9 kuni 30.3 ning nende spektraalsed omadused UV/Vis spektrialas on véga
sobivad pKa vaartuste mootmiseks ja voimaldavad neid kasutada referentsainetena edasistel

pKa véértuste madramistel samal meetodil.
Marksonad: pKa, tugevad alused, UV/Vis-spektrofotomeetria, atsetonitriil

CERCS:P400

Measuring the acidic-basic properties of certain indicator substances

The acidic-basic properties of substances are described by their pKa value, which is
determined by the solvent. In this thesis the pKa values of 9 cationic acids were found in
acetonitrile using the relative UV/Vis-spectrophotometrical method. The pKa values of these
compounds varied between the values 23.9 and 30.3 and their spectral properties in the
UV/Vis wavelenght range grant them to be used as reference substances for measuring

further pKa values using the same method.
Keywords: pKa, strong bases, UV/Vis-spectrophotometry, acetonitrile
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Kasutatud luhendid

A - fotomeetriline neelduvus lainepikkusel A

a - aktiivsus

a - dissotsiatsioonimaar

f - aktiivsuskoefitsient

Z - laeng

Ka - dissotsiatsioonikonstant

pPKa - dissotsiatsioonikonstandi negatiivne kiimnendlogaritm -log(Ka)
uv - ultraviolett

Vis - nédhtav

NMR - tuumamagnetresonantsspektroskoopia
&r - dilelektriline konstant

pPKauto - autoprotolliisikonstant



1. Sissejuhatus

Ainete Uhed olulisemad omadused on nende happelisus ja/vdi aluselisus. Need mdojutavad
ainete kaitumist keemilistes reaktsioonides ning ainete kataldtilisi omadusi, samuti
méaaravad happe-aluselised tasakaalud ainete osalemise bioloogilistes protsessides. Ainete
happe-aluseliste omaduste teadmine on vajalik nende kasutamisel nii uuringutes kui ka

toostuses.

Ainete happelisust voi aluselisust on laialdaselt uuritud vesikeskkonnas, kus on ka pdhjalikult
kirjeldatud hape-alus omaduste seadusparasusi. Mittevesikeskkondades on ainete vastavad

omadused sageli oluliselt erinevad, ning reeglina sdltuvad konkreetsest keskkonnast.

Mittevesikeskkonnas happe-aluse omaduste uurimine osutub vajalikuks, kui vastavat ainet on
vaja kasutada mittevesikeskkonnas vdi kui vees pole vB8imalik aine happe-aluse omadusi
adekvaatselt uurida. Naiteks v@ib huvipakkuv aine olla 0litugevate hape-aluseliste
omadustega voi vees lahustumatu, samuti vbivad toimuda protsessid voi reaktsioonid, kus

aine happe voi alusena kéitub, ainult kindlas mittevesikeskkonnas.

Aine happeliste omaduste tugevust iseloomustab happelise dissotsiatsiooni konstant Ka, mis
valjendab aine dissotsieerumise ulatust. Enamasti on ainete vordlemiseks kasutusel suurus

pKa, mis on negatiivne kiimnendlogaritm dissotsiatsioonikonstandist.

Mittevesikeskkondades on hapete ja aluste tugevuste mddtmine raskendatud, sest neis
esinevad segavad faktorid nagu homokonjugatsioon ja ioonpaardumine. Mainitud probleemid
tekivad eeskatt juhul, kui lahusti on madala polaarsusega, sest mida madalama polaarsusega
on lahusti, seda tugevamini véljenduvad selles lahustunud ainete molekulide ja/vdi ioonide
vahelised vastastikmd@jud. Oluline on lisada, et peaaegu kdik mittevesilahustid on madalama

polaarsusega kui vesi.

Mittevesikeskkondades, sealhulgas atsetonitriilis, kus puudub selgelt valja kujunenud pH
skaala, on ainete happe-aluselisi omadusi otstarbekas modta vorreldes uuritavaid aineid
olemasolevate referentsainetega, mille pKa vaartused on usaldusvéarselt teada. Atsetonitriilis
on loodud ulatuslik aluseliste referentsainete pKa skaala, mis sisaldab tle 270 aine pKa
vaartuse alates 1,28 (PhsN) kuni 33,14 (Ph-CH=P(-NMe-CHz-CH>-)sN).? Tundmatu aine pKa
vadrtuse leidmiseks ei tohi selle pKa olla referentsaine pKa vaartusest liialt erinev. Seetdttu
peab see skaala olema piisavalt tihedalt ainetega tdidetud. Skaalas leidub piirkondi, mis ei ole
mugavateks ja usaldusvéarseteks modtmisteks piisavalt tihedalt téidetud. Lisaks on

probleemiks mitmete skaalal olevate ainete ebasobivad spektraalomadused, ebapiisav
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stabiilsus vdi halb kéttesaadavus. Seetbttu on vaja véljatootatud skaalat uute ainete lisamisega

taiendada ja seelébi selle kasutatavust parandada.

Uurimistdo katselises osas solvendina kasutatud atsetonitriil on happe-aluseliste omaduste
uurimiseks mitmete soodsate omadustega lahusti. Atsetonitriili keskkonnas on olemas
kooskdlaline aluselisuse skaala, mis on usaldusvéérne tooriist uute ainete pKa vaartuste
méaaramiseks atsetonitriilis. TO6 eesmargiks oli lisada olemasolevate referentsainete skaalale
uusi aineid, mille pK, on kindlaks mé&&ratud ning mis paiknevad skaalal vahemikes, kus
hetkel pole piisavalt referentsaineid vdi on need ebasobivate omadustega. Uued ained voiksid

olla véimalikult heade spektraalomadustega, lihtsad slinteesida ning keemiliselt stabiilsed.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1 Happe-aluse tasakaalud lahustes
Brensted-Lowry hapete teooria defineerib happeid kui prootoni doonoreid ning aluseid kui
prootoni aktseptoreid. Reaktsioonis happe HA ja aluse B vahel toimub prootoni ulekanne

happelt alusele®™:
HA +B S A + HB* 1)

Prootoni loovutanud happe anioon A~ on happe HA konjugeeritud vorm ning kéituks

vastassuunalises reaktsioonis prootoni aktseptori ehk alusena.

Prootoni ulekandumisel vdib eristada kaht protsessi — ionisatsioon ja dissotsiatsioon.
lonisatsiooni tasakaalu lahustis madravad peamiselt lahusti ioniseerivad omadused, mis
omakorda sOltuvad lahusti elektrondonoorsetest ja -aktseptoorsetest vOimetest.

Dissotsiatsiooni tasakaalu mairab peamiselt lahusti ja selle dissotsieeriv voime?>®,

Happelise dissotsiatsiooni korral pustitub solvendis S tasakaal lahustunud aine happelise ja

aluselise vormi vahel. Vastavas reaktsioonis kéaitub solvent alusena:
HB?'! + S < B? + SH* 2

Laenguarvu z véartus nditab tasakaalus osalevate ainete definitsioonid. Kui z = -1, on
virrandis HB?*! neutraalne hape ning B? sellele vastav anioonne konjugeeritud alus. Kui z =
0, on B? neutraalne alus, millele vastab selle konjugeeritud katioonne hape HB?'! SH*
valjendab protoneeritud lahusti molekuli, mille aktiivsus iseloomustab keskkonna
happelisust.

Vorrandis (2) ndidatud happe dissotsieerumise tasakaalu Kirjeldab happelise dissotsiatsiooni

konstant Ka:

a(SH™) - a(B%)

Ka = a(HBZ*1) ©)

kus vaartused a(B?) ja a(HB?') on aine happelise ja aluselise vormi aktiivsused ning a(SH*)
keskkonna aktiivus ehk keskkonna happelisus.

Dissotsiatsioonikonstantide  vaartused vdivad olenevalt ainetest erineda mitmete
suurusjarkude ulatuses. Seetdttu on praktikas mugavam Kkasutada Ka negatiivset

kiimnendlogaritmi, pKa vaartust:



a(SH*) - a(B?)
PKa =-log(Ka) =-log=— = (4)
Hape on seda tugevamate happeliste omadustega, mida madalam on selle pKa véaartus.
Vastavalt on tugevam alus aine, mille pKa vaartus on kdrgem. Selleks, et hapete ja aluste
tugevusi saaks omavahel vdrrelda, arvutatakse aluste pKa véartused neile vastavate

konjugeeritud katioonsete hapete kaudu.

Mittevesilahustes on solvateeritud prootoni aktiivsuse a(SH*) usaldusvaarne mddtmine
raskendatud ning modtmistel selle leidmist sageli valditakse. Selle asemel kasutatakse sageli
suhtelisi modtmismeetodeid ning mdootmisel leitakse kahe aluse vdi happe suhteline
aluselisus voi happelisus ApKa. Selleks uuritakse tasakaalu nende hapete/aluste ja nende

konjugeeritud vormide vahel:
HBf + B, < B; + HBJ (5)

Nende kahe aine happelisuste erinevust antud keskkonnas véljendab ApK,:

HBI)-a(B
ApK, = pK,(HBY) - pK,(HB3) = log% ©

2.2 Solvendi roll happe-aluse tasakaaludes
Lahusti mdjutab oluliselt ainete happe-aluseliste omaduste avaldumise madra. Peamised
vaartused solvendi rolli kirjeldamiseks happe-aluselistes tasakaaludes on dielektriline

labitavus ning autoprotoludsi konstant.

Dielektriline labitavus & kirjeldab solvendi polaarsust. Piisavalt kdrge dielektrilise labitavuse
vaartusega solvendid suudavad vahendada elektrostaatilisi joude ioonpaaride vahel, mis

vBimaldab vabade ioonide tekke lahusesse happe ja aluse vaheliste reaktsioonide vahel’.

Lahustil on sellele omane aluselisus ja happelisus, mille erinevust Kkirjeldab autoprotoltdsi
konstandi negatiivne kiimnendlogaritm pKauo. Lahusti autoprotolulsi Kirjeldab jargnev

tasakaal:
2SH = S~ + SH," (7
Autoprotollisi konstant on arvutatav valemist:
Kauto = a(S7) - a(SH3) (8)

PKauto = _log[a(s_) : a(SH;)]



Autoprotolliisi  konstant néitab solvendis usaldusvéarselt moddetavate pKa véartuste
vahemikku, néiteks vees on vodimalik usaldusvaarselt modota pKa vaartusi ligikaudu
vahemikus 0...14.

Lahusteid on vO@imalik liigitada aprotoonseteks ja amfiprotoonseteks vastavalt nende
dissotsieerumisele. Amfiprotoonsed lahustid dissotsieeruvad suuremal méaral ning neil on nii
aluselised kui ka happelised omadused. Aprotoonsed lahustid dissotsieeruvad vahemal

madral, nende pKauto Vairtus on suurem kui 20.28°

2.3 Keskkonnad happe-aluse tasakaalude maaramiseks

2.3.1 Vesi

Vesi on polaarne protoonne lahusti ning tks levinumaid keskkondi ainete happelis-aluseliste
tasakaalude uurimiseks. Vee kdrge polaarsus (er = 78,36) voimaldab selles lahustada paljusid
polaarseid aineid.? Vesinikioonide aktiivsust on voimalik maarata lihtsatel ja korratavatel

meetoditel tinu vesilahuste usaldusvéarsele pH skaalale®®.

Ainete happe-aluseliste tasakaalude vees uurimise peamisteks puudusteks on vee tugevad
happelised ja aluselised omadused (pKauto = 14,00), mis ei vOimalda selles mddta tugevaid
aluseid ja happeid, ning korge polaarsuse tottu raskendatud mittepolaarsete ainete

lahustamine.t!

2.3.2 Atsetonitriil

Atsetonitriil on norkade aluseliste omadusetega ja kullaltki kdrge polaarsusega aprotoonne
solvent. Tanu korgele dielektrilisele konstandi vaartusele (er = 35,94)'2 on vabade ioonide
tekkimine atsetonitriili lahuses soodustatud. Madal autoprotoliiiisi konstant annab
atsetonitriilile head diferentseerivad omadused (pKauto = 33,6)*2 ning véimaldab atsetonitriilis
mddta nii happeid kui aluseid. Norkade aluseliste omaduste t6ttu on atsetontriil sobiv
eelkdige keskmise tugevusega ja tugevate hapete ning nérkade ja keskmise tugevusega aluste
uurimiseks. Atsetonitriil on kattesaadav kdrge puhtusega ja on keemiliselt killaltki inertne.
Atsetonitriil sobib hasti spektrofotomeetrilisteks mddtmisteks, kuna neelab UV Kkiirgust alles

alla 190 nm seega jaab lahusti neeldumine tavaparasest méotmisalast valja.t*



2.3.3 Muud solvendid

Tetrahudrofuraan (THF) on aprotoonne ning madala aluselisuse ja dielektrilise konstandiga
(e=7.47)¥2. Madala polaarsuse tdttu  moodustuvad ioonpaarid juba  vaikestel
kontsentratsioonidel, mille t6ttu on selles solvendis ioonide uurimine raskendatud. THF on
suhteliselt kdrge aluselisusega ning struktuurselt pisiv ka tugevalt aluselises keskkonnas,

mistottu sobib see tugevate aluste uurimiseks.!! Selle autoprotoliiisikonstant pKauto = 34,7%°.

Dimetidlsulfoksiid (DMSO) on vdimeline lahustama nii polaarseid kui mittepolaarseid
aineid. See on heade diferentseerivate omadustega polaarne aprotoonne solvent?. Selles on
mdddetud laialdaselt pKa véirtusil®. DMSO neelab intensiivselt valgust kuni lainepikkuseni
268, mis takistab UV-Vis spektrofotomeetrilise meetodi kasutamist pKa maaramiseks. DMSO
sobib eelkdige tugevate aluste ja nérkade hapete uurimiseks oma aluseliste omaduste tottu.
DMSO autoprotoliiiisikonstant pKau = 33,3.1718

2.4 Meetodid ainete happeliste ja aluseliste omaduste maaramiseks lahustes
Ainete happelisuse maaramiseks on vilja tootatud rohkelt meetodeid'®. Laiemalt saab

uurimismeetodid jagada absoluutseteks ja suhtelisteks.

Absoluutsed meetodid to6tavad ilma referentsaineteta, dissotsiatsioonikonstant arvutatakse
lahuse pH vaartusest ja aine dissotsiatsioonimadarast. Absoluutsed meetodid annavad
tulemuseks vahetult happelisuse absoluutse véartuse. Seda vdimaldavad naiteks
potentsiomeetria, kapillareletroforees, korgefektiivse vedelikkromatograafia meetod ja

konduktromeetria.1%2

Suhtelised meetodid vdimaldavad happelisuse méaarata mone referentsaine suhtes. Leitakse
kahe lahuses oleva aine, uuritava aine ja referentsaine, dissotsiatsioonimadrad ning
arvutatakse ainete pKa vaartuste erinevus. Ka suhtelised meetodid annavad tulemuseks
absoluutse pKa vaartuse. Suhteliselt on happelisust vdimalik mdodta kasutades naiteks
spektrofotomeetriat, tuumamagnetresonantsspektroskoopiat ning kapillaarelektroforeesi.

2.4.1 Spektrofotomeetria
Spektrofotomeetria on suhteline meetod pKa vaartuste arvutamiseks. Metoodika ndeb ette
kahest alusest vdi happest koosneva segu tiitrimist ja spektromeetrilist mddtmist keskkonna

happelisuse muutudes, mis v@imaldab arvutada nende pKa véartuste erinevuse ainete
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dissotsiatsioonimaarast ehk protoneeritud ja deprotoneeritud vormide kontsentratsioonide

suhtest.?®

Spektrofotomeetria voimaldab mdotmisi labi viia vordlemisi madalatel kontsentratsioonidel,
kasutades igaks md6tmiseks vaikesi aine- ja solvendikoguseid. Meetodi puhul on mairamatus
vaike, kuna ainete kontsentratsioone ei ole ApKa arvutustes vaja kasutada, ei ole vajalik
keskkonna pH médtmine ning mddtelahustesse sattunud lisandid v6i vesi mdjutavad mblema
aine hape-alus omadusi samas suunas. Varasemalt on sellega moddetud ulatuslikud pKa
skaalad atsetonitriili, tetrahiidrofuraani ning dimettitilsulfoksiidi keskkondades?!?2,

Spektrofotomeetrilise mddtmise jaoks on tarvilik, et kasutatavad ained oleksid soodsate
spektraalomadustega. Heade spektraalomadustega aineteks saab lugeda aineid, mille
neeldumine toimub vdrdlemisi pikas lainealas, sealjuures on neeldumisi luhematel
lainepikkustel vahe, protoneeritud ja deprotoneeritud aine spektrid on margatavalt erineva
neelduvusega, esineb isosbestilisi punkte ning Uhel piirvormidest neeldumine kindlas

lainepikkuste vahemikus puudub.?®

2.4.4 Muud meetodid

Tuumamagnetresonantsspektroskoopia (NMR) meetodi korral jélgitakse keemilise nihke
muutust, mis toimub protoneerumistsentri laheduses protoneerumise v6i deprotoneerumise
kéigus. Erinevalt UV-Vis spektrofotomeetriast vajab meetod suhteliselt kdrgeid ainete
kontsentratsioone. Samuti p&hjustab lahuse kérgem kontsentratsioon mittevesikeskkondades
assotsiaatide teket, mis vahendab tulemuste usaldusvaarsust.*®

Potentsiomeetria korral mdddetakse vesinikiooni aktiivsus lahuses erinevate teadaolevate
protoneeritud ja deprotoneeritud aine vormide suhete korral. Ka selle meetodi puhul on
vajalik suhteliselt kdrgete kontsentratsioonide kasutamine. Potentsiomeetria on eelkdige
sobilik vesilahustes mddtmiseks, kuna mittevesilahustes vdib esineda indikaatorelektroodi

potentsiaali triiv ja lisandite segav mdju.20:2124

Korgefektiivse vedelikkromatograafia meetod pdhineb ainete retentsiooniaegade séltuvusel
keskkonna happelisusest. Muutes puhverlahuse pH-d muutub ka elueeritava aine
retentsiooniaeg selle pKa véartusele vastavalt. Vaja on vaikesi ainekoguseid, kuid tulemusi

mdjutab statsionaarse faasi valik.!"?°
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Kapillaarelektroforeetiline meetod p6hineb aine elektroforeetilise liikuvuse sdltuvusel selle
dissotsiatsioonimaarast, mida on véimalik mdjutada keskkonna happelisusega. Aine pKa

leitakse seosest dissotsiatsioonimaara ja keskkonna happelisuse vahel. 22
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3. Eksperimentaalne osa
3.1 Kasutatud téovahendid

3.1.1 Kuivkapp

Aine pKa maaramiseks on vajalik veevaba keskkond, et véltida niiskuse mdju lahuses
toimuvatele protsessidele. See tagati MBrauni UNIlab thipi kuivkapi kasutamisega, mis
vOimaldas mdotmised l&bi viia argooni keskkonnas. Kapi seinad on valmistatud 3 mm
paksusest roostevabast terasest ning aken 10 mm paksusest mineraalklaasist. Kuivkapi
ruumala on 0,8 m® Kapis to6tamiseks on kapi aknas olevate immarguste avade kiilge

ohktihedalt kinnitatud bututlkautsukist valmistatud kindad, mis ulatuvad kapi sisemusse.

Kuivkapis on atmosféaériks argoon puhtusega 99,999%, mis tagab inertse vee- ja hapnikuvaba
keskkonna. Argoon ringleb pidevalt l&bi puhastite, et valtida veeauru vOi muu saaste
kogunemist kappi. Puhastites on pubhastavateks agentideks aktiveeritud vask,
molekulaarsdelad ja aktiivsoega filter, mis seovad vastavalt hapnikku, veeauru ja lenduvaid

orgaanilisi Gihendeid.

Kuivkapil on kaks lulsi toovahendite ja ainete kappi viimiseks, kdesolevas t60s kasutati neist
vaiksemat, 3-liitrise ruumalaga llisi. ToOovahendite kappi viimisel vakumeeriti lusi sisu

kolm korda ning iga vakumeerimise jarel taideti llus td6gaasiga.

Kapis oleva todgaasi réhku ning vee- ja hapnikusisaldust oli v8imalik katsete ajal pidevalt
jalgida kuivkapi kontrollpaneelilt. Selle véimaldamiseks olid kapiga thendatud niiskuse
mootja Moisture Probe MB-MO-SE-1 ning hapniku mddtja Oxygen Probe MB-OX-SE-1.

Katsete kaigus oli nii niiskuse kui hapniku sisaldus kuivkapis vahemikus alati <10 ppm.

3.1.2 UV-Vis spektrofotomeeter

Uuritavate ainete UV-Vis spektrite registreerimiseks kasutati UV-Vis spektrofotomeetrit
Agilent Cary 60. Spektrofotomeetri pilulaius oli 1,5 nm ja skaneerimiskiiruseks 240 nm/min.
Spektrid registreeriti silumisteguriga 4. Spektrid registreeriti lainepikkuste vahemikus
190...800 nm.

Spektrite registreerimiseks argooni keskkonnas asus kuivkapis véline kivetikamber, mis oli
spektrofotomeetriga Uhendatud kahe kvartskiust optilise kaabli abil. Spektrofotomeeter

paiknes kuivkapist véljas. Spektrofotomeetri t66d juhiti l&bi arvuti programmiga Cary
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WinUV Scan Application (versioon 5.1.0.1016). Andmetddtlus viidi Iabi programmis MS

Excel, kus teostati ka pKa arvutused.

3.2 Kasutatud kemikaalid

3.2.1 Uuritavad ained

Potentsiaalsete referentsainetena olid md6tmisel 10 indikaatorainet (Tabel 1), mis on saadud
professor Reinhard Schwesinger’i grupist Freiburgi tilikoolist. Lihtsamaks késitlemiseks ja
eristamiseks ained nummerdati. Uuritavad ained olid valdavalt asendatud hudrasoonid ja
sarnase struktuuriga. Ained on soolade kujul protoneeritud alused ehk kaituvad katioonsete
hapetena ning eeldati sobivat referentsaineteks aluste pKa modtmisel, sealjuures just tugevate
aluste mad6tmiseks. Ainete protoneeritud vormides paikneb ¢ laeng
protoneerumis/deprotoneerumitsentrist eemal ning kuna protoneeritud vormis H* ei eemaldu
positiivse laenguga rihmalt, siis ei ole prootoni eemaldumine soodustatud, mis lubab eeldada
kdrget pKa vééartust. Deprotoneeritud kujul on molekul kaksikioon ehk tsvitterioon.

Tegemist on indikaatorainetega, mis sisaldavad kromofoorseid riihmi, mistdttu oli oodata

intensiivseid UV-Vis spektreid.
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Tabel 1. Uuritavad ained

Aine? | Struktuur Vastas- Aine | Struktuur Vastas-
ioon ioon
S2 I‘lsl/ ‘o PFe S 16 Ill“ NO PFe
/ 2 NH© P 2
LT Qo LT
S_3 W PFs S17 | |- PFs
(~ a0y
o, NH>< /N\NH
S_10 on O\ | PFe S_19 ON | PR
QVN‘NID/ /N\NH
NO,
S 11 o | PFs S_20 o N BPh,
2 N. 2 ~
02N/©\/N\NH : &N\NJO/
S 12 <, PFe S 23 N BPhs
O.,N N O,N NI
QL ST o
S 14 | PFe
cl O,N N:/
T

& Ainetel on séilitatud alguparane numeratsioon.

3.2.2 Atsetonitriil

T60s kasutati lahustina firma Romil poolt toodetud UV-Vis piirkonnas to6tamiseks sobivat
atsetonitriili, mille veesisaldus oli tootja andmetel < 0,005%. Atsetonitriili hoiti enne
kasutamist 3A molekulaarsdeltel, et seda taiendavalt kuivatada ning tagada véimalikult madal
veesisaldus. Lahusti veesisaldust monitooriti regulaarselt Karl Fischeri tiitrimise teel ning see

jai moStmiste ajal vahemikku 3...10 ppm.

3.2.3 Titrandid

To6s kasutatavad titrandid ei tohi pdhjustada UV-Vis piirkonnas neeldumist ega lagundada
uuritavaid aineid voi solventi. Happeline titrant peab olema piisavalt tugevate happeliste
omadustega, et taielikult protoneerida kdiki uuritavaid aluseid. Aluseline titrant peab olema
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uuritavast ainest tugevamate aluseliste omadustega, et olla vdimeline téielikult
deprotoneerima uuritavaid aluseid. Selle tagamiseks on vajalik, et titrandi pKa erineks

vahemalt 2 Ghikut uuritava aine omast.

Happelise titrandina kasutati t06s trifluorometaansulfoonhapet (TfOH) (Aldrich, 99+%),
pKa=0,70. Aluselisi titrante oli kaks: ndrgemate aluste puhul kasutati tert-butttlimino-
tris(purrolidino)fosforaani (tBuP1(pyrr)s) (Fluka, 98+%), pKa = 28,42, ning aine S_17 korral
ettdlimino-bis(dimettulamino[tris(dimetiulamino)fosforanilideen]fosforaan  (EtP2(dma)s)
(Aldrich, 98.0+%), pKa = 32,94. Titrantidest valmistati lahused atsetonitriilis, mille
kontsentratsioonid jaid vahemikku 1,5-102 kuni 7-10° M.

3.2.4 Referentsained
Referentsainetena kasutati aineid, mille protoneeritud vormide pKj atsetonitriili keskkonnas

on varasemalt usaldusvaarselt maaratud.?

Tabel 2. Referentsained

Referentsaine Protoneeritud
vormi pK,
PhP1(pyrr)s 22,32
4-MeO-C¢HaP1(pyrr)s 23,86
2-Cl-CgH4P5(dma)s 24,23
4—CF3—CsH4P2(pyrr)s 25,27
2-Cl-CeHaP2(pyrr)s 25,40
4-Br-CsHaP2(pyrr)s 26,30
PhP2(dma)s 26,44
2,5-Clo-CeHaP3(pyrr)sNE; 29,15
2-C1-CeHsPs(pyrr)sNEt; 30,14
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3.3 Happe-aluse tasakaalude uurimine spektrofotomeetrilisel meetodil

3.3.1 Uldine pShimate

Kaesolevas t00s kasutati uuritavate ainete pKa madramiseks spektrofotomeetrilist meetodit,
mille eelisteks on keskkonna pH véartuse modtmise vajalikkuse puudumine, mdotmis- ja
to6lahuste madalad kontsentratsioonid, millega kaasneb vaike aine- ja solvendikulu, ning
vBimalus UV-Vis spektrite abil lahuses toimuvaid protsesse mddtmise ajal jalgida. Kasutati

metoodikat, mis oli varasemalt dppegrupis vélja téodeldud ning laboris kasutuses.

Spektrofotomeetriline meetod on suhteline ning tulemustest arvutatakse kahe aine aluselisuse
erinevus ApKa. Seetdttu on oluline, et the aine pKa on varasemalt usaldusvaarselt teada, et
selle kaudu arvutada uuritava aine pKa vaartus. Spektrofotomeetriliselt maératakse mdlema
aine protoneeritud ja deprotoneeritud piirvormide kontsentratsioonide suhe, seejuures on
meetodi seisukohalt oluline, et piirvormide spektrid oleksid erinevate intensiivsuste voi
neelduvuspiirkondadega. Piirvormide saavutamiseks muudetakse lahuse keskkonda happelise

vOi aluselise titrandi lisamisega.

Registreeritud puhaste ainete lahuste spektrite ning kahe aine segu lahuse spektritest leitakse
ainete dissotsiatsiooniméérad erinevate keskkondade happelisuste juures, mida kasutatakse

ainete ApKa arvutamiseks.

3.3.2 Lahuste valmistamine

Ainete emalahused valmistati kuivkapis 4 ml viaalidesse. Tahkete ainete viaali kandmiseks
kasutati spaatlit, vedelate titrantide korral Pasteur’i pipetti. Madalate kontsentratsioonide
saavutamiseks kaaluti viaali uuritavaid ja referentsina kasutatavaid aineid vahemikus 0,5 kuni
2 mg, millele lisati ligikaudu 1,5 ml atsetonitriili. Lahuste kontsentratsioonid jaid vahemikku
5.10%...3:10° M.

Titrantide lahuste valmistamiseks kanti viaali 1...3 mg ainet, millele lisati 1,5 kuni 2,5 ml
atsetonitriili. Titrandilahuste kontsentratsioonid jaid vahemikku 1,5-10 - 7-10° M.
Happelise titrandi lahuse valmistamiseks kaaluti vastav aine kdrval asuvas kuivkapis, kus

hoiti jahedas trifluorometaansulfoonhapet. Lahuseid kasutati kuni 3 péeva.
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3.3.3 Spektrofotomeetriline tiitrimine
Enne mdbtmise alustamist kanti kiivetti ligikaudu 1,8 ml puhast atsetonitriili ning registreeriti
lahusti spekter, et kontrollida selle puhust. Kui solvendi spekter ei ndidanud lisandite

sisaldust, teostati sellega baasijoone korrektsioon.

Solvendile lisati uuritava aine voi referentsaine lahus (kontsentratsioon vahemikus 1-107* -
9-10% M) ning m&ddeti puhta aine spekter. Aine lahust tiitriti seejarel happelise titrandiga
protoneeritud piirvormi saavutamiseks, kuni aine spekter enam oluliselt ei muutunud.
Seejérel tiitriti ainet aluselise titrandiga sarnaselt deprotoneeritud piirvormi registreerimiseks.
Parast iga titrandi lisamiskorda kaaluti lisatud titrandi kogus ning segati kiivetis olevat lahust
magnetsegajal. Samuti registreeriti parast iga lisamiskorda lahuse UV-Vis laineala spekter.
Kdik lahused viidi kuvetti ststlaga, mis oli vastava lahusega eelnevalt 3 korda labi loputatud.
Pérast iga modtmise I6petamist loputati kiivetti 3 korda ligikaudu 1 ml atsetonitriiliga ning

kuivatati l1tUsis alandatud rohul.

Seejarel registreeriti 15-40 spektrit lahusest, mis sisaldas uuritava aine ja referentsaine segu
(ainete kontsentratsioonid olid vahemikus 1,5-10° - 7-10° M), tiitrides mdlemad ained
samuti nii protoneeritud kui deprotoneeritud piirvormi, kuid registreerides ka piisava hulga
uleminekuspektreid, kus ained olid ainult osaliselt deprotoneerunud. Nende spektrite pdhjal
leiti ainete dissotsiatsioonimadrad ja arvutati ApKa. Segu valmistamisel tuli arvestada ainete
kontsentratsioone, et spektrite kattumisel ei Uletaks summaarne maksimaalne neeldumine 1
AU.

3.4 Andmetdotlus

3.4.1 Suhteline happelisus ja aluselisus
Lahuses oleva kahe aluse HBf ja HBJ suhteline happelisus vdi aluselisus ApKa on leitav
nende pKa véidrtuste vahest: ApKa = pKa2 - pKa1. Teades, et ApKa = log(Ka), saame Kirjutada

suhtelise happelisuse voi aluselisuse kujul

ApK, = log% = logK 9)
a2
Dissotsiatsioonikonstandid avalduvad kui
Ka = a(a(H)Bi) (10)

Seega saame valemi (9) tmber Kkirjutada kujul
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K = Kax _ a(By)-a(HB3) _ f(B1)-[B1]-f(HB})-[HBF]
Kaz  a(HBi)a(By)  f(HBY)[HB]]f(B2)[B]

(11)

Kuna aktiivsuskoefitsientide suhe %= const29, vdib aktiivsused vdrrandis asendada

tasakaaluliste konstsentratsioonidega.

_ [B1][HB]]

= 12
[HBT][B2] (12)

Kuna happe tldkontsentratsioon lahuses véljendub kui ¢(HB*) = [HB*] + [B] (13), saame
vorrandis (12) asendada dissotsieerumata happemolekulide kontsentratsiooni vorrandi teiste
liilkmete kaudu.

(B1]  <(HBJ)-[B2]
_ [B4](c(HB})-[HBJ]) _ c(HBI )  c(HB3)

(c(HB})—[B1]):[Bz] ~  <(HBY)-[B1] _[By] (14)
c(HB) c(HB)
Asendades vorrandisse happe dissotsiatsioonimaara lahuses seosega
_ _[B]
a=- HE) (15)
lihtsustub vdrrand kujule:
_ay(l-ay)
K= (1-a1)a; (16)
Lahuse neelduvust kirjeldab Lambert-Beeri seadus:
Ar=¢1-c (17)

kus A* on valguse neelduvus lahuses lainepikkusel A, &* on ainele ja lainepikkusele
iseloomulik konstant ehk molaarne neeldumistegur, | on valguse poolt labitud optiline
teepikkus ning c lahuse kontsentratsioon.

Kahe osaliselt dissotsieerunud alusega lahuses avaldub summaarne neeldumine jargnevalt:
A
A =g} -1-[B,] + sﬁB; 1+ [HB{] + €}, -1+ [B,] + ejps 1+ [HBF] (18)

Avaldades vorrandis (18) protoneeritud vormi tasakaalulise kontsentratsiooni aine
analliitilise kontsentratsiooni ja tasakaalulise kontsentratsiooni deprotoneeritud vormi kaudu

ning rihmitades liilkmed, saame:
A = si‘IB; -1-c(HBY) + ai‘lB; -1-c(HBJ) + [B4] - 1- (sﬁl — si‘lB;) + [B,] -1 -(sﬁ2 — sﬁB;)
(19)
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Lahustest, kuhu on lisatud ainult Uhte alust korraga, on vdimalik arvutada selle aluse

vormidele omased neelduvustegurid, mis avalduvad kujul:

Al L A}

HB A B
€ = ,ER = 20
HB* cO(HB+) B cO(HB+) ( )

Asendades need seosed varrandisse (19) ja koondades liikmed, saame:

A

A L AN - _
Ak _HBT _aa o _HBF (A7l (ad ad [A2] . (aX_AM
A" = Aypy cO(HBY) Alpy co(HBY) ~ cO(HBY) (AAIAHBT) + cO(HBY) (AAEAHBE“) (21)

(B]

Vorrandis (21) esinevad jagatised on aluste dissotsiatsioonimédrad o, nagu see on

c(HB*)
vaélja kirjutatud vorrandis (15).
~ 2HB} " o(mBT) HB;'co(HB;)‘O‘l'( By HBI)+°‘2'( B HB;) (22)

Saadud vorrand on Ulesehitusega kui y = a;x; + a,x,. Dissotsiatsioonimédérade véartused,
mis on vorrandis kordajad, leitakse regressioonianaliiiisil. Saadud dissotsiatsioonimaarade

kaudu arvutatakse ApKj:

ay(1-ay)
(1-ai)a;

ApK. = —log (23)

Kdik arvutused viidi labi programmis MS Excel, kasutades téogrupis varem valmistatud

Exceli todlehe malli.

3.4.2 Lihtsustatud arvutuskaik

Lihtsustatud arvutusmeetodit on vBimalik kasutada juhtudel, kui ainete dissotsiatsioonmaarad
a1 ja o2 on leitavad otse segu spektrist, puhaste ainelahuste spektreid kasutamata. Lisaks
arvutuste lihtsustumisele jadvad sel juhul kasutamata suhtelised kontsentratsioonid, mis

vahendab maaramatuse allikate arvu.

Eeldusteks lihtsustatud meetodi kasutamiseks on mdlema aine jaoks esinev lainepikkus, kus
uhel uuritavatest ainetest neelduvus dissotsieerudes ei muutu, ehk esineb isosbestiline punkt

vOi aine sellel lainepikkusel ei neela tldse valgust.

Sel juhul saab leida aine dissotsiatsiooniméaéra o seosega:

A_
__[HBf] _ A HBY +HBY 24
“1—[3]—Ax _AM (24)
1 B1+B2  “'up}+HBY
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Teise happe dissotsiatsioonimaér oy leitakse vastavalt lainepikkusel, kus selle neeldumine
protneerudes/deprotoneerudes muutub ning esimesel alusel mitte. Seejarel on vdimalik leida
ApK, vorrandi 23 abil.

21



4. Tulemused ja arutelu

Uuritavate ainete UV-Vis spektrid on rikkalikud — neil esineb neeldumisribasid ja
isosbestilisi punkte laias lainepikkuste vahemikus. Koigi uuritud ainete protoneeritud
piirvormide neeldumismaksimumid paiknevad Uldjoontes luhematel lainepikkustel kui

deprotoneeritud piirvormi neeldumismaksimumid.

Indikaatorainete deprotoneerumise kaigus tekib tsvitterioon positiivse laenguga amiinriihmast
ning negatiivse laenguga prootoni loovutanud lammastikust asoriihmas. Tsvitteriooni
tekkimisel suureneb molekuli spektri intensiivusus ning neeldumine toimub pikematel
lainepikkustel. Seda pdhjustab praktiliselt terve molekuli ulatuses tekkiv delokaliseerunud
laenguga m-ststeem. Ka protoneerunud vormis leidub molekulis UV-Vis spektrite
intensiivsust tagavaid m-ststeeme, kuid kuna need ei moodusta tihtset suurt m-ststeemi vaid
on Uksteisest eraldatud asorihma poolt, siis asuvad neeldumismaksimumid keskeltlabi
luhematel lainepikkustel. Enamiku ainete deprotoneeritud vormidel ulatub neeldumisriba
ligikaudu 700 nanomeetrini, spektritel on mitmeid isosbestilisi punkte ja ainete protoneeritud
piirvormi neeldumine on alates ligikaudu 550 nm nullilahedane. Ainete spektraalsed
omadused on iseloomustatud Tabelis 3.

Tabel 3. Uuritud ainete spektrilised omadused.

) - ] Protoneeritud vormi Deprotoneeritud vormi

Aine | Isosbestilised punktid (nm) ) )
maksimum (nm) maksimum (nm)

S_2 251, 298, 438 352 560
S 10 366, 473 314,420 580
S 11 293, 351 320, 420 410, 555
S 12 289, 337, 423, 487 313, 440 393, 570
S_14 293, 349, 441, 477 323, 430 412, 560
S 16 290, 313, 446 395 570
S_17 284. 390 355 492
S_19 474, 368, 298, 278, 260 432, 287, 250 557, 330, 265
S_23 300, 357, 473, 450 330, 430 412, 560
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Ulalmainitud omadused on referentsainete puhul kasulikud, sest pikal lainepikkusel toimuv
neeldumine ja arvukate isosbestiliste punktide olemasolu v@imaldab kasutatava
uurimismeetodiga leida sobiva lainepikkusega vahemiku véga erinevate ainete modtmiseks.
Vahemik spektril, kus on arvukalt isosbestilisi punkte, on kasulik, et mdddetava aine
neeldumise muutumised oleksid spektrist jalgitavad ilma, et seda segaks referentsaine
neeldumise muutumine. lIsosbestiliste punktide olemasolu vdimaldab saavutada kdrgemat
tulemuste tapsust ning kasutada arvutustes lihtsustatud meetodit. Protoneeritud piirvormi
neeldumise puudumine sellises lainepikkuste vahemikus, kus deprotoneeritud piirvorm
neelab, aitab protoneeritud piirvormi saavutamist usaldusvaarsemalt tuvastada ning parandab

samuti saadavate tulemuste tépsust ning soodustab aine kasutamist referentsainena.

Neeldumismaksimumide asumine ainult kdllaltki lthikesel lainepikkusel, <350 nm, on
probleemiks enamikule hetkel olemasolevatele referentsainetele selles pKa véartuste
piirkonnas. Kéesolevas t66s uuritud ainete neeldumismaksimumid seevastu asuvad néhtava
spektriala pikkadel lainepikkustel, mis tdstab nende véaartust referentsainetena nende laia

neeldumisvahemiku tottu.

Mdddetud pKa véartused loeti usaldusvéérseteks, kui puhaste ainete spektrites valjendusid
selgelt isosbestilised punktid, ainetele oli véimalik registreerida konkreetne piirvormi spekter,
segude spektrid muutusid oodatavalt ja loogiliselt titrantide lisamisel ning eri referentsainete

suhtes leitud ApKa vaartused ei erinenud tiksteisest oluliselt.

Iga aine esmakordsel mdotmisel viidi 1&bi ka tagasitiitrimine, mis tdéhendab, et parast mélema
piirvormi spektri salvestamist viidi aine uuesti (hest piirvormist teise, et kontrollida
protoneerumise ja deprotoneerumise pdorduvust. Pédrduva deprotoneerumise korral labib
spekter uuesti samad punktid sama dissotsiatsioonim&éra juures ning I6ppvormi spektrid
kattuvad. Kui aine piirvormid graafikul tagasitiitrimisel ei kattu vOi spekter ei l&bi enam
isosbestilisi punkte, tdhendab see, et aine pole vdimeline pédrduvalt deprotoneeruma vai on

aine hakanud maoétmistingimustes lagunema.

Mdotmiste kéigus leiti, et mitte kdik alguses uurimiseks vdetud ained ei deprotoneeru
poorduvalt. Ainete S 3 ja S_20 tagasitiitrimisel ilmnes, et spektrid ei ldbinud enam
isosbestilisi punkte ega lahenenud varasematele piikidele, mistdttu need ei sobinud

potentsiaalseteks referentsaineteks ning jaeti mdotmistest vélja.

Mdddetud pKa véaartused (Tabel 4) paiknevad atsetonitriilis aluste pKa skaalal piirkonnas 23.9

kuni 30.3. Tabelis on illustreeritud referentsainete ja uuritud ainete pKa vééartuste erinevused.
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Ainete 10plikud pKa véddrtused on arvutatud ApKa-de keskmisest véartusest ning

referentsainete pKa véartustest.

Tabel 4. Ainete méddetud pKa vaartused.

Aine pK; ApK,
2-Cl-CgHsPs(pyrreNEt,  31.17 T
0.92
s 17 30.26 t
1.11
2,5-CI2-C5H3P3(pyrr)6N Et2 29.15 L
S_19 26.74 T
0.29 I
PhP,(dma)s 26.44 0.45
4-Br-CgH,P2(pyrr)s 26.30 ¥
0.79 0.51 I
S 2 25.73 +——0.73
0.10 l 0.87
S 12 25.61
0.35
s_23 25.41 T ¥ 0.41
0.27 0.02
2-Cl-CgH4P,(pyrr)s 25.40 +——0.10
1.49
4-CF3-CgH4Po(pyrr)s 25 27 —3%—1.43—0.66
0.54 1 0.77
S 14 24.73 T 0.59
S_16 2464 049 ¥ x ~——1.10
l 0.39
2-Cl-CgH,4P,(dma)s 24.23 ¥ 4
0.08
S_11 24.15 +——0.28
S_10 2394 —1.02 l
0.85
4-MeO-CgH,P+(pyrr)s 23.11 159
PhP,(pyrr)s 22.32

Tulemuste usaldusvaarsust tGstab skaala katmine vahemalt kahekordselt, mis tdhendab, et
kdiki uuritud aluseid moddeti korduvalt, erinevate referentsainete suhtes. Usaldusvaarsust
aitab hinnata médtmiste kooskdlalisuse standardhélve, mis arvutatakse valemiga:

Tim(si)2

Nm—Nc¢

(24)

milles si on individuaalse ApKa mootmistulemuse erinevus absoluutsete pKa véirtuste

vahest, nm 18bi viidud ApKa. modtmiskatsete arv ning nc tulemuseks saadud pKa vaartuste arv.
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Kéaesolevate mootmiste kooskdlalisuse standardhdlve s = 0,05 véartus kinnitab tulemuste

usaldusvaarsust.

Uuritud ained on vordlemisi tugevad alused. Neid iseloomustab aluselise piirvormi
saavutamisel tsvitteriooni tekkimine ja laengu delokalisatsioon ehk ulatusliku konjugeeritud

suisteemi tekkimine tile molekuli.

Ainete aluselisus on kdrgem nende molekulide puhul, mille struktuurid véimaldavad
laialdasemat konjugeeritud susteemi tekkimist, mis sisaldavad rohkem m-slisteeme, nagu
fenGidlrihm, ning milles aluselisust alandavad rihmad paiknevad molekuli aluselisuse

tsentrist kaugemal.

Uuritud ainetest tugevaim alus on S_17, mille aluselisus asub atsetonitriili eksperimentaalselt
kasutatava pKa skaala Glemise piiri l&hedal. Erinevalt teistest indikaatorainetest puuduvad
selle molekuli struktuuris elektronaktseptoorsed ja elektronegatiivsed rihmad, nagu
nitrorthm voi halogenorihm, mist6ttu protoneeritud vormi deprotoneerumine on vahem

soodustatud. See annab ainele konjugeeritud happena vdga ndrgad happelised omadused.
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Kokkuvote

Kéesoleva t60 raames méaérati rihma potentsiaalsete referentsainete pKa. véartused
atsetonitriilis, kasutades UV-Vis spektrofotomeetriat suhtelise pKa leidmiseks. Mddtmised
viidi labi veevabas atsetonitriilis argooni keskkonnas, et valtida vee vdimalikke segavaid
mojusid hape-alus tasakaalude mdotmisel. Kokku leiti 9 aine pKa véartused. Kaks esialgselt
valitud ainet jéeti mootmistest vélja nende poordumatu deprotoneerumise tottu, mis ei

vOimalda neid kasutada edasiste referentsainetena atsetonitriilis.

Uuritud ained on v@rdlemisi tugevad alused, mille pKa vaartused jaid vahemikku 23,94 kuni
30,26. KOiki aineid iseloomustab deprotoneerumisel tsivitteriooni ja ulatusliku z-
elektronststeemi tekkimine molekulis. Tsvitteriooni laengu delokaliseerumine molekulis ning
konjugeeritud m-elektronsiisteemi moodustumine vdimaldab niigi intensiivsete UV-Vis
spektritega indikaatorainetele neeldumist veelgi pikematel lainepikkustel ning tanu sellele on

protoneeritud ja deprotoneeritud piirvormid mérgatavalt erinevate spektritega.

Olemasolevat pKa. vadrtuste tabelit taiendati ainetega piirkonnas, kus siiani oli soodsate
spektraalsete omadustega ainetest puudus. Uhendid olid kromofoore sisaldavad
indikaatorained, mis andis neile intensiivsed spektrid UV-Vis lainealas. Nende kasutamist
referentsainetena edasisteks pKa. vadartuste madramiseks samal meetodil toetavad nende
soodsad spektriomadused nagu neeldumine laial lainepikkuste vahemikus, isosbestiliste

punktide olemasolu ning protoneeritud ja deprotoneeritud vormi erinevad neeldumisspektrid.
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Summary

In the present thesis, pKa values were determined for a group of potential reference
compounds in acetonitrile using the relative UV-Vis spectrophotometric measurement
method. The experiments were conducted in anhydrous acetonitrile in argon atmosphere to
avoid potential disturbing influences of water on acid-base reactions. Altogether, the pKa
values for 9 compounds were found. Two of the compounds selected at first were discarded
due to their irreversible deprotonation, which would not allow them to be used as further

reference compounds in acetonitrile.

The investigated substances are rather strong bases, their measured pKa values are between
23.94 to 30.26. All the compounds, when deprotonated, form a zwitterion and an extensive -
electron system. The delocalization of the charge in the zwitterion and the creation of a
conjugated m electron system ensures that the indicator compounds with an already intensive
UV-Vis spectrum absorb light at even longer wavelengths, which creates noticeably different

spectrum for protonated and deprotonated molecules.

The measured pKa values were added to the previously developed pKa scale in acetonitrile in
an area with currently few compounds with good spectral properties. The compounds were
indicator substances containing chromophores, which granted them intensive spectra in the
UV-Vis wavelength. Using them as reference compounds for measuring pKa values with
them same method is supported by their favourable spectral properties, such as absorbing
light in a wide range in the UV-Vis wavelength, the existence of isosbestic points in spectra

and the different spectra for protonated and deprotonated forms.
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