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KASUTATUD LUHENDID

MS massispektromeetria

ESI elektropihustusionisatsioon

LC vedelikkromatograafia

pH'20 negatiivne kiimnendlogaritm vesilahuse vesinikioonide kontsentratsioonist
pHMeOH negatiivne kiimnendlogaritm metanoolilahuse vesinikioonide kontsentratsioonist
pKa20 happe dissotsiatsioonikonstandi negatiivne kiimnendlogaritm vees
pKaMeOH happe dissotsiatsioonikonstandi negatiivne kiimnendlogaritm metanoolis
logP oktanool-vesi jaotuskoefitsiendi kiimnendlogaritm

PA prootonafiinsus (gaasifaasiline)

MD molekulaardiinaamika

loglE ionisatsiooniefektiivsuse kiimnendlogaritm

3Q kolmekordne kvadrupool

TFA trifluorodddikhape

TMA" tetrametiiiilammoonium



SISSEJUHATUS

Massispektromeetria (MS) koos elektropihustuse ionisatsiooniallikaga (ESI) on maailmas iiks
enim kasutatud analiilisimeetod nii tundmatute tihendite kindlakstegemiseks kui ka tuvastatud
iihendite sisalduse maidramiseks. ESI vdimaldab iihendada massispektromeetria ja
vedelikkromatograafia (LC), mis kokku moodustavad asendamatu tandemi paljudes

analiilisilaborites alates ravimitoostusest kuni keskkonnauuringute laboriteni.

Vaatamata meetodi populaarsusele ei ole tdpselt teada, kuidas ionisatsiooniprotsessid ESI
allikas toimuvad ning millest soltub analiilitide ionisatsiooniefektiivsus. Seetdttu on
kvantitatiivsel analiilisil vaja kasutada standardaineid. Selleks, et muuta kvantitatiivseid
uuringuid kiiremaks ja standardainevabaks, on vajalik ESI protsessi ionisatsiooniefektiivsuse

fundamentaalne uurimine.

Ionisatsiooniefektiivsuse soltuvust analiiiidi omadustest on uuritud mitmel pool maailmas.
Samuti on uuritud, kuidas ionisatsiooniefektiivsust mdjutavad erinevad lahuse omadused ja
lisandid. Enamasti on sellised uuringud tehtud vesi-orgaanika segudes, kus ei ole koik
analiilitide ja lahuste omadused alati teada. Naiteks ei ole teada, kuidas muutub ESI protsessi

kdigus lahuse koostis ning milline on segu pH.

To6 eesmirk oli uurida, kuidas mdjutavad ionisatsiooniefektiivsust ESI allikas lahuse pH
ning lisandid. Et vdhendada tundmatute parameetrite arvu, valiti ionisatsiooniefektiivsuste
mootmisel lahustiteks puhas vesi ning metanool. Samuti uuriti, kuidas ionisatsiooniefektiivsus

soltub lisandi kontsentratsioonist ning lisandi koostises olevast vastasioonist.

To0s uuriti 10 analiiiidi ionisatsiooniefektiivsusi 28 erineva koostise ja pH véirtusega
vesilahuses, pH™® viirtuste vahemikuks oli 1,42 kuni 10,29. Metanoolis uuriti samade

analiilitide ionisatsiooniefektiivsusi 14 erineva koostise ning pH véértusega metanoolilahuses,

pHMOH visirtuste vahemikuks oli 3,63 kuni 12,24,



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Massispektromeetria (MS) on viimase poolsajandi jooksul arenenud viiga kiiresti. Uha uute
ionisatsioonimeetodite leiutamise ja tdiustamisega on sellest saanud iiks maailma hinnatumaid

ja enimkasutatavaid analiitisimeetodeid. [1]

Elektropihustuse (ESI) toopohimdtte kasutamine massispektromeetri ionisatsiooniallikana
1980. aastatel 101 ESI/MS tehnoloogia ning vOimaldas MS-i  iihendada
vedelikkromatograafiaga (LC). LC/MS voimaldab lahustest mairata nii véikeseid kui ka suuri
(kuni ca 100 kilodaltonit) molekule ning on seega vajalik todvahend nii keemia-, ravimi- ja

toiduainetdostustes kui ka meditsiinis. [1]

Hoolimata LC/ESI/MS meetodi ulatuslikust kasutamisest, pole kdik analiiiisil toimuvad
protsessid veel teada, kusjuures kodige suurem ebaselgus on ESI ioniseerumise mehhanismi

osas. [2]

1.1. ESI allikas

ESI allikas ioniseeritakse iihendeid kahe elektroodi (ESI ndel ja MS-i sisend) vahele
rakendatud pinge abil. Vastavalt elektroodidele rakendatud potentsiaali mérgile eristatakse
positiivset ning negatiivset ESI reZiimi, millest esimene on levinum [3]. Kéesolevas to0s
kasutatakse ainult positiivset reziimi ning seetdttu vaadeldakse edaspidi kogu ESI
mehhanismi positiivse reziimi néitel. Antud olukorras on anoodiks ESI ndel ning katoodiks

MS-i sisendkapillaar.

ESI allika ning seega ka kéesoleva t66 seisukohalt on oluline eristada moisteid ioniseerumine
ning protoneerumine. Protoneerumiseks nimetatakse analiitidi molekuli ioniseerumist lahuses
prootoni liitumise teel. Ioniseerumise all peetakse silmas analiiiidi molekulist gaasifaasiliste

ioonide tekkimist.

ESI allikas saab lahuses olevate iihendite iileminekut gaasifaasilisteks ioonideks kirjeldada
kolme pohietapina. Esimeses etapis moodustuvad ESI ndela tipus laetud tilgad. Teises etapis
toimub tilga kontsentreerumine lahusti aurustumisel ning veel véiksemate tiitartilkade

eraldumine. Kolmandas etapis tekivad gaasifaasilised ioonid. [1]

Pdhjalikumalt  kirjeldades toimub esimene etapp nii, et proovilahus suunatakse
ionisatsiooniallikasse 14bi peene ESI nodela, mille otsale on rakendatud korgepinge.

Elektrivilja toimel koonduvad positiivsed ioonid noela tippu tekkiva vedelikukoonuse pinnale



ning negatiivsed ioonid suunatakse modda nodela seina eemale ning neutraliseeritakse. Sellise
elektoforeetilise litkumise eelduseks on piisav elektroliilitide sisaldus lahuses [4]. Pinge
rakendamise tagajérjel tekib kapillaari tippu nn Taylori koonus, millest eralduvad laenguga
tilgad sel hetkel, kui elektrostaatiline tdukumine ioonide vahel iiletab vedeliku pindpinevuse.

[3, 5]

Esimeses etapis moodustunud laenguga tilgad liiguvad katoodi ehk negatiivselt lactud MS-i
sisendkapillaari poole. Selle kidigus porkuvad tilgad allikast 14bi voolava kuuma
kuivatusgaasiga, mis viib lahusti aurustumise ning tilkade kontsentreerumiseni. Aurustumise
kdigus kasvab tilkade pinnal elektrostaatiline toukumine, kuni {iihel hetkel saab
elektrostaatiline tdukumine vordseks lahuse pindpinevusega. Kui see nn Rayleigh piir
iiletatakse, siis toimub kuloniline plahvatus, mille kidigus tilk laguneb vidiksemateks laetud
tilkadeks (tiitartilkadeks). Kusjuures on leitud, et tiitartilk sisaldab 2-5% esialgse tilga
massist, kuid 15-25% laengust [1]. Protsess kordub, kuni tiitartilgad on piisavalt vdiksed, et
saab toimuda ioonide aurustumine tilgast. Selliseid enne iooni aurustumist tekkinud véaikseid
tilku kutsutakse laenguliiaga nanotilkadeks. Seejuures on molekulaardiinaamiliste (MD)
meetoditega selgeks tehtud, et nanotilkade puhul on laenguliig alati koondunud tilga pinna

lahedale. [1, 3, 5]

Kolmas ESI allikas toimuv etapp, gaasifaasiliste ioonide tekkimine, ei ole siiani péris selge,
ent vélja on pakutud kolm teooriat: ioonaurustumise mudel, jidklaengute mudel ning ahela

viljaheitmise mudel. [3]

Ioonaurustumise mudeliga [6] kirjeldatakse véikeste madala molaarmassiga iihendite
ioniseerumist. Tavaliselt saab analiiiit laengu lahuses toimuva protoneerumise kdigus. Iribarne
ja Thomson [7] on ndidanud, et kui nanotilga aurustumisel tilga raadius vidheneb alla 10 nm,
siis on vOimalik, et tilgast eralduvad gaasifaasilised ioonid. MD simulatsioonid on néidanud,
et iooni lahtirebimisel tilgast on ioon esmalt seotud tilgaga nn lahustisillaga [2]. Silla
katkemisel eraldub gaasifaasiline solvateeritud ioon, mis koosneb analiiiidi ioonist ja monest
lahusti molekulist. Solvateeritud iooni teekonnal massispektromeetrisse lahustikiht aurustub
ning alles jaib iliksik gaasifaasiline ioon. Kirjeldatud silla tekkimise nihtus soltub ka lahusti
omadustest. Niiteks puhta vesikeskkonna puhul pole suure pindpinevuse tottu seda nidhtust

tdheldatud. [2, 3]

Teist, jddklaengute mudelit [8] kasutatakse suurtest globulaarsetest molekulidest
gaasifaasiliste ioonide tekke kujutamiseks. Seega on see peamine mudel valkude ionisatsiooni

kirjeldamiseks. Mudel selgitab olukorda, kus nanotilk koosneb iiksikust analiiiidi molekulist,



lahustist ja laengukandjatest. Lahustikiht aurustub tdielikult ning laengukandjad seostuvad

analiilisitava molekuliga, tekitades gaasifaasilise iooni. [1, 3]

Ahela viljaheitmise mudel on vélja pakutud selleks, et kujutada ebakorrapiraste ning osaliselt
hiidrofoobsete poliimeeride ioniseerumisprotsessi. Mudel selgitab ionisatsiooniprotsessi
lithikese (hiidrofoobse) ahelaga poliimeeride jaoks. Nanotilgas liigub selline hargnenud
hiidrofoobne ahel tilga pinnale ning véljub sealt otsapidi gaasifaasi. Ahel liigub liilide kaupa
jarjest enam gaasifaasi, haarates endale tilga pinnalt laengu. Kui kogu ahel on tilgast

lahkunud, ongi tekkinud gaasifaasiline poliimeeri ioon. [3]

Ioonaurustumise, jadklaengute ja ahela viljaheitmise mudel suudavad kirjeldada paljude
erinevate analiilitide kditumist ESI allikas kvalitatiivselt, kuid kvantitatiivselt ei osata iihtegi

ionisatsiooniprotsessi veel ennustada. [3]

Lisaks nimetatud protsessidele on pakutud, et ioniseerumine voib toimuda ka gaasifaasiliste
ioon-molekul reaktsioonide kaudu. Kuna ESI protsessi kdigus vdib lisaks analiitidile saada
laengu ka lahusti, siis soltuvalt molekulide prootonafiinsustest (PA) voib laetud lahusti
porkumisel analiilidi molekuliga toimuda ioniseerumine ka gaasifaasis. Positiivse reziimi
puhul toimub gaasifaasiline ioniseerumine siis, kui analiiidi PA on korgem kui lahustil.

Samas voib lahusti, mille PA on kdrgem kui analiiiidil, ionisatsiooni ka maha suruda. [5]
1.2. lonisatsiooniefektiivsus

Kvantitatiivsete analiiiiside eesmdrgiks on méirata uuritava aine sisaldust proovis. ESI/MS
meetodi puhul on selleks vaja teada, kui suur osa analiiiidi molekulidest ioniseerub ning
seeliibi massispektris signaali annab. Uhe analiiiidi ioniseerunud molekulide arvu suhet kdigi

selle analiitidi molekulide arvuga nimetatakse ionisatsiooniefektiivsuseks.

Voiks arvata, et lahuses toimuvat protoneerumist ning seega ka ionisatsiooniefektiivsust
kirjeldab  hésti  dissotsiatsioonikonstant  (Ka). Paraku on leitud [9, 10], et
ionisatsiooniefektiivsus ei ole seotud analiilidi dissotsiatsioonikonstandiga alglahuses ning
pole seega lihtsalt arvutatav. Vastupidi, ionisatsioon ESI protsessis on keerukas ning
ionisatsiooniefektiivsust mdjutavad lisaks analiitidile ka mitmed lahusti ja lisandite omadused
ning allika parameetrid. Niiteks mojutavad ionisatsiooniefektiivsust lahusti lenduvus,
pindpinevus ja pH ning lisandi kontsentratsioon [5]. Samuti on leitud seos
ionisatsiooniefektiivsuse ja mitmete analiiiidi omaduste vahel nagu pKa [11], hiidrofoobsus

[11], pindaktiivsus ja prootonafiinsus [5].



Uhese ionisatsiooniefektiivsuseid ennustava mudeli puudumise tdttu kasutatakse LC/MS
analiilisil kvantitatiivsete tulemuste saamiseks kalibreerimisgraafiku meetodit, mida saab

kasutada vaid iihenditele, mille jaoks on standardained olemas.

1.2.1. Lahusti mdju

ESI allikale sobivad lahustid on korge kuni keskmise polaarsusega. Vihepolaarseid lahusteid
kasutatakse harva, sest nad on viikese elektrijuhtivusega ning ei suuda seega ESI ndela otsas
laenguid eraldada. Lahusti valikul tuleb silmas pidada ka viskoossust. Viga viskoossetes
vedelikes on ioonide elektroforeetiline litkuvus madal, mis samuti takistab Taylori koonuse

tekkimist ning laengute eraldamist. [5]

Tekkinud ESI tilkade aurustumist mojutavad lahusti pindpinevus ning lenduvus. Korge
pindpinevusega lahustist ndela tipus tekkivad tilgad on suuremad, vorreldes madala
pindpinevusega lahusti tekitatud tilkadest. Lahusti lenduvus maédrab tilkade aurustumise
kiiruse ning seega gaasifaasiliste ioonide tekke ulatuse. Kdrge pindpinevuse ja madala
lenduvuse tottu on analiiiitidel vesikeskkonnas tavaliselt madalam signaal kui orgaanilistes

lahustites. [5]

Koige sagedamini kasutatakse ESI/MS meetodis lahustina vett, metanooli vOi atsetonitriili.
Seejuures ei kasutata tihti ainult puhtaid tihe lahusti keskkondi, vaid teostatakse analiiiisid
erinevates vesi-orgaanika segudes. Kui ESI/MS meetodile eelneb vedelikkromatograafiline

eraldamine, siis on oluline, et lahusti sobiks ka LC eluendiks.

Samas tuleb arvestada, et valitud lahusti vOi lahustite segu fiisiko-keemilised omadused
muutuvad ESI protsessi kdigus. Tilkade moodustumine ning lahusti aurustumine ESI tilkadest
voivad erinevate lahustite puhul toimuda eri méiédral ning seega on raskendatud ka
ionisatsiooniprotsessi ennustamine. ESI protsessi kirjeldamiseks on pihuses toimuvaid lahusti
omaduste muutusi uuritud ning sellist iseloomustamist kutsutakse ESI pihuse

profileerimiseks.

Naiteks on laserindutseeritud fluorestsentsspektroskoopia abil [12, 13] ndidatud, et ESI
protsessi kdigus muutub lahustisegude koostis. Selgub, et vesi-orgaanika segudes lendub tilga
aurustumise kéigus rohkem lenduvamat orgaanilist lahustit, muutes sellega tilga keskkonna
kuni 20 protsendipunkti veerikkamaks, kui on esialgne lahusti. Samade tulemusteni on joutud

ka molekulaardiinaamiliste simulatsioonidega [2].



Samuti on pihust profileerides ndidatud [14], et ESI protsessi kdigus muutub lahuse pH.
Seejuures soltub pH muutus nii lahuse polaarsusest kui ka tema algsest pH véirtuses. Van

Berkel et al. [4] on leidnud, et pH muutus tilgas voib olla kuni 4 {ihikut.

Profileerides on uuritud ka temperatuuri muutust ESI tilkades ning saadud viga vastakaid
tulemusi. Gibson et al. [15] leidsid, et ESI noelast eemaldudes v3ib pihuses olevate tilkade
temperatuur langeda kuni 30 K. Samas Soleilhac et al. [16] niitasid, et tilga temperatuur ESI
protsessi kdigus hoopis kasvab umbes 10 K. Kuna happe dissotsiatsioonikonstandid on
temperatuurist sdltuvad, siis ei ole temperatuurimuutuse tottu teada ka analiiiitide tdpsed pKa

vaartused ESI tilkades.

1.2.2. Lisandi mdju

ESI/MS lahustites kasutatakse ionisatsiooni parandamiseks erinevaid lisandeid ja puhvreid.
Lisandite valikul peab arvestama nende lahustuvuse ja lenduvusega, et mitte saastada

ionisatsiooniallikat [5]. Samuti ei tohi puhvri komponendid ise ESI allikas ioniseeruda.

Kindlasti on vajalik leida sobiv lisandi kontsentratsioon, et tagada analiiidi signaali
kontsentratsioonist sdltuvuse lineaarsus. Liiga véike lisandi sisaldus ei pruugi anda parimat
tundlikkust, samas aga liiga korge kontsentratsiooniga lisand vdib analiiiitilise signaali maha

suruda. [5]

Signaali voivad maha suruda ka moned viga tugevalt happelised voi korge pindaktiivsusega
lisandid. Naiteks trifluorodddikhappe (TFA) puhul on signaali mahasurumist tdheldatud.
PAhjus voib olla selles, et TFA-anioon moodustab analiitidi katiooniga ioonpaari ning seelébi

jouab ioniseerunud analiilite gaasifaasi vihem. [5]
Teisalt on aga leitud [17], et ioniseerumist ESI allikas soodustab sipelghappe lisand.

Kodige enam kasutatakse ESI/MS mddtmistel puhvri komponentidena sipelg- ja dddikhapet,

nende ammooniumsoolasid ning ammooniaagi lahust. [5]

1.2.3. pH mdju

Sageli saadakse parim ESI signaal siis, kui analiiiit protoneerub lahuses lisandi komponentide
mojul. Happelised analiiiidid deprotoneeruvad siis, kui nende pKa on lahuse pH véartusest
madalam ning aluseliste analiiiitide protoneerumine toimub, kui nende happelise vormi pKa
on lahuse pH véirtusest korgem. See aga tdhendab, et ithendi ioniseerumine peaks viga

tugevasti sdltuma lahuse pH védrtusest. [5]



Samas on ndidatud, et ESI ndela tipus toimuvate redoksreaktsioonide tottu voib pH ESI
tilkades erineda pH viirtusest esialgsest lahustis kuni 4 pH iihikut (ptk 1.2.1). Positiivses
reziimis on tilkade pH madalam sisestatud lahusti pH véértusest ning seega vdivad mitmed

analiitidid, mis lahuses olid neutraalsel kujul, protoneeruda alles ESI tilgas. [5]

Varem on pH mdju ionisatsiooniefektiivsusele kiill uuritud, ent pH ja lisandi mdju pole
eristatud. Neid efekte on keeruline eraldi uurida, sest pole olemas iihte lisandit, millest saaks

valmistada lahuseid laias pH vahemikus.

1.3. Poord-ESI

P66rd-ESI  (ingl wrong-way-round ionization) on néhtus, mille korral {ihendite
ionisatsiooniefektiivsus kasvab ootuspdrasele vastupidiselt. Nii on tdheldatud korget
intensiivsust [M + H]" ioonidel tugevalt aluselises keskkonnas ning [M — H] ioonidel tugevalt
happelises keskkonnas [18]. Mdiste votsid kasutusele Mansoori et al. [9], kes arendasid edasi
Hiraoka et al. [10] uurimust aminohapete pH-soltuvusest. P66rd-ESI toimumiseks on pakutud

mitut voimalust.

Uhe hiipoteesi jirgi tduseb pH aluselistes lahustes tinu ESI ndelas toimuvatele

elektrokeemilistele protsessidele, mida kirjeldab vorrand 1:
40H" (aq) =02 (g) + 2H20 + 4e™ (metalli pinnal). (1)

Teine hiipotees kirjeldab ioniseerumist gaasifaasilise prootoni lilekandena. See oletus pakuti
vilja Guevremont et al. [19] poolt, et kirjeldada ioniseerumist kdrgetel pH véartustel lahustes,

mis sisaldavad ammoonium- (voi alkiiiilammoonium)ioone. Hiipoteesi kirjeldab vorrand 2:
M (g) + NH4" (g) > [M + H]" (g) + NH;s (g). 2)

Viimastel aastatel on ka Yang et al. [20] uurinud ammoniaagi lahuse mdju gaasi- ning
lahusefaasilisele protoneerumisele. Nad leidsid, et ammoniaagi lahuse lisamisel
metanoolilahusele toimus gaasifaasiline protoneerumine, tdstes oluliselt analiiiitide

ionisatsiooniefektiivsusi.

Samas v0ib ammooniumioon moodustada analiitidi molekuliga ka adukti, mis lagunemisel

voib anda protoneeritud molekuli. Adukti lagunemist kirjeldab vorrand 3:

[M + NH4]" (g) — [M + H]" (g) + NH3 (g). 3)

10



Kolmas versioon kirjeldab ioniseerumist sellistes lahustes, mille lisand pole lenduv ega
sisalda prootonit, nditeks tetrametiiiilammoonium (TMA™). TMA" puhul on pakutud vilja

lahuses toimuv poord-ESI mehhanism [9] vastavalt valemile 4:
{M---TMA"---H20} (1) > {TMA*---OH} + [M + H]" (g). 4)

Kuivord nimetatud kolm versiooni pakuti vélja viimase sajandivahetuse paiku ning siiani pole
p66rd-ESI kirjeldamiseks iihte universaalset mehhanismi leitud, on see valdkond, mida

kindlasti tasub uurida.
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2. MATERJALID, APARATUUR JA MEETODID
2.1. Kasutatud ained

Ionisatsiooniefektiivsused moodeti 10 analiilidile nii puhtas vesikeskkonnas kui puhtas
metanoolis, varieerides lahuste koostist ning pH véirtust. Vesilahused valmistati Millipore
veepuhastuseadmega (Milli-Q Advantagel0) saadud {iilipuhtast veest, mille eritakistus oli
18,2 MQ - cm ning orgaanilise siisiniku iildsisaldus (TOC) <5 ppb. Metanoolilahused tehti
HPLC puhtusega metanoolist (Sigma-Aldrich) ning nende Karl Fischeri tiitrimismeetodil
moddetud veesisaldused jdid vahemikku 0,06% kuni 1%. Tetraetiiilammooniumi
ionisatsiooniefektiivsuse véirtuse leidmisel kasutati lahustina HPLC puhtusega atsetonitriili

(Sigma-Aldrich).

Vees mooddeti ionisatsiooniefektiivsusi 28-s erineva koostise ning pH vidirtusega lahuses
vahemikus pH™© =1,42...10,29, metanoolis 14-s erineva koostise ning pH viirtusega
lahuses vahemikus pHM®OH =363...12,24. Lahuste valmistamiseks kasutati jirgmisi
lisandeid: trifluorodddikhape (Sigma-Aldrich), oblikhappe dihiidraat (Lach:Ner), sipelghape
(Sigma-Aldrich), &adikhape (Sigma-Aldrich), sidrunhape (Fisher), ammooniumfluoriid
(Sigma-Aldrich), ammooniumatsetaat (Sigma-Aldrich), ammooniumformiaat (Sigma-
Aldrich), ammoniumhiidroksiid (Sigma-Aldrich) ja metiiilamiin (Sigma-Aldrich). Ko&ik
lisandid peale oblikhappe dihiidraadi ja sidrunhappe olid LC/MS puhtusega. Koikidest
lisanditest valmistati 5 mM lahused ning oblikhappe dihiidraadist lisaks ka 50 mM vesilahus,

et laiendada mddtmisala madala pH™:© suunas. Mitmest lisandist koosneva lahuse saamiseks

segati 5 mM lahuseid sellises vahekorras, et saada soovitud pH.

Ankurainena kasutati ionisatsiooniefektiivsuste mdotmisel tetraetiiiilammoonium perkloraati
(Fluka), mille suhtes moddeti veel kiimne analiilidi ionisatsiooniefektiivsused. Need
analtiidid olid N,N-dimetiiiilaniliin (Reakhim), 4-metoksii-N,N-dimetiiiilaniliin (Sigma-
Aldrich), kinoliin (Sigma-Aldrich), 2,6-diaminopiiridiin (Sigma-Aldrich), 4-aminobensoehape
(Sigma-Aldrich), I-naftiitilamiin (Reakhim), 2-amino-2(hiidroksiimetiiiil)-1,3-propaandiool
(Sigma-Aldrich), 2-aminofenool (Sigma-Aldrich), 4-metokstianiliin -~ (Reakhim,
timberkristallitud vesi-etanool segus) ja 2-metiiiil-8-aminokinoliin (Reakhim). Kodikide ainete
puhtused olid kontrollitud massispektromeetriga. Ainete struktuurvalemid ja fiisiko-

keemilised omadused on toodud lisas (Lisa 1).
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Metanoolilahuste  kalibreerimiseks  kasutati  oblikhappe  dihiidraati  (Lach:Ner),

ammoniumoksalaati (Reakhim), salitstiiilhapet (Reakhim) ja naatriumsalitsiilaati (Reakhim).

UV-Vis spektrofotomeetriliste modtmiste ning lahuste pH temperatuurist séltuvuse uurimise
jaoks kasutati dddikhapet  (Fisher), naatriumatsetaati (Reakhim), naatriumtetraboraati
(Reakhim), dinaatriumvesinikfosfaati  (Fisher), kaaliumdivesinikfosfaati (Fisher) ning

kaaliumdivesiniktsitraati (Reakhim).
2.2. Aparatuur

Ionisatsiooniefektiivsusi moddeti Agilent Technologies kolmekordse kvadrupooliga (3Q)
massispektromeetril (6495 Triple Quad LC/MS) positiivses reziimis, kasutades ESI (Agilent
Jet Stream) allikat. Mootmistel kasutatud ESI parameetrid olid: kapillaaripinge 3000 V,
pihustusgaasi rohk 20 psi, kuivatusgaasi voolukiirus 12 1/min, kuivatusgaasi temperatuur

200 °C, kardingaasi voolukiirus 11 I/min ja kardingaasi temperatuur 250 °C.

Kontroll-moddtmised veefaasis teostati Agilent Technologies ioonloksuga massispektromeetril
(LC/MSD Trap XCT) samuti positiivses reziimis, kasutades ESI allikat, mille parameetrid
olid: kapillaaripinge 3500 V, pihustusgaasi rohk 50 psi, kuivatusgaasi voolukiirus 10 I/min,

kuivatusgaasi temperatuur 350 °C.

Analiiiitide  pKa™°  viidrtused 50°C  juures mdddeti  Evolution 300 UV-Vis
spektrofotomeetriga (Thermo Fisher Scientific) kasutades kvartskiivette ning termostaati. pH-
meetri kalibreerimiseks kasutati nelja lahuse (ptk 2.1) teadaolevaid pH véértusi 50 °C juures

[21].

Nii vesilahuste kui ka metanoolilahuste pH modtmiseks kasutati klaaselektroodi
(Oakton-WD-35801-00) ning pH-meetrit (Evikon E6115). Lahuste valmistamisel kasutati
analiiiitilist kaalu (Sartorius LA230S) ning automaatpipette (Eppendorf Reasearch plus).

2.3. Meetodid

Absoluutsel meetodil on ionisatsiooniefektiivsuste mdidramine vdga keeruline [22] ning

seetOttu kasutati selles to0s suhtelist meetodit.

Ionisatsiooniefektiivsuste mootmiseks valmistati analiilitidest standardlahused, mille
kontsentratsioonid jdid vahemikku 10-122 uM. Nimetatud standardlahused segati lahustiga

massispektromeetri automaatse proovisisestussiisteemi abil ning siistiti massispektromeetrisse
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viiel erineval kontsentratsioonil. Lahuste kontsentratsioonid, mida massispektromeetrisse

stistiti, olid vahemikus 0,1 kuni 4,1 uM sdltuvalt ainest ja lahjendusest.

Saadud tulemustest koostati iga analiiiidi jaoks kalibreerimisgraafik telgedes analiiiitiline
signaal vs. lahuse kontsentratsioon ning ionisatsiooniefektiivsuste leidmiseks kasutati valemit

51[23]:

tous([M+H]") IC(M)
tous(EuN") ~ IC(EtN")

loglE(M) = log( ) + loglE(EtaN™). (5)

Valemis toodud M tahistab analiiiiti ning Et4N" tetraetiiiilammoniumit. Valem arvestab ka
ainete isotoopjaotust (IC). Tetraetiiilammoonium oli t66s ankuraineks. Kdik modtmised
teostati just selle aine suhtes, sest tetraetiililammooniumi ionisatsiooniefektiivsus on lahuse

pH véirtusest soltumatu [24].

Tetraetiililammooniumi ionisatsiooniefektiivsuse véirtused vees ja metanoolis saadi
keskmistades kahel instrumendil ning kahel meetodil mdddetud tulemustest. Kolmekordse
kvadrupooliga seadmel arvutati ionisatsiooniefektiivsus kahe lahusti vahelise tdusude suhte
meetodil ning ioonloksuga massispektromeetril infuseerimisel saadud tulemustest. Mdlemal
juhul voeti referentsvddrtuseks 4,16, mis on varem leitud tetraetiililammooniumi
ionisatsiooniefektiivsuse viirtus atsetonitriili ja 0,1% sipelghappe 80:20 segus [24]. Tousude

suhte meetodi puhul kasutati valemit 6:

loglE(L,) = 4,16 + log (:3%) (6)
kus loglE(Ln) téhistab tetraetiililammooniumi ionisatsiooniefektiivsust uuritavas lahustis,
tousLn tetraetiililammooniumi kalibreerimisgraafiku tdusu uuritavas lahustis ning tousan
tetraetiililammooniumi tdusu atsetonitriili ja 0,1 % sipelghappe 80:20 segus. Infuseerides
kasutati  analoogset valemit, kus tdusude asemel kasutati signaalide suhet

kontsentratsioonidesse. Tetractiiilammooniumi ionisatsiooniefektiivsuse véairtuseks vees

saadi 3,86 ning metanoolis 4,35.

UV-Vis spektrofotomeetriliste modtmiste ning lahuste pH temperatuurist soltuvuse uurimise
jaoks kasutati nelja kalibreerimislahust. Need lahused olid 100 mM &idikhappe ja 100 mM
naatriumatsetaadi lahus, 0,01 m naatriumtetraboraadi lahus, 0,025 m
dinaatriumvesinikfosfaadi ja 0,025 kaaliumdivesinikfosfaadi lahus ning 0,05 m

kaaliumdivesiniktsitraadi lahus. [21]
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Analiiiitide pKa™© viirtused 50 °C juures leiti spektrofotomeetrilisel meetodil. Selleks

moddeti analiilitide neutraalsete ja protoneeritud vormide spektrid erinevate pH viirtustega

lahustes ning pKa"2© viirtuste arvutamiseks kasutati valemit 7:
A-A
pK, = —log|(S24%) x [H*]], %)

kus [H'] tihistab vesinikioonide kontsentratsiooni, Aau’ tidhistab neeldumist kindlal
lainepikkusel sellise pH védrtusega lahuses, kus analiiiit on tdielikult protoneeritud, Aa
tahistab neeldumist kindlal lainepikkusel sellise pH védrtusega lahuses, kus analiilit on
taielikult neutraalses vormis ning A tdhistab neeldumist kindlal lainepikkusel suvalise pH

vadrtustega lahuses, kus analiiiit esineb nii protoneeritud kui ka neutraalsel kujul.

Metanoolilahuste pHM®°" mddtmiseks valmistati tépsetel kontsentratsioonidel kaks

HMeOH

kalibreerimislahust metanoolis, mille p viirtused olid teada. Uks kalibreerimislahus

valmistati 10 mM oblikhappe dihiidraadist ja 10 mM ammooniumoksalaadist ning teine

HMeOH

10 mM salitsiiiilhappest ja 10 mM naatriumsalitsiilaadist. Saadud lahuste p vadrtused

olid vastavalt 5,8 ja 7,5. [25]
2.4. Arvutused

Igale analiitidile leiti Molinspiration kalkulaatoriga [26] logP ning ACE ja JChem

H>O

happelisuse-aluselisuse kalkulaatoriga [27] pKa™2" védrtused. Samuti leiti kirjandusest ning

andmebaasidest analiiiitide pKaM*°! viirtused [28] ning PA viirtused [29].

Ionisatsiooniefektiivsuste kokkulangevusi kontrolliti t-testiga 95% usaldusnivool, kasutades

valemeid 8 ja 9 [30]:

$2 — (ny—1)xs2+(n,—1)xs% ®)

(ny—n,-2)

t = (351—9?2)' (9)
s |———

ny nz

3
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3. TULEMUSED
3.1. lonisatsiooniefektiivsuse uurimine vees ja metanoolis

To0 eesmérgiks oli uurida, kuidas lahuse pH ning lisandid mdjutavad ionisatsiooniefektiivsust
ESI allikas. Selleks modddeti analiiiitide ionisatsiooniefektiivsusi 28 erineva koostise ja pH
viirtusega vesilahuses. Uuritud pH™® vahemikuks oli 1,42 kuni 10,29. Samuti mdddeti

analiilitide ionisatsiooniefektiivsusi 14 erineva koostise ja pH védrtusega metanoolilahuses,

kus uuritud pHM*°H yahemikuks oli 3,63 kuni 12,24.

Koikide lahustega tehti vdhemalt 2 kordusmoodtmist. Tulemuste kooskodlalisust hinnati
kogutud standardhélbega s, mis jdi vesilahustes vahemikku 0,07 kuni 0,37. Seejuures oli
vesilahustest kdige parem kooskdla 50 mM oblikhappe lahuses (pH"° = 1,42) ning kdige
kehvem 1mM ammoniaagi lahuses (pH'™®=937). Metanoolilahustes jii kogutud
standardhdlve vahemikku 0,08 kuni 0,21. Seejuures oli metanoolilahustest kdige parem
kooskdla 5 mM oblikhappe lahuses (pHM®O! = 4,10) ning kdige kehvem 5 mM sipelghappe ja

ammooniumatsetaadi puhverlahuses (pHM°! = 6,30).

Ionisatsiooniefektiivsusi prooviti mddta ka ilma lisandita puhtas vees, kuid kordusmddtmistel
saadud tulemused olid ebausaldusvéérsed ning mittekorduvad.

20 yiartused olid vahemikus 2,7 kuni

Modtmised viidi 18bi 10 aluselise analiiiidiga, mille pKa
9,0 [27] ning teadaolevad pK.M*°! viirtused vahemikus 5,16 kuni 10,25 [28]. Analiiiitide
oktanool-vesi jaotumist kirjeldavad logP véartused olid vahemikus -2,12 kuni 2,58 [26] ning
teadaolevad PA-d vahemikus 864,7 kuni 953,2 kJ/mol [29]. K&ik ionisatsiooniefektiivsused
moodeti  suhtelisel meetodil. Ankurainena kasutati tetraetiiilammooniumit, mille
ionisatsiooniefektiivsuse vadrtus moddeti peatiikis 2.3 kirjeldatud meetodil. Vesilahuses saadi
tetraetliilammooniumi ionisatsiooniefektiivsuse viddrtuseks 3,86 ning metanoolis 4,35.

Analiititidele mdddetud ionisatsiooniefektiivsused vesilahustes on toodud tabelis 1 ja

metanoolilahustes mdddetud ionisatsiooniefektiivsused on toodud tabelis 2.

Koige  korgem  mdddetud  ionisatsiooniefektiivsus  (loglE =4,34)  vees  oli
2-metiiiil-8-aminokinoliinil 5 mM sidrunhappe lahuses (pH™C =2,47). Kd&ige madalam
ionisatsiooniefektiivsus  (loglE =0,43) vees oli kinoliinil 5mM sipelghappe ja
ammooniumformiaadi puhverlahuses (pH™® = 5,00). Kdige suurem ionisatsiooniefektiivsuse

muutus (AloglE = 2,67) vees uuritud pH vahemikus oli kinoliinil 5 mM sidrunhappe
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Tabel 1.

Vesilahustes moddetud ionisatsiooniefektiivsused

= fj»
= = =
g | 8 £ | g 3 'S
Analli z |2 2| £z |Eg|lz|E |z
< e =1 < g [ 2 e c e
s|£|s 3|2 |5 |82/ &8 |8 |¢
e 2|2 |s|£|s8|2|es|2|2|§ ]|
£ - £ £ o £ |S2| E =) o
5 | F || €|l |8 |lce| s | g |=
: z | 3 S E |2 (g% |53
Koostis =z S o < e £
: E :
= &
1,42 50 MM HOOCCOOH 3,01 | 3,88 | 3,05 (3,10 | 2,56 | 3,12 | 2,31 | 2,88 | 2,66 | 3,34 | 0,07
2,09 5 mM HOOCCOOH 2,96 | 3,83 | 2,98 | 3,53 | 2,66 | 3,30 | 2,31 | 3,03 | 2,82 | 3,54 | 0,17
2,40 5mM CF3COOH 2,79 | 3,61 | 2,65 | 343 | 1,91 | 2,73 | 2,12 | 2,48 | 2,49 | 3,29 | 0,19
2,47 5 mM HOOCC(OH)(CH,COOH), | 3,06 | 3,83 | 3,10 | 3,87 | 3,62 | 3,96 | 3,32 | 3,80 | 3,54 | 4,34 | 0,08
2,75 HOOCCOOH! 2,82 | 3,68 | 2,78 | 3,52 | 2,44 | 2,95 | 1,95 | 3,04 | 321 | 3,55 | 0,22
2,79 5 mM HCOOH 2,50 | 3,58 | 2,51 | 3,40 | 2,73 | 3,12 | 2,41 | 3,04 | 3,07 | 3,68 | 0,31
3,00 5 mM HCOOH + CH;COONH, 0,86 | 2,70 | 1,56 | 3,47 | 2,10 | 2,63 | 1,87 | 2,20 | 2,09 | 3,07 | 0,20
3,00 5 mM HCOOH + HCOONH, 0,70 | 2,75 | 1,43 | 3,59 | 1,94 | 2,02 | 1,69 | 2,08 | 1,84 | 2,86 | 0,14
3,08 1 mM HCOOH 1,60 | 3,62 | 2,57 | 3,56 | 2,68 | 3,13 | 2,35 | 3,22 | 3,49 | 3,53 | 0,35
3,15 5 mM CH;COOH 1,58 | 3,67 | 2,94 | 3,78 | 3,01 | 3,65 | 2,95 | 3,52 | 3,35 | 4,22 | 0,14
3,25 5 mM HCOOH + CH;COONH, 0,85 | 2,57 | 1,39 | 3,54 | 2,00 | 2,34 | 1,85 | 2,14 | 2,04 | 2,95 | 0,13
3,50 5 mM HCOOH + CH;COONH, 0,81 | 2,23 | 1,26 | 337 | 1,92 | 2,11 | 1,62 | 2,08 | 1,81 | 2,67 | 0,24
3,67 0,1 MM HCOOH 1,18 | 3,54 | 2,24 | 3,43 | 2,60 | 3,11 | 2,32 | 3,25 | 3,50 | 3,47 | 0,21
4,00 5 MM HCOOH + CH;COONH, 0,88 | 1,97 | 0,77 | 3,48 | 1,97 | 1,87 | 1,62 | 1,92 | 1,63 | 2,36 | 0,17
4,01 5 MM HCOOH + HCOONH, 0,92 | 2,00 | 0,74 | 3,54 | 1,73 | 1,56 | 1,42 | 1,92 | 1,50 | 2,48 | 0,16
5,00 5 MM HCOOH + HCOONH, 0,81 | 1,88 | 0,43 | 3,60 | 1,92 | 1,48 | 1,52 | 1,91 | 1,34 | 2,12 | 0,09
5,00 5 MM HCOOH + CH;COONH, 0,84 | 1,57 | 0,63 | 3,50 | 1,90 | 1,57 | 1,74 | 1,85 | 1,27 | 1,94 | 0,22
5,52 5 mM NH4F 1,29 [ 2,12 | 1,19 | 3,83 | 2,67 | 1,83 | 2,43 | 1,94 | 1,66 | 2,58 | 0,16
5,90 5 MM HCOOH + CH;COONH, 1,00 [ 1,77 | 0,55 | 3,46 | 1,85 | 1,81 | 1,82 | 1,94 | 1,39 | 2,12 | 0,25
5,92 5 MM HCOOH + HCOONH, 1,07 | 1,81 | 0,68 | 3,44 | 2,07 | 1,71 | 1,73 | 2,02 | 1,46 | 2,30 | 0,17
6,60 1 mM CH3;COONH, 0,71 | 1,89 | 0,60 | 3,25 | 1,67 | 1,81 | 2,00 | 1,83 | 1,48 | 2,14 | 0,18
6,68 5 mM CH;COONH, 1,09 | 1,94 | 0,66 | 3,38 | 1,79 | 1,86 | 2,13 | 2,05 | 1,50 | 2,20 | 0,21
6,77 10 mM CH3;COONH, 0,85 | 1,79 | 0,70 | 3,12 | 1,74 | 1,55 | 1,99 | 1,69 | 1,21 | 1,88 | 0,15
8,05 5 MM NH,OH + CH;COONH, 1,00 | 1,90 | 0,58 | 3,40 | 2,09 | 1,84 | 2,25 | 2,00 | 1,49 | 2,23 | 0,22
8,99 5 MM NH,OH + CH;COONH, 0,79 | 1,75 | 0,44 | 3,48 | 2,09 | 1,74 | 2,33 | 1,91 | 1,47 | 2,25 | 0,27
9,37 1 mM NH; 0,92 | 2,28 | 0,91 | 3,44 | 1,96 | 2,19 | 2,56 | 2,98 | 3,08 | 3,60 | 0,37
10,10 5mM NH; 0,83 | 2,59 | 0,97 | 3,30 | 2,09 | 2,36 | 2,64 | 2,56 | 2,58 | 3,59 | 0,29
10,29 10 mM NH;, 1,14 | 2,77 | 1,43 | 2,92 | 2,38 | 2,61 | 2,88 | 3,08 | 3,07 | 3,79 | 0,30

loblikhape — lahjendatud kuni pH"20 = 2,75
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Tabel 2. Metanoolilahustes moddetud ionisatsiooniefektiivsused

£ L”
b = c
c ‘_% £ %) g :E
Analuiiit = 32 5 g c |2 _| = £ 3
5| B S |5 | E |ES| 8| E |
s | £l |2 |8 |5§ |2838|5 |58 =<
Mo 2|12 |5 |2 |8 |2 |28/ |83 |¢ |
PH E|Zz|E|E |8 |2 |58l € |35 |8
s |Z | |8 || 8|22 § |8 |3
' S 9 IS 0 Y o q IS S
i il o -2 A R T
Koostis > S ~ i © 2
g = &
£ §
~ &
3,63 5mM CF;COOH 3,64 | 3,98 | 3,63 | 4,05 | 2,60 | 429 | 2,56 | 3,64 | 3,72 | 4,60 | 0,18
4,10 5 mM HOOCCOOH 3,32 3,74 | 3,36 | 3,72 | 2,28 | 3,81 | 2,22 | 3,13 | 3,34 | 4,17 | 0,08
5,35 HOOCCOOH! 3,05 | 3,55 | 3,00 | 3,42 | 0,67 | 3,43 | 1,76 | 2,80 | 3,00 | 4,05 | 0,12
5,40 5mM HCOOH 2,77 | 3,15 | 2,65 | 3,27 | 1,50 | 3,46 | 1,84 | 2,83 | 3,09 | 3,68 | 0,18
5,90 1 mM HCOOH 2,56 | 3,20 | 2,41 | 3,25 | 0,80 | 3,38 | 1,72 | 2,80 | 3,02 | 3,54 | 0,14
6,10 5mM HCOOH + CH;COONH, 2,56 | 3,33 | 2,86 | 3,62 | 1,42 | 3,24 | 1,10 | 2,46 | 2,69 | 4,07 | 0,10
6,30 5mM HCOOH + CH;COONH, 2,72 (3,20 | 2,72 | 343 | 1,24 | 3,12 | 1,57 | 2,54 | 2,73 | 3,91 | 0,21
6,48 5mM CH;COOH 2,34 | 2,76 | 2,09 | 3,17 | 0,87 | 2,80 | 2,01 | 2,56 | 2,83 | 3,44 | 0,18
6,64 0,1 mM HCOOH 2,55 | 345 | 2,75 [ 3,34 | 0,70 | 3,52 | 1,84 | 2,95 | 3,20 | 3,92 | 0,14
7,60 5mM HCOOH + CH;COONH, 1,65 | 2,28 | 1,74 | 3,42 | 094 | 2,47 | 1,50 | 1,95 | 2,13 | 3,03 | 0,09
8,40 5mM HCOOH + CH;COONH, 134 | 2,13 | 1,57 | 3,75 | 1,09 | 2,33 | 1,62 | 2,09 | 2,07 | 2,95 | 0,16
9,36 5mM NH,4F 1,20 | 2,14 | 1,46 | 3,35 | 1,16 | 1,98 | 1,94 | 1,60 | 1,82 | 2,82 | 0,08
10,10 5 mM CH3;COONH, 1,29 | 2,10 | 1,63 | 3,11 | 0,86 | 2,19 | 1,67 | 1,94 | 1,96 | 2,99 | 0,19
12,24 5 mM NH; 1,34 | 2,54 | 2,04 | 3,08 | 0,71 [ 225 | 1,77 | 1,87 | 2,19 | 3,29 | 0,16

loblikhape — lahjendatud kuni pHM<H = 5 35

(pH"2° = 2,47) ja 5 mM sipelghappe ja ammooniumformiaadi puhverlahuse (pH™° =5,00)
vahel. Samas koige vdhem muutus vees 2,6-diaminopiiridiini ionisatsiooniefektiivsus
(AloglE=0,95) 5mM sidrunhappe (pH™®=2,47) ja 10mM ammoniaagi lahuse
(pH"° = 10,29) vahel.

Metanoolis oli  kdige korgem mdddetud ionisatsiooniefektiivsus  (loglE = 4,60)
2-metiiiil-8-aminokinoliinil 5 mM trifluorodidikhappe lahuses (pHM®" =3 63). Kodige
madalam ionisatsiooniefektiivsus metanoolis (loglE =0,67) oli 4-aminobensoehappel
oblikhappe lahuses (pHM®°H=535). Kdige suurem ionisatsiooniefektiivsuste muutus
(AloglE =2,44) metanoolis oli N,N-dimetiitilaniliinil 5 mM trifluorodddikhappe lahuse
(pHMeO! = 3 63) ja 5 mM ammooniumfluoriidi lahuse (pHM*°H = 9,36) vahel. Kdige viiiksem
loglE véartuste muutus (AloglE = 0,97) oli 2,6-diaminopiiridiinil 5 mM trifluorodddikhappe
lahuse (pHM®°! = 3 63) ja 5 mM ammoniaagi lahuse (pHM*°! = 12,24) vahel.
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Nii vees kui metanoolis mdddetud ionisatsiooniefektiivsusi kasutades koostati Microsoft
Exceli Solveri rakendusega sobitatud loglE vs. pH graafikud. Vees mdddetud tulemuste
sobitatud graafik koostati pH"2© viirtuste vahemikus 1,42 kuni 6,68 ning metanoolis pHM<O!
védrtuste vahemikus 3,63 kuni 10,10. Kdikide ammoniaagi lahuste pH-punktid jaeti vélja, sest
seal oli mérgata poord-ESI efekti (ptk-d 1.3 ja 3.2). Sobitatud graafikud koostati vastavalt

tiitrimiskOverat iseloomustavale valemile 10:

loglE = a x L ) +b. (10)

[H*]+Kq

Valemis mérgib a ionisatsiooniefektiivsuste muutust graafiku hiippe alas, b graafiku alumise
platoo ionisatsiooniefektiivsuse védrtust ning Ka sobitatud dissotsiatsioonikonstanti. Nii vee
kui metanooli sobitatud graafikud on toodud joonisel 1 ning sobitatud graafikud koos
moddetud punktidega igale analiiiidile on toodud lisas (Lisa 2). Lisas 3 on esitatud

sobitamisel saadud kordajate a, b ja Ka™2° viidrtused nii vees kui metanoolis.

VESI MetanOOI = N N-dimetiiiilaniliin
4.5 45 o= 4-metoksit-N.N-dimetititlaniliin
1.0 4.0 ==kinoliin
3.5 3,5 =7 6-diaminopiiridiin
3,0 3,0 =4-aminobensochape
| pe
% 2.5 E 2.5
2 g === -naftitilamiin
= =
2.0 20 )
2-amino-2(hiidroksiimetiiiil )-
L5 1,5 1,3-propaandiool
2-aminofenocol
1.0 1,0
4-metoksiianiliin
0.5 0,5
1020 30 40 50 60 70 30 40 50 60 70 80 90 100 2-mettiiil-8-aminokinoliin
pHH20 pHMeoH

Joonis 1. Sobitatud graafikud vees ja metanoolis

Sobitamisel saadud kordajaid a, b ja Ka™2° ning nende kombinatsioone korreleeriti analiiiitide
parameetritega logP, pKa™2°, PA ja pK.M®©H. Parim korrelatsioon vees oli a ja PA vahel
(R?=0,87), kusjuures tdus oli positiivne. Teised kombinatsioonid ei andnud rahuldavaid
seoseid (R%< 0,6). Metanoolis ei korreleerunud iikski ennustatud parameeter ei logP, pKa2°,

PA ega pKMOH viidrtustega rahuldavalt (R? < 0,31).

Varasemad uuringud [15, 16] on ndidanud, et tilga temperatuur ESI allikas muutub,
temperatuuriga muutub ka analiiiidi pKa véirtus. Eeldades ESI tilga temperatuuri tousu [16],

midrati spektrofotomeetriliselt kolme analiiiidi pKa™2° viirtused 50 °C juures kontrollimaks,
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kas sobitatud koverate (joonis 1) hiippe asukoht v3ib olla seletatav temperatuuri tdusuga

tilgas. Tulemused on toodud tabelis 3.

Samuti kontrolliti, kuidas muutub lahuse pH 50 °C juures ning leiti, et happelistes lahustes
muutub pH minimaalselt (ApH = 0...0,11), samas kui aluseliste lahustes voib lahuse pH 50 °C

juures olla ligi 1 iihik madalam kui sama lahuse pH toatemperatuuril.

Tabel 3. Analiiiitide arvutatud pKa'™2° viirtused [27], sobitamisel saadud pKa'2° viirtused

ning spektrofotomeetriliselt miiratud pKa™2° viirtused 50 °C juures

Analliit pK . % arvutatud | pK ,"?° sobitatud pK .22 50 °C
kinoliin 4,90 3,24 4,40
1-naftiidilamiin 3,90 3,45 3,49
2-metldl-8-aminokinoliin 4,70 3,64 4,33

Lisaks vorreldi molemas lahustis analiilitide omavahelist ionisatsiooniefektiivsuste jarjekorda
erinevate lisanditega lahustes. Nii vesi- kui ka metanoolilahuste puhul selgus, et need
analiiiidid, mis on kdige korgema ionisatsiooniefektiivsusega happelistes lahustes, ei pruugi
olla korgeima ionisatsiooniefektiivsusega aluselistes lahustes (joonis 1). Eelnevat kinnitas ka
SmM sipelghappe lahuses mdddetud ionisatsiooniefektiivsuste korreleerimine 5 mM
Molemas lahustis olid

R?=0,69.

ammoniaagi lahuses moddetud ionisatsiooniefektiivsustega.

korrelatsioonid ~kehvad: vees R?=0,56 ning metanoolis Nimetatud

korrelatsioonigraafikud nii vees kui metanoolis on toodud lisas (Lisa 4).

Analiilitide suhtelisi ionisatsiooniefektiivsusi kindla lisandiga vesilahuses vorreldi ka sama

lisandiga metanoolilahuse suhteliste ionisatsiooniefektiivsustega. Tuli vilja, et need

analiitidid, mis on kdrge ionisatsiooniefektiivsuse vairtusega 5 mM sipelghappe vesilahuses,
ei pruugi seda olla 5 mM sipelghappe metanoolilahuses ning sama jareldus kehtib ka 5 mM
lahuste korral Seda kinnitas ka metanoolis mdddetud

ammoniaagi (joonis 1).

ionisatsiooniefektiivsuste  korreleerimine vees mdddetud ionisatsiooniefektiivsustega.
Madlema lisandi puhul olid korrelatsioonid kehvad: 5 mM sipelghappe R? = 0,55 ning 5 mM
ammoniaagi lahuse R? = 0,43. Nimetatud korrelatsioonigraafikud on toodud lisas (Lisa 5).

3.1.1. lonisatsiooniefektiivsuste vordlus kahel massispektromeetril

Ionisatsiooniefektiivsusi moddeti kolmekordse kvadrupooliga (3Q) massispektromeetril, mis
oli tthendatud termilise fokuseerimisega ESI allikaga. Tulemuste kontrolliks mdddeti samade

analtiiitide 1onisatsioonefektiivsusi ka ioonl0ks massispektromeetril, mis oli iihendatud
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tavalise ESI allikaga. Kontroll-mddtmised ioonldksul teostati vesilahustes viiel pH™©

vaartusel vahemikus 2,42 kuni 10,10. Saadud tulemused on toodud tabelis 4.

Masinatevahelise ~ kokkulangevuse  hindamiseks  koostati igal pH™®  viirtusel
korrelatsioonigraafikud. Kahe masinaga saadud tulemuste korrelatsioon oli hea
(R?=0,72...0,85). Korrelatsioonigraafiku vabaliige oli statistiliselt oluliselt erinev nullist.
Korrelatsioonigraafikud kahel instrumendil mdddetud tulemuste vahel on toodud lisas (Lisa
6).

Tabel 4. Tonisatsiooniefektiivsuste vordlus 3Q ja ioonldoks massispektromeetril

. :'-
= = £
£ % £l g 3 3
= B — - c
B Analtit = 3 b} kS £ sl s = £
S < L =] < g |32 S = =]
] = E c o 2 5 25 S S £
wo| § 2|3 |5 | 2|5 |3 |es|8|3|GE
pH 2 @ z 2 = 3 5 |5 8| & ° [ ®
2 £ : S 1S S) E |S2| g S @
c S Z ~ 8 £ s (£ 9 S 5] =
= - Zl_ ;a E g & R:’ o & E 3
Koostis = é ~ Bid 8 qé
£ IS R
= g
3Q 2,79 | 3,61 | 2,65 | 343 | 191 | 2,73 | 2,12 | 2,48 | 249 | 3,29 | 0,19
2,42 5 mM CF;COOH
ioonldks 3,30 | 435 | 3,10 | 3,62 | 2,64 | 3,28 | 2,89 | 3,11 | 3,61 | 4,11 | 0,41
3Q 1,60 | 3,62 | 2,57 | 3,56 | 2,68 | 3,13 | 2,35 | 3,22 | 3,49 | 3,53 | 0,35
2,79 5 mM HCOOH
ioonlgks 279 | 3,74 | 2,96 | 3.42 | 3,07 | 3,51 | 2,90 | 322 | 330 | 3.92 | 0,22
3Q 0,86 | 2,70 | 1,56 | 3,47 | 2,10 | 2,63 | 1,87 | 2,20 | 2,09 | 3,07 | 0,20
3,00 5 mM-d HCOOH + CH3;COONH,
ioonldks 0,82 | 3,82 | 2,21 | 3,77 | 2,97 | 2,73 | 2,71 | 2,88 | 3,53 | 3,92 | 0,27
3Q 1,09 | 1,94 | 0,66 | 3,38 | 1,79 | 1,86 | 2,13 | 2,05 | 1,50 | 2,20 | 0,21
6,68 5 mM CH3;COONH;,
ioonldks 1,59 | 3,26 | 1,32 | 3,28 | 2,36 | 2,08 | 2,40 | 2,48 | 2,20 | 2,56 | 0,39
7,90 | ioonldks 1 mM CH3NH, 0,86 | 2,67 | 1,48 | 3,00 1! 1,08 | 2,52 | 1,66 | 2,06 | 3,35 | 0,28
3Q 0,83 | 2,59 | 0,97 | 3,30 | 2,09 | 2,36 | 2,64 | 2,56 | 2,58 | 3,59 | 0,29
10,10 5 mM NH,OH
ioonldks 1,11 3,51 | 2,28 | 3,56 | 2,80 | 2,89 | 3,23 | 2,87 | 3,19 | 3,95 | 0,25

! tundlikkus ei olnud md3tmisteks piisav
3.2. POord-ESI nahtuse uurimine

Korgetel pH viirtustel 14bi viidud katsete tulemustest oli niha, et ionisatsiooniefektiivsus
muutus  vastupidiselt  ootustele. Nimelt tousis uuritud aluseliste  analiititide
ionisatsiooniefektiivsus ammoniaagi lahustes. Sellist ndhtust on ka varem mérgatud ning

nimetatud p66rd-ESI ionisatsiooniks [9].

P66rd-ESI néhtuse kinnitamiseks vorreldi S mM ammoniaagi lahuses mdddetud ionisatsiooni-
efektiivsusi talle eelnevas pH-punktis moddetud ionisatsiooniefektiivsustega. Vees vorreldi

seega 5 mM ammoniaagi lahuse (pH™°=10,10) ning 5 mM ammooniumatsetaadi ja
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ammoniaagi puhverlahuse (pH™® = 8,99) ionisatsiooniefektiivsusi ning metanoolis 5 mM
ammoniaagi lahuse (pHM®°"=1224) ning 5 mM ammooniumatsetaadi (pHM*°! =10,10)
ionisatsiooniefektiivsusi. VOib 6elda, et kdikidel analiititidel, mille kahe vorreldud pH-punkti

ionisatsiooniefektiivsused on statistiliselt erinevad, esineb po6rd-ESI néhtus.

Tulemustest selgub, et vees on statistiliselt kdrgem ionisatsiooniefektiivsus 5 mM
ammoniaagi lahuses vorreldes pH™ viirtusel 8,99 mdddetud tulemustega kuuel analiiiidil:
4-metoksii-N,N-dimetiiiilaniliinil  (AloglE =0,84), 2-aminofenoolil (AloglE =0,65), 4-
metokstianiliinil (AloglE = 1,11), kinoliinil (AloglE = 0,52), 1-naftiiilamiinil (AloglE = 0,62)
ja 2-metiiiil-8-aminokinoliinil (AloglE = 1,34). Visuaalselt oli loglE vs. pH™:© graafikult niha
ka 2-amino-2(hiidrokstlimetiiiil)-1,3-propaandiooli ionisatsiooniefektiivsuse tous korgetel pH
vidrtustel, ent 5 mM ammoniaagi lahuses ning pH™ viirtusel 8,99 mdddetud tulemused
statistiliselt omavahel ei erinenud. Samas oli selle analiitidi puhul erandlikult maérgata
ionsatsiooniefektiivsuse  tousu juba alates 1 mM ammooniumatsetaadi  lahusest

(pH™2° = 6,10), mis erines 5 mM ammoniaagi lahusest ka statistiliselt (AloglE = 0,64).

Metanoolis esineb t-testi jargi poord-ESI ndhtust ainult kinoliinil (AloglE = 0,42). Samuti oli
visuaalselt aimata p0ord-ESI néhtust 4-metoksii-N,N-dimetiiiilkinoliinil (AloglE = 0,44),
4-metokstianiliinil (AloglE = 0,24) ja 2-metiiiil-8-aminokinoliinil (AloglE = 0,30), kuid nende
puhul ei esinenud 5 mM ammoniaagi lahuse ning 5 mM ammooniumatsetaadi lahuse

tulemustes statistilist erinevust.

Poord-ESI  1iks  hiipotees  kirjeldab  protoneerumist 1dbi  esialgselt moodustuva
ammooniumadukti lagunemise (vOrrandid 1 ja 2). Seda hiipoteesi kontrolliti kolmel erineval

moel.

Esiteks valmistati vees kolmel erineval ammoniaagi kontsentratsioonil (1 mM, 5 mM ja
10 mM) lahused, et uurida, kas ionisatsiooniefektiivsus soltub ammooniumiooni kogusest
lahuses. Ammoniaagi erineva kontsentratsiooniga lahustes mdddetud
ionisatsiooniefektiivsused on toodud tabelis 1. Enamike analiiiitide 1 mM, 5 mM ja 10 mM
ammoniaagi lahustes mdoddetud ionisatsiooniefektiivsused ei erine liksteisest statistiliselt.
Statistiliselt oluliselt erines vaid 2-aminofenooli ionisatsiooniefektiivsus 1 mM lahuses

vorreldes 5 mM lahusega.
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Teiseks uuriti ammooniumaduktide voimalikku teket massispektritest. Uurides 5 mM
ammoniaagi lahuses mdddetud analiiiitide [M + NHa]" ioone, oli neid niha vaid 4-metoksii-

N,N-dimetiitilaniliinil ning 2-metiiiil-8-aminokinoliinil.

Kolmandaks prooviti podrd-ESI hiipoteesi kontrollida ka teise lisandiga. Modtmised viidi 1abi
1 mM metiiiilamiini lahuses (pH™° =7,90) ioonldks massispektromeetril. Peaaegu koikide
analiiiitide ionisatsiooniefektiivsused metiitilamiini lahuses olid vorreldes 5 mM ammoniaagi
lahuses mdddetud ionisatsiooniefektiivsustega statistiliselt olulisel middral madalamad. Ainult
N,N-dimetiiiilaniliini ionisatsiooniefektiivsus ei olnud metiililamiini lahuses statistiliselt

olulisel méddral madalam (AloglE = 0,24) virreldes ammoniaagi lahusega.
3.3. Lisandi koostise mdju uurimine

Mootmiste tulemuste pohjal koostatud loglE vs. pH graafikutelt oli ndha, et ionisatsiooni-
efektiivsus ESI allikas ei soltu liksnes lahuse pH viértusest. Graafikutelt tundus, et pH-efektis
olulisem nii vees kui ka metanoolis oli lisandi koostise ning ka lisandi koostises oleva

vastasiooni mdju.

Lisandi koostise mdju uurimiseks vorreldi t-testiga mitme erineva koostise, kuid sama voi

lahedase pH védrtusega lahustes saadud ionisatsiooniefektiivsusi nii vees kui metanoolis.

Esiteks vorreldi oblikhappe (pH™°=2,75) ning 5mM sipelghappe (pH™° =2,79)
ionisatsiooniefektiivsusi vees ning leiti, et mitte {ihegi analiilidi ionisatsiooniefektiivsused
pole oblikhappe lahuses vorreldes sipelghappe lahusega statistiliselt erinevad.

Samade lisandite vahelist kokkulangevust vaadeldi ka metanoolis. Oblikhappe

MeOH —

(p 5,35) ning 5mM sipelghappe (pHMH =540) metanoolilahustes mdddetud

ionisatsiooniefektiivsused ei ldinud nii hasti kokku. Vorreldes 5 mM sipelghappe lahusega
olid oblikhappe lahuses statistiliselt korgemad ionisatsiooniefektiivsused
4-metoksii-N,N-dimetiitilaniliinil (AloglE =0,41) ja kinoliinil (AloglE = 0,35). Statistiliselt
madalam tulemus oblikhappe lahuses oli 4-aminobensoehappel (AloglE = -0,83).

Teiseks vorreldi 0,1 mM ja 1 mM sipelghappe lahuse ionisatsiooniefektiivsusi neile
lahedastel pH védrtustel teistest lisanditest valmistatud lahuste ionisatsiooniefektiivsustega nii

vees kui metanoolis.

Vees vaadeldi 0,1 mM sipelghappe lahuse (pH™° = 3,67) ionisatsiooniefektiivsusi vorreldes
5mM sipelghappe ja ammooniumatsetaadi puhverlahuste (pH™C viirtustel 3,50 ja 4,00)

ionisatsiooniefektiivsustega. 0,1 mM sipelghappe lahuses olid ionisatsiooniefektiivsused
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vorreldes puhverlahuste ionisatsiooniefektiivsustega statistiliselt oluliselt korgemad
(AloglE =0,66...1,79) koikidel analiiiitidel peale N,N-dimetiiiilaniliini (AloglE = 0,33) ning
2,6-dimetiiiilaniliini  (AloglE =0,01). 1mM sipelghappe  lahuse  (pH™° = 3,08)
ionisatsiooniefektiivsusi vorreldi samuti 5 mM sipelghappe ja ammooniumatsetaadi
puhverlahuste (pH™® viirtustel 3,00 ja 3,25) ionisatsiooniefektiivsustega. Ka 1mM
sipelghappe lahuses olid ionisatsiooniefektiivsused vorreldes puhverlahustega statistiliselt
oluliselt korgemad (AloglE=0,52...1,43) enamike analiilitide puhul. Statistiliselt ei
erinenenud N,N-dimetiiiilaniliini (AloglE = 0,75), 2,6-dimetiiiilaniliini (AloglE = 0,06) ja 2-

amino-2(hiidrokstimetiiiil)-1,3-propaandiooli (AloglE = 0,49) ionisatsiooniefektiivsused.

Metanoolis vdrreldi sama katse raames 0,1 mM sipelghappe lahuse (pHMCH =6,64)
ionisatsiooniefektiivsusi 5 mM sipelghappe ja ammooniumatsetaadi puhvri (pHM! = 6,30)
ionisatsiooniefektiivsustega. Statistiliselt erinev ionisatsiooniefektiivsus neis lahustes oli vaid
2-amino-2(hiidrokstimetiiiil)-1,3-propaandioolil ~ (AloglE = 0,27). I mM  sipelghappe
metanoolilahuse (pHM®®! =5,90) ionisatsiooniefektiivsusi vdrreldi 5 mM sipelghappe ja

ammooniumatsetaadi puhverlahuse (pHM®OH =

6,10) ionisatsiooniefektiivsustega. Statistiliselt
erinevad ionisatsiooniefektiivsused nende lahuste vahel olid kinoliinil (AloglE = 0,45),
4-aminobensoechappel (AloglE = 0,63) ja 2-metiiiil-8-aminokinoliinil (AloglE = 0,54). Lisaks
oli katsest ndha, et metanoolis ei olnud lahusti mdju koikidele analiiiitidele {ihesugune. Osade
analiilitide puhul oli ionisatsioon sipelghappe lahuses suurem ning teiste puhul madalam kui

puhverlahustes.

Kolmandaks vorreldi 5 mM &adikhappe lahuse ionisatsiooniefektiivsusi talle ldhedastel pH
vadrtustel teiste lisanditega lahustes moddetud ionisatsiooniefektiivsustega. Vees vorreldi
5mM &idikhappe lahuse (pH™© =3,15) ionisatsiooniefektiivsusi 5 mM sipelghappe ja
ammooniumatsetaadi puhverlahustes (pH™® viirtustel 3,00 ja 3,25) saadud tulemustega.
Koigi analiiiitide puhul oli ionisatsiooniefektiivsus dddikhappes statistiliselt oluliselt korgem

(AloglE =0,27...1,47) kui ldhedaste pH véartustega puhverlahustes.

Metanoolis vorreldi 5 mM #idikhappe (pHM®OH =6,48) tulemusi 5 mM sipelghappe ja
ammooniumatsetaadi puhvris (pH*°! = 6,30) mdddetud ionisatsiooniefektiivsustega. Selgus,
et addikhappe ionisatsiooniefektiivsused olid statistiliselt olulisel méédral madalamad
vorreldes puhverlahusega kinoliinil (AloglE =-0,63) ning 2-metiiiil-8-aminokinoliinil
(AloglE =-0,47). Samas ei olnud metanoolis 5 mM aidikhappe puhul piisavalt ldhedasel pH

védrtusel punkti, millega ionisatsiooniefektiivsusi vorrelda. Kuna just selles pH piirkonnas
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vOib metanoolilahustes ionisatsioonefektiivsuste hiipe toimuda, siis ei pruugigi tulemused
pHMO! viirtuste 6,48 ning 6,30 vahel vorreldavad olla. Tasuks teha tdiendavaid mddtmisi

muu lisandiga lahuses, mille pHM*°" on 5 mM &idikhappe lahusele lihem.

3.3.1. Lisandi koostises oleva vastasiooni mdju uurimine

Lisandi koostises oleva vastasiooni mdju uurimiseks moddeti nii vees kui ka metanoolis
ionisatsiooniefektiivsusi sama katiooni, kuid erineva vastasiooniga lisandite jaoks sama vdi

lahedase pH véairtusega lahustes.

Vees valmistati lahused neljal ldhedasel pH véirtusel nii 5 mM sipelghappe ja
ammooniumatsetaadi puhvrist (pH™O viirtustel 3,00; 4,00; 5,00 ja 5,90) kui ka 5 mM
sipelghappe ja ammooniumformiaadi puhvrist (pH™:O viirtustel 3,00; 4,01; 5,00 ja 5,92).
Esimesel juhul on ESI tilgas vastasioonidena nii formiaat- kui atsetaatioone, teisel juhul ainult
formiaatioone. Molema puhversiisteemi koikidel loetletud pH véértustel moddetud
ionisatsiooniefektiivsused on toodud tabelis 1. Enamik kahe puhversiisteemi tulemustest ei
ole statistiliselt olulisel midral erinevad. Statistiliselt erinevad vaid 1-naftiitilamiini
ionisatsioniefektiivsused nii ammooniumatsetaadist (pH™° = 3,00) ja ammooniumformiaadist
(pH™° =3,00) kui ka ammooniumatsetaadist (pH™° =4,00) ja ammooniumformiaadist
(pH™O =4,01) valmistatud lahustes ning kinoliini ionisatsiooniefektiivsus
ammooniumatsetaadist (pH™ = 5,00) ja ammooniumformiaadist (pH™:C = 5,00) valmistatud

lahustes.

Samas hinnati t-testiga ka ammooniumfluoriidi kokkulangevust nii vees kui ka metanoolis
tema ldhedastel pH védrtustel teistest lisanditest valmistatud lahuste ionisatsiooni-
efektiivsustega. Ammooniumfluoriidi  vesilahuses (pH™°=15,52) olid ionisatsiooni-
efektiivsused vorreldes 5 mM sipelghappe ja ammooniumatsetaadi puhverlahustes

(pH":2° viirtustel 5,00 ja 5,90) mdddetud ionisatsiooniefektiivsustega statistiliselt oluliselt
korgemad  (AloglE=0,15...0,79)  seitsmel  analiiidil. = Need  analiiidid olid
4-metoksii-N,N-dimetiiiilaniliin, kinoliin, 4-aminobensoehape, 1-naftiitilamiin,

2-amino-2(hiidroksiimetiiiil)-1,3-propaandiool, 4-metoksiianiliin ja 2-metiiiil-8-aminokinoliin.

Metanoolis ei olnud iihelgi analiilidil ionisatsiooniefektiivsus ammooniumfluoriidi lahuses
(pHMOH = 9 36) statistiliselt kdrgem vorreldes 5 mM ammooniumatsetaadi ja ammoniaagi
puhverlahuses (pHM®O! = 8 40) vdi 5 mM ammooniaagi lahuses (pHM°" = 10,10) mdddetud

ionisatsiooniefektiivsustega.
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3.4. Lisandi kontsentratsiooni mdju uurimine

Varasemates téodes [5] on leitud, et lisandi kontsentratsioon lahuses on viga oluline, sest
sellest soltub kas ja kui palju lisand ioniseerumist soodustab voi maha surub. Ka kiesolevas

t60s uuriti lisandi kontsentratsiooni moju mitmel moel.

Esiteks tehti lisandi kontsentratsiooni moju uurimiseks katsed vees kolmel erineval
ammooniumatsetaadi kontsentratsioonil (1 mM, 5 mM ja 10 mM). Ammooniumatsetaadi pH
ei muutu sellises kontsentratsioonide vahemikus oluliselt ning seega saab hinnata lisandi

kontsentratsiooni moju sdltumata lahuse pH vaartusest. Tulemused on toodud tabelis 1.

Enamike analiilitide ionisatsiooniefektiivsused neil kolmel ammooniumatsetaadi
kontsentratsioonil ei erinenud {liksteisest statistiliselt olulisel méddral. Statistiliselt madalam
(AloglE =-0,38) oli ionisatsiooniefektiivsus 1 mM ammooniumatsetaadi lahuses vdorreldes
5SmM lahusega vaid N,N-dimetiiilaniliinil. 10 mM ammooniumatsetaadi lahuses oli
statistiliselt madalam ionisatsiooniefektiivsus vdrreldes 5 mM lahusega 1-naftiiiilamiinil
(AloglE =-0,26), 4-metoksiianiliinil  (AloglE =-0,27) ja 2-metiiiil-8-aminokinoliinil
(AloglE =-0,26).

Teiseks tehti lisandi kontsentratsiooni mdju uurimiseks katsed kolmel erineval sipelghappe
kontsentratsioonil (0,1 mM, 1 mM ja 5 mM) nii vees kui metanoolis. Saadud tulemused on

toodud tabelites 1 ning 2.

Ehkki vees muutub sellistel kontsentratsioonidel valmistatud sipelghappe pH™° 0,88 iihikut,
ei olnud tulemustes olulist statistilist erinevust. Ainsana oli N,N-dimetiiiilaniliini
ionisatsiooniefektiivsus statistiliselt kdrgem 5 mM sipelghappe lahuses vorreldes nii 0,1 mM

sipeghappe lahusega (AloglE = 1,33) kui ka 1 mM sipelghappe lahusega (AloglE = 0,91).

Metanoolis muutub pHM°! 5 mM ja 0,1 mM sipelghappe lahuse vahel 1,24 iihikut, kuid ka
neis lahustes ei erinenud ionisatsiooniefektiivsused omavahel statistiliselt olulisel maééral.
Statistiliselt korgemad olid vaid 4-aminobensoehappe ionisatsiooniefektiivsused 5 mM
sipelghappe lahuses vorreldes nii 0,1 mM sipelghappe lahusega (AloglE = 0,81) kui ka 1 mM
sipelghappe lahusega (AloglE = 0,71).

Kolmandaks uuriti, kuidas mojutab vees ionisatsiooniefektiivust 50 mM oblikhappe lahus
vorreldes 5 mM oblikhappe lahusega. Eeldati, et korgetel kontsentratsioonidel voivad
oblikhappe anioonid tilgas anliilitidega ioonpaare moodustada ning seelébi ionisatsiooni maha

suruda (ptk 1.2.2). Seetottu kontrolliti tulemuste kokkulangevust iihepoolse t-testiga. Selgus,
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et statistiliselt oluline ionisatsiooniefektiivsuse langus 50 mM oblikhappe puhul vorreldes
5 mM oblikhappega esines vaid 2,6-diaminopiiridiinil (AloglE =-0,43) ja 1-naftiiilamiinil
(AloglE =-0,90).
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4, TULEMUSTE ARUTELU
4.1. lonisatsiooniefektiivsuse uurimine vees ja metanoolis

Ionisatsiooniefektiivsuste mootmisel saadud korduvus nii vees kui metanoolis oli viga hea
(s=0,07...0,37). Kdige paremad korduvused olid happelistes lahustes ilmselt seetdttu, et neis
lahustes olid ionisatsiooniefektiivsused koigil analiiiitidel korged. Samas oli korgetel pH
vadrtustel mone analiiiidi tundlikkus madalam ning seetdttu ei saadud nii korduvaid tulemusi.
Puhtas vees mdddetud tulemused ei langenud kokku ilmselt seetdttu, et ionisatsiooni
mojutavad ka viikesed lisandite kontsentratsioonid ning vee kvaliteet ei ole pievast pdeva
stabiilne, seega viga viikese hulga ioonide poolt tekitatud ioontugevus on pédevade vahel

muutuv.

Ehkki varasemad uuringud on nididanud, et ionisatsiooniefektiivsus ESI allikas soltub
analiiiitide pKa™°, logP ja PA viirtustest [5], leiti t66s korrelatsioon vaid PA ning
ionisatsiooniefektiivsuse muutuse vahel hiippe alas (a). Metanoolis korrelatsioon a ja PA
vadrtuste vahel puudus. Selle seletuseks pakume kaks hiipoteesi. Esiteks vOib vees ja
metanoolis saadud erinev korrelatsioon néidata, et ionisatsioonimehhanismid ESI allikas
toimuvad soltuvalt lahustist erinevalt. Teisalt ei saa vilistada vOimalust, et vesilahustes
saadud korrelatsioon voib olla juhuslik, sest uuritud analiilite oli védhe. Seega tuleks
ionisatsiooniefektiivsuse ja prootonafiinsuse soltuvust vees uurida, laiendades analiiiitide

valikut.

Lisaks on sobitatud loglE vs. pH graafikutelt néha, et ionisatsiooniefektiivsuste hiipe jadb
koigi analiiiitide puhul samasse piirkonda. Vesilahustes jddb hiipe vahemikku
pH™®=~25..40 ning metanoolilahustes vahemikku pHM®H=~55.75. Samas peaks
teoreetiliselt olema hiippe asukoht sobitatud graafikutel médratud analiilitide pKa véartuste
poolt. Analiiiitide pKa™° viirtused olid vahemikus 2,7 kuni 9,0 ning pK.M°" viirtused
vahemikus 5,16 kuni 10,25. See voib tdhendada, et analiiiitide tegelikud pKa vddrtused ESI
tilkades vdivad muutuda ning nivelleeruda. Uheks pdhjuseks vdib olla ESI tilkade
temperatuuri muutus. Selle kontrollimiseks teostatud spektrofotomeetrilised modtmised
vesilahustes niitavad (tabel 3), et 50°C juures on analiiiitide pKa™° viirtused
toatemperatuuriga vorreldes madalamad, kuid siiski mitte nii madalad kui valemi 10

HO

sobitamisel saadud pKa"*" védrtused. Samas leiti, et to0s kasutatud happeliste vesilahuste pH
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50 °C juures praktiliselt ei muutu. Seega vOib arvata, et lisaks temperatuuri muutusele

mojutavad analiitidi ndiva pKa erinevust tegelikust ka muud faktorid (nt laenguliig).

Mootmistest selgub veel, et ionisatsiooniefektiivsuste vahemik vees ja metanoolis on umbes
sama lai. Samuti on mdlemas lahustis analiilite, mille ionisatsiooniefektiivsus uuritud pH
vahemikus muutub véga vidhe ning seega voib Oelda, et nende ionisatsiooniefektiivsus on pH
védrtusest sOltumatu. Analiilitide omaduste pohjal saab 6elda, et ionisatsiooniefektiivsused on
pH viirtusest soltumatud iihenditel, mis on hiidrofiilsemad (madalama logP véirtusega).
Teisalt on analiiiite, mille ionisatsiooniefektiivsus happelise ja aluselise keskkonna vahel

muutub palju ehk nende ionisatsiooniefektiivsus on pH véairtusest soltuv.

Samas selgub antud t60st ka see, et analiiiitide suhtelised ionisatsiooniefektiivsused soltuvad
viga palju nii lahustist kui ka lisandist (joonis 1). See tdhendab, et analiiiitide
ionisatsiooniefektiivsuste jirjekord sipelghappe lisandiga metanoolilahuses erineb samade
analiilitide ionisatsiooniefektiivsuste jarjekorrast sipelghappe vesilahuses. Samamoodi voib
analtiiitide 1onisatsiooniefektiivsuste jiarjekord muutuda ka iihe lahusti piires erinevate
lisanditega lahustes. Seega peab lahusti ning lisandi mdju arvesse votma ka kvantitatiivsete
mudelite loomisel, sest analiiiitide suhtelised ionisatsiooniefektiivsused soltuvad nii lahustist

kui ka lisandist.

4.1.1. lonisatsiooniefektiivsuste vordlus kahel massispektromeetril

Toos vorreldi ionisatsiooniefektiivsusi kahe erineva ehitusega ESI allika puhul. Enamus
modtmisi viidi 14bi termilise fokuseerimisega ESI allikal, mis erineb tavalisest ESI-st selle
poolest, et tal on lisaks kuivatusgaasile allika sees ionisatsiooniefektiivsuse parandamiseks ka
kardingaas. T66 tulemustest selgub, et kahe masinaga moddetud ionisatsiooniefektiivsuste
vadrtused ei ole kiill arvuliselt vordsed, kuid nende vahel kehtib viga hea lineaarne seos.
Sama jérelduseni on joutud ka meie uurimisgrupi varasemates iithe lahuse piires 1dbi viidud
téodes [31]. Tanu heale korrelatsioonile on voimalik iihe masina tulemusi teisele iile kanda,

kasutades teisendusi voi koostades kahe punkti kalibratsiooni.

Saadud tulemused lubavad kinnitada, et analiiidi ionisatsiooniefektiivsus soOltub eeskitt
analiitidi enda ja lahuse omadustest ning erinevate instrumentide disaini omapérad on lihtsasti
arvesse voetavad. See vOimaldab iihel masinal 1dbi viidud uurimuse tulemusi rakendada ka
teistel instrumentidel. Néiteks saab eeldada, et selle t66 tulemused kehtivad ka teistes

uurimisgruppides lébiviidavate uuringute raames.
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4.2. Poord-ESI ndhtuse uurimine

Po6rd-ESI nédhtust mérgati vesilahustes kuuel analiiiidil, kuid metanoolis vaid iihel. See
nditab, et ndhtus ilmneb eelistatult vesilahustes, kuid mone analiitidi puhul ka metanoolis.
Seejuures ei ole uuritud analiiiitide pohjal voimalik 6elda, milline aine omadus voi struktuuri
tunnus poord-ESI soodustab. Selleks et teada saada, millistel analiititidel poord-ESI efekt
esineb, tuleks uurida rohkem analiiiite, mis on omavahel omadustelt ning struktuurilt

sarnasemad ning jélgida nende kditumist kdrgetel pH vairtustel.

Kéesolevas t60s oli poord-ESI efekti ndha nii 1 mM, 5 mM kui ka 10 mM ammoniaagi (pH
véirtustel 9,37; 10,10 ja 10,29) vesilahuses. See tihendab, et kdikides ammoniaagi lahustes
kasvas ionisatsiooniefektiivsus jarsult vorreldes veidi madalamatel pH véirtustel
puhverlahustega. Erandlikult  tdusis  2-amino-2(hiidroksiimetiiiil)-1,3-propaandiooli

ionisatsiooniefektiivsus juba alates 1 mM ammooniumatsetaadi (pH = 6,60) lahusest.

Poord-ESI efekti esinemine ammoniaagi lahustes andis alust arvata, et oodatust kdrgem
ionisatsiooniefektiivsus neis lahustes tekib tdnu ammooniumadukti tekkele [19]. Selleks
uuriti, kas ionisatsiooniefektiivsus kasvab, kui lahuses ammooniumiooni kontsentratsiooni
tosta. Selgus, et statistiliselt olulist erinevust 1 mM, 5 mM ja 10 mM ammoniaagi lahuse
vahel enamikel analiilitidel ei olnud. Samuti ei ndhtud massispektris ammooniumadukti.

Seega ei saa ammooniumadukti moodustumine olla ainus pd6rd-ESI seletus.

Po6rd-ESI néhtust tritati esile kutsuda ka teist aluselist lisandit, metiiiilamiini, kasutades, mis
sarnaselt ammooniumioonidele vOib ionisatsiooniefektiivsust tosta 1dbi  aduktide
moodustumise. Seejuures oli metiiiilamiiniga lahuse pH™° vaid 7,90. Kasutatud 1 mM
metiililamiin ei andnud oodatust korgemaid ionisatsiooniefektiivsusi, nagu ammoniaagi lahus.
Samas ei ndhtud ka analiilitide adukti moodustumist metiiiilamiiniga, mida varasemalt on
nihtud mitmetes t66des [32]. Kuna metiiiilamiini lisandiga lahuse pH™® oli 7,90, mis on
mérkimisviérselt madalam ammoniaagi lahuste pH védrtustest, siis voib arvata, et poord-ESI
efekt on siiski seotud lahuse aluselisusega, see tdhendab hiidroksiidioonide hulgaga lahuses.
Selleks, et toodud hiipoteesi kontrollida, tuleks teha lisamddtmisi teiste lisanditega aluselistes
(pH™° > 10) lahustes. Paraku on ESI allikas kasutatavatele lisanditele ranged ndudmised (ptk

1.2.2) ning sobiva lisandi leidmine on keeruline.
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4.3. Lisandi koostise mdju uurimine

Lisandi koostise mdju uurimisest selgub, et lisandite]l on véga erinev moju analiiiitide
ionisatsiooniefektiivsustele isegi ldhedastel pH véaartustel. Seejuures on nidha, et lisandi

koostis mojutab vees ning metanoolis toimuvaid ioniseerumise protsesse erineval mééral.

Vesilahustes moddetud tulemustest selgub, et on lisandeid, mis annavad ldhedastel pH
viirtustel viga kokkulangevaid ionisatsiooniefektiivsusi. Niiteks oblikhappe (pH™:C = 2,75)
ning 5 mM sipelghappe (pH™° = 2,79) lahustes mdddetud ionisatsiooniefektiivsused polnud

statistiliselt oluliselt erinevad.

Teisalt on lisandeid, milles ionisatsiooniefektiivsused vesilahustes ldhedastel pH véairtustel
erinevad oluliselt. Niiteks 5 mM #iddikhape (pH"° =3,15) annab vees palju kdrgemaid
ionisatsiooniefektiivsusi kdikidele analiilitidele kui teised lahused lédhedastel pH védrtustel.
Samuti on enamikel analiilitidel korgem ionisatsiooniefektiivsus 0,1 mM ja 1 mM

sipelghappe lahuses vorreldes teiste lahustega 1dhedastel pH véartustel.

Need erisused annavad alust arvata, et ionisatsiooniprotsessides mingivad lisandid véga
olulist rolli. Ehkki ESI allikas toimuvad ionisatsiooniprotsessid pole tdpselt teada, on

oletatavaid analiitidi protoneerumise viise illustreeritud joonisel 2.

Ks ~ gaasifaas
A+ H = AH
4 — g
_— I/
= 3 &,
¥ ¥
ot > S—
+__2P +
A, EH === AH
A T
LS 4
B 5
a’ Ka_s Q
A +H3* AHS |
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Joonis 2. Analiitidi ioniseerumise véimalikud protsessid

Selle jargi voib analiitidi protoneerumine ESI protsessis toimuda kolmel erineval moel: tilga
sisemuses (Ka s), tilga pinnal (Ka p) v0i gaasifaasis (Ka g). Seega on vdimalik, et analiiiit l&heb

tilga pinnale kas protoneeritud kujul (Psp(AH")) vdi neutraalses vormis (Psp(A)), kus ta vdib
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samuti protoneeruda. Neutraalse analiilidi tilga pinnal protoneerumine soltub omakorda
sellest, milliste lisandite ioonid tilga pinnal superhappelise keskkonna moodustavad ning kui
hésti nad suudavad analiiiiti protoneerida. Uks vdimalik pdhjus, miks happeliste vesilahuste
ionisatsiooniefektiivsus on korgem kui lahustel, mis sisaldavad ammooniumiooni, seisneb

tilga pinnale joudva laenguliia olemuses (joonis 3).

Joonis 3. Tilga pinna mudelid happelise lisandi (A) ning aluselise lisandi (B) korral

Sel juhul tekib happeliste lisanditega lahustes laenguliig protoneeritud vee vOi happe
molekulidest. Protoneeritud happed on aga viga tugevad happed ning loovad tilga pinnale
superhappelise keskkonna. Niiteks protoneeritud sipelghappe ((HCOOH]H") pK.™2© viirtus

on alla -3 [33] ning seega protoneerib ta kdiki ained, mille pKa"2°

on korgem kui -3. T66s
vastasid sellele kriteeriumile kdik analiitidid. Sama hiipoteesi jargi voib arvata, et lahustes,
mis sisaldavad ammooniumiooni, tekib laenguliig mitte prootoni, vaid ammooniumioonidest.
Kuna NH4" pKa"2© on 9,25 [34], siis protoneerib ta vaid viiga tugevaid aluseid, mille pKa°
on korgem kui 9. Meie t60s selliseid tihendeid ei olnud. Selline tilga pinna mudel seletab,
miks happeliste lisanditega lahustes on korgem ionisatsiooniefektiivsus, kui lahustes, mis

sisaldavad kasvodi vahesel méiiaral ammooniumiooni.

Samas soltub ionisatsiooniefektiivsus metanoolis lisandist oluliselt vihem. Meie t60s oli seda
mérgata nii oblikhappe, sipelghappe kui ka dddikhappe puhul. Lisaks arvuliselt vdiksematele
ionisatsiooniefektiivsuste erinevustele ei olnud metanoolis nimetatud lisanditel kindlalt ka

ionisatsiooni soodustavat voi maha suruvat mdju. Lisandite mdju suund soltus analiiiidist.

Voib arvata, et metanoolis on lisandi mdju palju vdiksem seetdttu, et metanooli pind on
hiidrofoobsem kui veel. Seetdttu jouab tilga pinnale ka vdhem lisandi ioone, mis analiitidi
protoneerumist mojutaksid. Tilga pinna koostist nii vesi- kui ka metanoolilahustes on uurinud
MD simulatsioonidega Ahadi et al. [2], kelle tulemused ammooniumioonide tilgas jaotumise
uurimisel kinnitavad meie hiipoteesi. Selgub, et vesilahustes on tilga pinna ldhedal tilekaalus

ammooniumioonid, kuid metanoolilahustes neutraalsed metanooli molekulid.

Seega meie tulemustest jareldub, et vesilahustes on lisandil ionisatsiooniefektiivsusele suurem

moju kui lahuse pH viirtusel, kuid metanoolilahustes on pH mdju lisandi mojust tugevam.
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4.3.1. Lisandi koostises oleva vastasiooni mdju uurimine

Too tulemustest selgub, et ionisatsiooniefektiivsus soltub ka lisandi koostises oleva
vastasiooni mdjust. Nii nagu koostise puhul, on ka vastasiooni mdju ionisatsiooni-

efektiivsusele vees ning metanoolis erinev.

Uhelt poolt analiiiisiti t66s lisandeid, mille vastasioonid andsid viiga sarnaseid ionisatsiooni-
efektiivsusi. Nii ei erinenud vesilahustes liksteisest oluliselt ammooniumatsetaadist ning

ammooniumformiaadist valmistatud puhverlahuste ionisatsiooniefektiivsused.

Teisalt leidsime vees erinevuse ammooniumfluoriidi lisandiga. Enamik analiiiite ioniseerusid
ammooniumfluoriidi lahuses suuremal médral kui ammooniumatsetaadist valmistatud lahuses
lahedasel pH vdéirtusel. Samas ei olnud ammooniumfluoriidi ionisatsioonefektiivsust

soodustavat efekti metanoolis.

Uhe hiipoteesi jirgi sdltub ionisatsiooniefektiivsus vastasiooni ioonpaardumise vdimest.
Atsetaat- ning formiaatiooni ioonpaardumise vOoimed vees on sarnased, kuid fluoriidiooni
vOoime ioonpaare moodustada on madalam [35]. Seega atsetaat- ning formiaatioonid
moodustavad protoneeritud analiilitidega rohkem ioonpaare ning ei lase protoneeritud
analiiiite tilga pinnale. Fluoriidioon seevastu ei ioonpaardu nii suurel mééral ning ei takista
seega protoneeritud analiiiitide joudmist tilga pinnale. Seetdttu on atsetaat- ning
formiaatioonide puhul ionisatsiooniefektiivsus vorreldes fluoriidioonidega madalam.
Suuremat mdju omab ioonpaardumine ilmselt tiitartilkades, sest tiitartilkades on puhvri
kontsentratsioon lahusti aurumise tottu suurenenud. Kulonilise plahvatuse kdigus kandub

ematilgalt tiitartilkadele 2—5% massist, kuid 15-25% laengust [1].

Vastasiooni m&ju on uurinud varem ka Koszinowski et al. [36] ning leidnud, et ioonpaari
moodustamise voime soltub nii vastasiooni suurusest kui ka lahusti omadustest. Nad leidsid,
et viikesed ioonid on tugevamad ioonpaardujad ning suruvad ionisatsiooniefektiivsust maha.
Meie t60s on ndhtud efekt vastupidine — atsetaatioon tundub olevat tugevam ioonpaarduja kui
fluoriidioon, sest ionisatsiooniefektiivsused atsetaatpuhvris on madalamad kui lahuses, kus
lisandi koostises on fluoriidioon. Samas kasutati nende t60s orgaanilisi lahusteid, kus
fluoriidioon on tugev ioonpaarduja vastupidiselt meie uuritud vesikeskondadele, milles
fluoriidioon on madala ioonpaari moodustamise vdimega. Samuti vordlesid Koszinowski et
al. ioonpaardumist erinevate protoonsete ning aprotoonsete lahustite vahel ning leidsid, et
metanoolis ja vees pole ioonpaardumine nii oluline kui aprotoonsetes lahustites. Ka meie ei

ndinud metanoolis ioonpaardumise moju, kuid see-eest sdltus ionisatsiooniefektiivsus
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vesilahustes oluliselt vastasiooni omadustest. Seega ldhevad Koszinowski tulemused meie
tulemustega vastuollu ning vastasiooni mojust tdieliku selguse saamiseks tuleks

ionisatsiooniefektiivust uurida rohkemate vastasioonide puhul.

4.4. Lisandi kontsentratsiooni mdju uurimine

Ammooniumatsetaadi erinevatel kontsentratsioonidel tehtud ionisatsiooniefektiivsuste
modtmistest selgub, et need on kiillalt hésti kokkulangevad. See on ootuspérane, sest antud
kontsentratsioonide juures ammooniumatsetaadi lahuse pH™® muutub viiga vihe. Statistiliselt
olulist lahknevust erineva lisandi kontsentratsiooniga lahuste vahel tdheldati mone aine jaoks,
kuid neil juhtudel erinesid ionisatsiooniefektiivsused maksimaalselt 0,3 loglE iihikut, mis on

ionisatsiooniefektiivsuste modtmise puhul tiihine.

Ullatuslikult selgub aga sipelghappe erineva kontsentratsiooniga lahustes mdddetud
tulemustest samuti, et ionisatsiooniefektiivsus ei soltu sipelghappe kontsentratsioonist. Ehkki
0,1 mM ja 5 mM sipelghappe vesilahustes muutub pH™"° 0,88 iihikut ning metanoolilahustes
muutub pHM®°H 124 {ihikut, ei erine ionisatsiooniefektiivsused nendes sipelghappe lahustes
tiksteisest statistiliselt olulisel méidral. Kuna 1mM ja 0,1 mM sipelghappe lahuse
ionisatsiooniefektiivsused vorreldes nende ldhedastel pH véadrtustel moddetud teistest
lisanditest valmistatud lahuste ionisatsiooniefektiivsustega on oluliselt korgemad (ptk 4.3), on
alust arvata, et pH-efektist tdhtsam nii vees kui ka metanoolis on lisandi koostise moju

ionisatsiooniefektiivsusele.

Tulemusi kinnitab punktis 4.3 kirjeldatud laenguliia olemuse hiipotees. Sipelghappe lahustes
voOib tilga pinnale tekkida superhappeline keskkond protoneeritud sipelghappe néol. Selline
keskkond  protoneerib analiiite palju meelsamini kui puhverlahustes tekkiv
ammooniumioonidest moodustunud laenguliig. Seetdottu on sipelghappe lahustes
ionisatsiooniefektiivsus korgem kui sipelghappe ja ammooniumatsetaadi puhverlahustes

lahedastel pH viirtustel.

Samas seerias moddeti ka 5 mM ja 50 mM oblikhappe mdju ionisatsiooniefektiivsusele.
Ehkki varem on positiivses reziimis mérgatud kangete happeliste lahuste ionisatsiooni maha
suruvat toimet [5], siis t00s ndhti seda vaid iiksikute analiiiitide puhul. Seega voib ka
oblikhappe puhul viita, et ionisatsiooniefektiivsus on lahuse kontsentratsioonist séltumatu,

kui moota tavalistel ESI allikas kasutatavatel lisandi kontsentratsioonidel.
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4.5. lonisatsiooniefektiivsuste modelleerimine

Kuna erinevate analiiiitide ionisatsiooniefektiivsused ESI allikas on vdga erinevad, siis on
kvantitatiivsete analiiiiside ldbiviimiseks vaja standardaineid. Sageli pole standardained
kittesaadavad (ebastabiilsed tihendid, esmakordselt siinteesitud voi eraldatud iihendid jne).
Ideaalis oleks kdikidel maailma massispektrometristidel vaja lihte ennustusmudelit, mille abil

saaks iga uue analiilidi sisaldust lahuses méadrata ilma standardaineteta.

Ionisatsiooniefektiivsuste modelleerimise eesmirgil uuritaksegi maailma eri paigus
ionisatsiooniefektiivsuste soltuvust nii analiiiidi ja lahuse omadustest kui ka masina disaini ja
modtmisparameetrite eripdradest. Kéesoleva t66 tulemused nditavad, et oluline on
modelleerimisel arvesse votta lahusti ning lisandi eripdrasid. Jargmiseks etapiks voiks olla
suurema  hulga ainete baasil peamiste lahuse omaduste arvesse vOtmine

ionisatsiooniefektiivsuste ennustusmudelis.

Samas annab t60 ka kinnitust, et modelleerimisel on véga lihtne arvesse votta modtevahendite

disaini eripérasid ning ei pea arvestama lisandi kontsentratsiooni moju.
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KOKKUVOTE

Too eesmirk oli uurida, kuidas mitmed lahuse ning lisandi omadused mdjutavad
ionisatsiooniefektiivsust ESI allikas. Seejuures ei olnud varem uuritud lahuse pH ja lisandite

moju nii laias pH vahemikus nii paljude erinevate lisanditega ei vees ega metanoolis.

T66 tulemustest selgus, et ionisatsiooniefektiivsus ESI allikas on lahuse pH viértusest sdltuv
teatud pH vairtuste vahemikus nii vees kui metanoolis. Seejuures tuleb arvestada, et korgetel
pH véirtustel esineb poord-ESI efekt vesilahustes paljude ning metanoolilahustes tiksikute

analtiiitide puhul.

Lisandi mdju uurimisel selgus, et vesilahuste ionisatsiooniefektiivsust mojutab 1&hedastel pH
vaartustel lisandi koostis rohkem kui lahuse pH. Siinkohal pakkusime selgituseks hiipoteesi
laenguliia erinevusest tilga pinnal happelist lisandit sisaldavates lahustes vorreldes
ammooniumiooni sisaldavate lahustega (joonis 3). Hiipoteesi jdrgi moodustub laenguliig
happeliste lisandite puhul protoneeritud happe vdi vee molekulidest, mis tdstavad
ionisatsiooniefektiivsust neutraalsete analiiiitide tilga pinnal protoneerimise teel. Seevastu on
ammooniumioone sisaldavad lahuses ldhedasel pH védirtusel ionisatsiooniefektiivsus

madalam, sest ammooniumioonid neutraalset analiiiiti tilga pinnal ei protoneeri.

Peale selle leiti, et ionisatsiooniefektiivsust mojutavad ka lisandi koostises oleva vastasiooni
omadused. Arvatavasti on erinev ionisatsiooniefektiivsus mdjutatud vastasiooni vdimest
moodustada ioonpaare. Kui vastasioon on tugev ioonpaarduja, siis surub ta

ionisatsiooniefektiivsust maha ning vastupidi.

Samuti selgub lisandi kontsentratsiooni mdju uurimisest ning masinavahelistest katsetest, et

toos moddetud ionisatsiooniefektiivsused on kergesti lilekantavad ka teistesse laboritesse.

T6o tulemuste pdhjal tehtud jéareldused on samm edasi mdistmaks, millest soltub
ionisatsiooniefektiivsus ESI allikas. Tulemustest selgub, et ionisatsiooniefektiivsuste
modelleerimisel tuleb lisaks analiitidi omadustele arvestada ka mitmeid lahustite ja lisandite

isedrasusi.
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SUMMARY
lonization efficiency dependence on solvent pH and additives in ESI source

Electrospray ionization source (ESI) is an irreplaceable analytical tool, since it enables to
couple two powerful analytical instruments — mass spectrometry (MS) and liquid
chromatography (LC). Although LC/ESI/MS is widely used, the processes behind ESI

ionization are not fully understood.

The ionization efficiency in ESI source is found to be dependent on the characteristics of the
different analytes and solvents, such as the pKa value of analytes, the pH value and
composition of solvents. The previous studies have focused on finding ionization efficiency

dependence in solvent mixtures containing both water and organic solvent.

In this study we simplified the systems and measured ionization efficiencies in pure water and
methanol. We measured the ionization efficiencies of 10 analytes in 28 aqueous solutions of

different composition and pH™° from 1,42 to 10,29. The same analytes were measured in 14

methanolic solutions of different composition and pHM*°! from 3,63 to 12,24.

We found that the ionization efficiencies of most analytes are pH dependent in specific pH
range in both water and methanol. Still, wrong-way-round ionization has to be taken into

account for most analytes in aqueous solutions and for some analytes in methanolic solutions.

However, we found that the effect of additives outweighs the effect of pH in aqueous
solutions. We hypothesized that in case of acidic additives, the excess charge on the droplet
surface is due to protonated acid and water molecules and therefore enhances ionization

efficiency of analytes significantly.

We also found that different counter-ions do not affect ionization efficiency similarly. The

difference is thought to result from the unequal ability of counter-ions to form ion pairs.

In addition, we confirmed that ionization efficiencies between different instruments are easily
comparable and that the concentration of additives in the usual ESI concentration range does

not affect ionization efficiency of analytes.

To sum up, in this study we focused on many solvent effects that influence the ionization
efficiency in ESI process. The results are essential for developing a prediction model for

ionization effieciencies.
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LISAD

Lisa 1. To6s kasutatud analiiiitide struktuurvalemid ning omadused

KaH20 | logP | PA[29] | pKaMeoH
Analiiit m/z Struktuurvalem Pra g [29] | PKa
[27] [26] | (kJ/mol) [28]
T
N,N- N
. o 122 CH; 5,0 2,0 941,1 5,2
dimettdlaniliin
7
4-metoks(-N,N- N
. - 152 Chy 5,6 2,1 949,1 -
dimettdlaniliin
ch\\
(8]
N
X
kinoliin 130 ‘ _ 4,5 1,9 953,2 52
NH,
2,6-diamino- N
- 110 N 87 | 04 il i
paridiin
= NH,.
(0]
4-amino-
138 OH 2,7 0,9 864,7 10,3
bensoehape
H> N
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aminokinoliin

NH,
1-naftiilamiin | 144 “ 2,7 | 2,6 907 54
OH
2-amino-2-
(huidrokstimetil) | 122 OH 9.0 | -2,1 - -
-1,3-propaandiool HzN
OH
OH
NH;
2-aminofenool 110 4.5 1,2 898,8 -
0.
\CHg
4-metokstaniliin | 124 5,1 1,1 900,3 6,9
Ha N
NH,
2-metiiil-8- N\
159 47 | 14 ! -
Pz

I Viirtust ei leitud kirjandusest ega andmebaasidest




Lisa 2. Koikide analtiitide loglE vs. pH graafikud vees ja metanoolis koos sobitatud
graafikutega. Veavilbad on vastava lahusti piires saadud suurima kogutud standardhilbe

véadrtusega. Vesilahuste s on 0,37 ning metanoolilahuste S on 0,21

Vesi Metanool
N,N-dimetiiiilaniliin N,N-dimetiiiilaniliin
4,5 4.5
40 1
3,5
3,0
Wwas
[=2]
220
15 1 +
1,0
0,5
0.0 : ‘ :
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 120 130
pHH20 pHMeoH
4-metoksii-N,N-dimetiiiilaniliin 4-metoksii-N,N-dimetiitilaniliin
45 4.5
]
40 40
3.5 3,5 L %
3.0 3.0 I
Wwo2s Wwoas ! : 4
=) =) T
22,0 2120 [
L5 - 1,5 -
10 1,0
0,5 0,5
0.0 : : 0,0 : :
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
pHH20 pHMeoH
kinoliin kinoliin
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4,0 - 40
3,5
3,0
Wwoas
[=2]
S0 i
15
1,0
0,5
0,0 :
30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 120 130
pHMeOH
BEHOOCCOOH X CF;COOH . CH;COOH B NH,F
HOOCC(OHNCH2COOH), + HCOOH ® CH3COONH4 =NH; + CH;COONH 4
HCOOH + CH;COONH4 AHCOOH + HCOONH, ANH; —sobitatud
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2,6-diaminopiiridiin 2,6-diaminopiiridiin

45

4,0 -

loglE
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loglE
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2-amino-2(hiidroksiimetiiiil)- 1,3-propaandiool

L i
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2-metiiiil-8-aminokinoliin

pHHzO

EHOOCCOOH CF;COOH
HOOCC(OH)CH2COO0H), ¢ HCOOH
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Lisa 3. loglE vs. pH graafikutele valemi 10 sobitamisel saadud kordajate a, b ja pKa2°

véirtused vees ja metanoolis

vesi metanool

Analiit a b oK "0 a b oK Meor
N,N-dimettdlaniliin 2,70 0,85 2,64 1,88 1,31 6,64
4-metoksi-N,N-dimettdlaniliin 2,09 1,83 3,34 1,43 2,14 6,67
kinoliin 2,46 0,66 3,24 1,54 1,64 6,39
2,6-diaminopdridiin 0,99 2,54 7,48 1,43 3,37 3,59
4-aminobensoehape 0,73 1,99 3,17 1,99 0,99 431
1-nafttdlamiin 1,64 1,67 3,45 1,43 2,14 6,74
2-amino-2-(hidroksiimettiil)-1,3-propaandiool 0,70 1,82 3,03 1,27 1,68 3,99
2-aminofenool 1,16 1,92 3,48 1,15 2,07 6,15
4-metoksdaniliin 1,58 1,38 3,74 1,15 2,07 6,63
2-metitl-8-aminokinoliin 1,51 2,17 3,64 1,15 2,93 6,66
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Lisa 4. Lisandi mdju korrelatsioonigraafikud

Vesi
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Lisa 5. Lahusti moju korrelatsioonigraafikud
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Lisa 6. Kahe instrumendi vahelised korrelatsioonigraafikud
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INFOLEHT
Lahuse pH ja lisandite mdju ionisatsiooniefektiivsusele ESI allikas

Elektropihustusionisatsioon (ESI) on laialt kasutatav ionisatsioonimeetod, mis vdimaldab
ithendada vedelikkromatograafia (LC) ja massispektromeetria (MS). Vaatamata rohkele
kasutusele ei ole tépselt teada, millest analiiiitide ionisatsiooniefektiivsus ESI protsessi kdigus
soltub. T66 eesmark oli uurida, kuidas mojutavad ionisatsiooniefektiivsust erineva koostise ja
pH véirtusega lahused ning lisandi kontsentratsioon. Tulemustest selgus, et
ionisatsiooniefektiivsus ESI allikas soltub nii lahusti ja lisandi valikust kui ka lahuse pH
vairtusest. Seejuures on vesilahustes lisandi moju olulisem kui pH moju. Samas leiti, et

lisandi kontsentratsioon ionisatsiooniefektiivsust oluliselt ei mdjuta.

Mairksonad:  massispektromeetria, elektropihustusionisatsioon, ionisatsiooniefektiivsus,

lahusti mojud

lonization efficiency dependence on solvent pH and additives in ESI source

Electrospray ionization (ESI) is a widely used ionization technique, since it enables to connect
liquid chromatography (LC) to mass spectrometry (MS). Despite the popularity, the processes
behind ionization efficiency in ESI mechanism are still a mystery. The aim of this study was
to find out how the ionization efficiency is affected by the pH and composition of the
solvents. We found that ionization efficiency is dependent on the choice of solvent and
additives as well as the pH of the solvent. Moreover, additives have stronger effect on water
phase ionization efficiencies than the pH of the solvent. On the other hand, the ionization

efficiency is not influenced by the concentration of additives.
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