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APZĪMĒJUMU SARAKSTS 

 

A – anjons; 

ACN – acetonitrils; 

AEŠH – augsti efektīvā šķidrumu 

hromatogrāfija; 

AF – apgrieztā fāze; 

BIRD – disociācija, izraisīta ar absolūti 

melnā ķermeņa radiāciju, blackbody 

infrared radiative dissociation; 

BuImPS – 3-(1-butil-N-imidazolio)-

propān-1-sulfonāts; 

CJŠ – cviterjonu tipa jonu šķidrumi; 

DMF – N,N-dimetilformamīds; 

DSC – diferenciālā skenējošā kalorimetrija, 

differential scanning calorimetry; 

EIJ+ – elektroizsmidzināšanas jonizācija, 

pozitīvo jonu skenējums; 

EIJ- – elektroizsmidzināšanas jonizācija, 

negatīvo jonu skenējums; 

GH – MS – gāzu hromatogrāfija – masspe

ktrometrija; 

HILIC – hidrofīlo mijiedarbību šķidrumu 

hromatogrāfija; 

HImPS – 3-(1-heksil-N-imidazolio)-

propān-1-sulfonāts; 

HinPS – 3-(N-hinolīnio)-propān-1-

sulfonāts; 

IRMPD – disociācija, izraisīta ar 

infrasarkano starojumu, infrared 

multiphoton dissociation; 

IS – infrasarkanā spektroskopija; 

ITC – izotermiskā titrēšanas kalorimetrija, 

isothermal titration calorimetry; 

Kat – katjons; 

KMR – kodolu magnētiskā rezonanse; 

LOQ – kvantificēšanas robežvērtība; 

5-MC – 5-metilcitozīns; 

[M+H]+ – protonēta molekula; 

[M-H]- – deprotonēta molekula; 

MeImBC – 4-(1-metil-N-imidazolio)-

butān-1-karboksilāts; 

MeImEC – 2-(1-metil-N-imidazolio)-etān-

1-karboksilāts; 

MeImPC – 3-(1-metil-N-imidazolio)-

propān-1-karboksilāts 

MeImPS – 3-(1-metil-N-imidazolio)-

propān-1-sulfonāts; 

MeOH – metanols; 

MRM – multireakciju monitorings, 

multiple reaction monitoring; 

MS – masspektrometrija; 

MS2 – tandēmmasspektrometrija; 

MS3 – trīs stadiju masspektrometrija; 

OImPS – 3-(1-oktil-N-imidazolio)-propān-

1-sulfonāts; 

PIA – plūsmas injekciju analīze, flow 

injection analysis; 

PyPS – 3-(N-piridīnio)-propān-1-sulfonāts; 

RSN – relatīvā standartnovirze; 

SE – sadursmju enerģija; 

SID – sadursmju inducētā disociācija; 



7 

SIR – selektīvais jonu skenējums, selected 

ion recording; 

TFA – trifluoretiķskābe; 

THF – tetrahidrofurāns; 

TiaPS – 3-(N-tiazolio)-propān-1-sulfonāts; 

VID – virsmas inducētā disociācija; 
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IEVADS 

 

Cviterjonu tipa jonu šķidrumi (CJŠ) ir organiskie savienojumi, kuri satur gan pozitīvu, 

gan negatīvu lādiņu vienā molekulā. Parasti to struktūrā ietilpst kvaternizētā slāpekļa 

heterocikla fragments, piemēram, imidazolija, piridīnija u.c., kā arī sulfonāta, vai karboksilāta 

grupa, kas atdalīta no heterocikla ar oglekļa atomu virkni. Mūsdienās CJŠ galvenais 

pielietojuma virziens saistīts ar elektroniku, kur tos izmanto kā matricas (Li jonu baterijas 

piedevas), kurās var migrēt tikai pievienotie joni [1, 2]. Pateicoties iepriekš minētām īpašībām, 

CJŠ var aizvietot tradicionālos elektrolītus. Līdzšinējie pētījumi parādīja, ka CJŠ var ķīmiski 

piesaistīt sorbenta virsmai un iegūto modifikāciju izmantot par nekustīgo fāzi šķidrumu 

hromatogrāfijā [3]. Zināms arī CJŠ pielietojums tehniskās celulozes un dažādu polimēru 

šķīdināšanai [4]. 

Neskatoties uz to, ka CJŠ ir negaistoši savienojumi ar augstām kušanās temperatūrām 

un zemu tvaika spiedienu, mūsdienu masspektrometrijas metodes ļauj raksturot šo 

savienojumu īpašības gan šķīdumos, gan arī gāzes fāzē, kas nebija iespējams agrāk [5]. EIJ šajā 

kontekstā ir īpaša nozīme, jo šī metode spēj pārnest jonus no nepārtraukti plūstošā šķīduma uz 

gāzes fāzi „maigos” apstākļos. Turklāt EIJ kombinācija ar SID [6] ļauj pētīt virkni CJŠ gāzes 

fāzes ķīmisko īpašību, kā lādiņa virzītā šķelšanās, pārgrupēšanās un ar lādiņu nesaistītie 

procesi. 

Literatūrā sniegtā informācija rāda, ka alkilimidazolija funkcionālie atvasinājumi, 

kuros funkcionālā grupa atrodas alkilķēdē (esteri, sulfīdi, sulfoksīdi un sulfoni) veido virkni 

metastabilu jonu MS2 un MS3 apstākļos [7, 8]. Šo jonu veidošanās, galvenokārt, ir saistīta ar 

imidazolija cikla paplašināšanās procesiem, radikāļu virzīto šķelšanos un mazu molekulu 

atšķelšanos. Turklāt, novēroti neparasti H/D apmaiņas procesi, kuru mehānismi pašlaik ir 

neskaidri [8]. Līdz ar to, ir nepieciešams izpētīt cik lielā mērā CJŠ funkcionālās grupas 

(sulfonāta, karboksilāta) ietekmē protonēto un deprotonēto CJŠ molekulu fragmentāciju. 

Aktuāls ir jautājums arī par heterocikla un oglekļa atomu skaita starp heterociklu un 

funkcionālo grupu ietekmi uz fragmentācijas procesiem. Šādu sakarību noskaidrošana dos 

iespēju vispārināt fragmentu veidošanas mehānismus arī citos savienojumos, kas satur līdzīgus 

struktūras elementus. Īpaši svarīgi tas ir ķīmiķiem, kuri strādā ar jaunu savienojumu sintēzi vai 

izdalīšanu no dabas objektiem. Kā piemēru šajā darbā pētīto objektu un dabas vielu struktūras 

līdzībai var minēt nesen izdalītus bioloģiski aktīvos bromopirola – imidazola alkaloīdus, daži 

no kuriem satur imidazolija un sulfonāta grupas [9]. 
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Kā jau minēts iepriekš, EIJ metode dod iespēju pētīt procesus, kuri notiek šķīdumā. 

Neskatoties uz to, ka mikropilienu desolvācijas gaitā var veidoties nekovalenti saistītie 

nespecifiskie agregāti, ir zināms, ka kompleksi, kas veidojas šķīdumā, arī tiek pārnesti uz gāzes 

fāzi [10]. Literatūrā aprakstīto kompleksu piemēri ietver sevī bioloģisko makromolekulu 

kompleksus ar vairākiem ligandiem [11], kā arī mazmolekulāro vielu kompleksus [12, 13, 14]. 

Nesen Latvijas Universitātes Ķīmijas fakultātes hromatogrāfijas un masspektrometrijas 

laboratorijā novērots, ka dažādi imidazolija un citu heterociklu saturošie CJŠ EIJ gaitā spēj 

veidot nekovalenti saistītas struktūras ar dažādiem aminogrupu saturošiem savienojumiem, 

piemēram, 5-metilcitozīnu, kas ir DNS metilēšanās produkts [15, 16]. Šādu kompleksu 

veidošanai var būt praktiska nozīme 5-metilcitozīna un citu mazmolekulāro savienojumu 

noteikšanā. Tas ir saistīts ar to, ka, veicot mazmolekulārā analīta noteikšanu sarežģītos 

bioloģiskas izcelsmes paraugos, noteikšanas robežu var krietni samazināt, palielinot analīzes 

selektivitāti. To var izdarīt dažādi, bet visbiežāk lietotā pieeja ir analīta derivatizācija ar mērķi 

novērst traucējošo vielu signālus. Derivatizācijas rezultātā mainās ne tikai analīta molmasa, bet 

arī gaistamība, termiskā stabilitāte, virsmas aktivitāte, jonizācijas īpašības, kā arī uzlabojas 

fragmentu rašanās spēja [17]. Tomēr kovalentai derivatizācijai piemīt arī daži trūkumi: 

palielināts analīzes laiks, zemi derivatizācijas reakcijas iznākumi, kā arī nepieciešama stingra 

reakcijas apstākļu kontrole un papildus operācijas pirms analīzes (piemēram, derivatizācijas 

reaģenta pārākuma izolēšana, šķīdinātāja maiņa utt.). Nekovalenti saistīto struktūru veidošanās 

starp dažādiem CJŠ un 5-metilcitozīnu var novērst šos trūkumus, jo komplekss veidojas uzreiz 

pēc CJŠ sajaukšanas ar šķīdumu, kas satur 5-metilcitozīnu, un nekādas papildus operācijas nav 

vajadzīgas. Tādu metodi varētu lietot AEŠH – MS variantā, pievienojot CJŠ efluentam. Pastāv 

arī perspektīva izstrādāt ātru ekspresmetodi, kurai hromatogrāfiskā kolonna nav vajadzīga. 

Galvenais jautājums, kas ir saistīts ar šādu kompleksu lietošanu ķīmiskajā analīzē, ir to 

stabilitāte EIJ apstākļos. Tāpēc šajā darbā ir izpētīta dažādu faktoru ietekme uz minēto 

kompleksu stabilitāti gan šķīdumā, gan gāzes fāzē. 

 

Darba mērķi: 

 

1. Noskaidrot CJŠ struktūras ietekmi uz monomolekulāriem procesiem, kuri notiek 

sadursmju inducētās disociācijas gaitā. 

2. Izpētīt CJŠ kompleksu veidošanas spēju ar mazmolekulāriem savienojumiem, kuri 

satur aminogrupu, un izvērtēt iespējas šādu kompleksu izmantošanai bioloģiskās 

izcelsmes paraugu AEŠH – MS analīzē. 
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Darba uzdevumi: 

 

1. Izstrādāt preparatīvas metodes CJŠ ar mainīgu oglekļa atomu skaitu starp 

heterocikla slāpekli un funkcionālo grupu (sulfonāta vai karboksilāta) iegūšanai un 

attīrīšanai; 

2. Sintezēt 3-(1,2-dimetil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta atvasinājumus, kuri 

satur deiterija atomus propān-1-sulfonāta ķēdes 1.un 3. stāvoklī; 

3. Atrast optimālus masspektrometra darbības parametrus (kapilāra, konusa un 

ekstraktora spriegums, jonu avota un desolvācijas temperatūra, desolvācijas un 

konusa gāzes plūsma) iegūto savienojumu fragmentācijas pētīšanai EIJ – SID 

apstākļos; 

4. Izpētīt minēto savienojumu fragmentāciju SID apstākļos (pozitīvo un negatīvo jonu 

skenējumā) un izdarīt secinājumus par CJŠ struktūras ietekmi uz fragmentācijas 

procesiem; 

5. Mainot vairākus faktorus (CJŠ struktūru un funkcionālās grupas, amīna struktūru, 

šķīdinātāja sastāvu, CJŠ koncentrāciju) novērtēt CJŠ un 5-metilcitozīna kompleksu 

stabilitāti; 

6. Noteikt asociācijas konstantes 5-metilcitozīna kompleksiem ar 3-(1-alkil-3N-

imidazolio)-propān-1-sulfonātiem acetonitrilā un metanolā, izmantojot EIJ – MS. 

Pārbaudīt alkilķēdes ietekmi uz asociācijas konstanti abos šķīdinātājos; 

7. Noteikt pussabrukšanas enerģijas vērtības 3-(1-alkil-3N-imidazolio)-propān-1-

sulfonāta kompleksiem ar 5-metilcitozīnu gāzes fāzē. Salīdzināt alkilķēdes ietekmi 

uz kompleksa stabilitāti šķīdumā un gāzes fāzē; 

8. Izmantojot kvantu mehānikas aprēķinus, atrast varbūtīgāko CJŠ un 5-metilcitozīna 

kompleksa struktūru gāzes fāzē un noskaidrot parametrus, kas nosaka kompleksa 

stabilitāti. Izmantojot atrastos datus, novērtēt šādu kompleksu izmantošanas 

perspektīvas 5-metilcitozīna noteikšanai ar plūsmas injekciju metodi un 

masspektrometrisko detektēšanu. 

 

Darba zinātniskā novitāte 

 

Izpētītas cviterjonu tipa jonu šķidrumu (CJŠ) ķīmiskās īpašības gāzes fāzē, kas iekļauj 

protonēto un deprotonēto molekulu pārvērtības sadursmju inducētās disociācijas gaitā. 

Izstrādātas metodes 3-(1,2-dimetil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta iezīmēšanai ar deiterija 
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atomiem un lielāka daļa fragmentācijas maršrutu pamatota, izmantojot deiterēto analogu 

fragmentāciju. Izpētīta metilēngrupu skaita un funkcionālās grupas ietekme uz fragmentāciju. 

Parādīts, ka CJŠ šķidrā fāzē spēj veidot kompleksus ar amino – un amidīngrupas 

saturošiem savienojumiem. CJŠ kompleksiem ar 5-metilcitozīnu eksperimentāli noteiktas 

asociācijas konstanšu un pussabrukšanas enerģijas vērtības, kā arī izvērtēti faktori, kas nosaka 

doto kompleksu stabilitāti šķīdumā un gāzes fāzē. Izmantojot kvantu aprēķinus, novērtēta 

varbūtīgākā kompleksa struktūras veidošanās gāzes fāzē. 

 

Darba praktiskā nozīme 

 

Parādīts, ka kompleksu veidošanās starp CJŠ un 5-metilcitozīnu iespējams izmantot 

DNS metilēšanas līmeņa noteikšanai zīdītāju organismos. Šim nolūkam izstrādāta ātra plūsmas 

injekciju metode, kuras gaitā 5-metilcitozīns tiek saistīts kompleksā ar CJŠ, kuru nosaka, 

izmantojot EIJ. Šādā veidā ir iespējams viegli mainīt noteikšanas selektivitāti, atkarībā no 

pievienotā CJŠ un parauga tīrības pakāpes. Dotās metodes priekšrocības, salīdzinājumā ar 

zināmām 5-metilcitozīna noteikšanas metodēm ir īss analīzes laiks (≥ 50 analīžu stundā) un ar 

literatūras datiem salīdzināma vai labāka jutība. Izstrādātā metode dod iespēju, neizmantot 

augsti efektīvo šķidrumu hromatogrāfiju un tandēmmasspektrometriju. Ir pamats prognozēt, ka 

aprakstīto metodi var paplašināt arī uz citiem bioloģiski aktīviem amidīniem un guanidīniem. 
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1. LITERATŪRAS APSKATS 

 

1.1. Elektroizsmidzināšanas jonizācijas pamatprincipi 

 

Kopš EIJ atklāšanas [18] un tās tālākās attīstības [19], metode ir ieguvusi plašu 

popularitāti tādās zinātnes sfērās, kā proteomika un bioķīmija [20], zāļu ražošana [21], katalīze 

[22], polimēru ķīmija [23] un daudzās citās. Šādas plašas izmantošanas iemesli ir „maigais” 

desolvācijas process, daudzlādiņu struktūru veidošanās makromolekulu gadījumā, iespējas 

izmantot polārus organiskos šķīdinātājus un natīvus apstākļus, saderība ar paraugu atdalīšanas 

metodēm un augsta jutība pareizi izvēlētajos apstākļos. 

EIJ metodes būtība parādīta attēlā 1.1. 

 

 

1.1. att. Elektroizsmidzināšanas jonizācijas avots [24] 

 

Šķīduma plūsma no hromatogrāfijas iekārtas, vai no masspektrometra ievadīšanas 

sistēmas, virzās caur tievu kapilāru (ø 0,1 mm), kuram pieslēgts apmēram 4 kV spriegums. Pēc 

parauga šķīduma izplūdes no kapilāra, tas pārvēršas par aerosolu, kas sastāv no lādētiem 

pilieniem ar augstu lādiņa blīvumu. Tuvojoties ieejas konusam, šie pilieni pakāpeniski 

samazinās, jo visu laiku notiek šķīdinātāja iztvaikošana. Pie kritiskā pilienu izmēra pienāk 

brīdis, kad spraiguma spēks ir mazāks par Kulona atgrūšanās spēku – tas izraisa piliena 

sabrukšanu par vairākiem mazākiem pilieniem [24]. Šķīdinātāji ar lielu spraiguma spēku un/vai 
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augstu viskozitāti stipri traucē mazu pilienu veidošanai, tāpēc, ūdens nav piemērots šķīdinātājs 

AEŠH – MS eksperimentiem [25]. Pilienu samazināšanās atkārtojas, līdz veidojas 

mikropilieni, kuri satur tikai vienu lādētu parauga daļiņu, kas zaudē palikušās šķīdinātāja 

molekulas un pati pāriet gāzes fāzē (ir zināmi arī citi jonizācijas modeļi). Pēc tam ekstrakcijas 

konuss savāc jonus un novirza tos uz masu analizatoru. Fragmentācija šajā gadījuma ir niecīga, 

jo jonu iekšējā enerģija ir maza. 

Savienojumu klāsts, kurus var analizēt EIJ apstākļos, ir diezgan liels [26]. Tie var būt 

organiski savienojumi, kuri jau ir jonizēti šķīdumā, neitrāli vai polārie savienojumi, kuri var 

būt protonēti/deprotonēti noteiktā pH, kā arī nepolārie savienojumi, kurus var oksidēt vai 

reducēt. EIJ process ir diezgan jutīgs pret jonu konkurences un apspiešanas efektiem [27]. 

Minētie efekti ievērojami samazina instrumenta jutību, tāpēc sarežģītu maisījumu analīzēm 

nepieciešama papildus attīrīšana. To panāk ar šķidrumu ekstrakciju, cietfāzes ekstrakciju, 

centrifugēšanu, eksklūzijas hromatogrāfiju u. c.  

 

1.2. Analīta uzlādēšanās EIJ procesā 

 

Viens no nozīmīgākajiem jautājumiem, kas saistīts ar EIJ, ir sakarība starp analīta 

uzbūvi un jonizācijas spēju. Jau sen ir zināms, ka dažādu analītu signāla intensitāte ir atšķirīga, 

pat ja to koncentrācijas šķīdumā ir vienādas [28]. Piemēram, 1.2. att. redzamais cēzija bromīda 

un dodeciltrimetilamonija bromīda ekvimolāra šķīduma masspektrs, rāda ievērojamu signālu 

starpību, neskatoties uz abu analītu koncentrāciju vienādību. 

 

 

1.2. att. Cēzija bromīda un dodeciltrimetilamonija bromīda ekvimolāra šķīduma 

masspektrs, iegūts EIJ režīmā [29] 
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Iespējams, ka to nosaka stipri atšķirīgā analītu virsmas aktivitāte, kas liecina par analīta 

struktūras tiešu ietekmi uz tā noteikšanas jutību. Zemāk apskatīti vairāki faktori, kas var 

ietekmēt analīta jonizācijas efektivitāti EIJ apstākļos. 

 

1.2.1. Parauga jonizācija lādiņu atdalīšanas procesā 

 

EIJ process sastāv no trim galvenām stadijām, kuras redzamas 1.3. att. 

 

 

1.3 att. Elektroizsmidzināšanas procesa shēma 

 

Pirmajā stadijā veidojas pilieni ar pozitīvā vai negatīvā lādiņa pārpalikumu. Otrajā – 

notiek šo pilienu desolvācija un mazāka diametra pilienu veidošanos. Beidzot, trešajā stadijā, 

saskaņā ar jonu iztvaikošanas modeli [30], kas ir piemērots mazmolekulāriem analītiem, joni 

no šķīduma tiek pārnesti gāzes fāzē. Analīti, kas pastāv šķīdumā jonu formā, var nokļūt uz 

mikropiliena virsmas un veidot lādiņa pārpalikumu. Lādiņu atdalīšanās process, kas notiek 

Teilora konusa veidošanās gaitā, ir galvenais mehānisms, kas nosaka neorganisko jonu 

nokļūšanu uz piliena virsmas. Organisko vielu, kuru sastāvā ir bāziskas, skābas vai lādētas 

amonija, fosfonija un oksonija grupas, jonizācija un pārnese uz piliena virsmu notiek atbilstoši 

aprakstītajam mehānismam. Neorganiskos katjonus un pozitīvi lādētus organiskos 

savienojumus analizē pozitīvo jonu skenējumā, bet neorganiskos un organiskos anjonus - 

negatīvo jonu skenējumā. 
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1.2.2. Aduktu veidošanās 

 

Savienojumi, kuru struktūrā ietilpst polārās funkcionālās grupas, var veidot aduktus ar 

dažādiem joniem. Aduktu veidošanās ir jonizācijas ar lādiņu atdalīšanas mehānisma palīdzību 

speciāls gadījums. Process notiek šķīdumā pirms lādiņu atdalīšanās. Aduktos saglabājas lādiņš, 

kā rezultātā analīta signāls kļūst novērojams masspektrā gan pozitīvo, gan negatīvo jonu 

skenējumā (atkarībā no adukta zīmes). Piemēram, pievienojot hloroformu analizējamam 

šķīdumam, var panākt aduktu veidošanos starp dažiem analītiem un hlorīda joniem [31]. Tas 

ļauj noteikt tādus neitrāli lādētus analītus negatīvo jonu skenējumā, kuri nespēj paši veidot 

anjonus deprotonēšanas rezultātā. 

Pievienojot šķīdumam sārmu metālu sāļus, var panākt aduktu veidošanos starp analītu 

un nātrija, amonija, litija vai kālija katjoniem [32]. Uzmanība ir jāpievērš pievienotā sāls 

koncentrācijai, jo, atšķirībā no mazām sāls piedevām, lielas piedevas var stipri samazināt vai 

pat pilnīgi izslēgt analīta signāla veidošanos. Tas ir saistīts ar mikropilienu virsmas 

pārsātināšanos ar sāls joniem, kas izraisa analīta izspiešanu no virsmas. Jāievēro, ka sārmu 

metālu katjoni praktiski vienmēr atrodas šķīdinātājā, kas saskārušies ar stikla traukiem, 

piemēram, zema kvalitātes stikla pudelēm. Parasti analītiskas kvalitātes šķīdinātāji satur nātrija 

jonus ar koncentrācijas kārtu 10-6 M. Rezultātā aduktu veidošanās notiek arī tad, kad tā nav 

vēlama.  

 

1.2.3. Jonizācija gāzes fāzē 

 

EIJ process notiek atmosfēras spiedienā. Līdz ar to jonu avotā atrodas gan neitrālā 

šķīdinātāja tvaiki, gan arī tā joni, kuri var veidoties EIJ gaitā. Rezultātā analīta joni kopā ar 

lādētām šķīdinātāja molekulām var piedalīties dažādās gāzes fāzes reakcijās. Visbiežāk 

protonētas analīta molekulas iesaistās protonu pārneses procesos ar šķīdinātāja molekulām 

[33]. Pēc iztvaikošanas no piliena virsmas protonētas analīta molekulas var atdot protonus 

molekulām ar augstāku gāzes fāzes bāziskumu, piemēram, šķīdinātājam vai citam analītam. 

Rezultātā analīts var iegūt lādiņu jonu – molekulu reakcijā, vai arī to zaudēt. Šādi procesi notiek 

apstākļos, kad jonu pārneses rezultātā no šķīduma uz gāzes fāzi mainās analītu bāziskuma 

pieauguma secība. Tas ir skaidrojams tādējādi, ka bāziskums šķīdumā nav saistīts ar bāziskuma 

vērtību gāzes fāzē. Darbā [33] parādīts, ka metanola un ūdens maisījuma EIJ analīzes gaitā 
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metanola klasteri dominē masspektros arī tad, ja metanola mola daļa šķīdumā ir maza (sk. 1.4. 

att.). 

 

 

1.4. att. Šķīdinātāju klasteru relatīvā intensitāte atkarībā no metanola mola daļas [33] 

 

Attēlā 1.4. redzams, ka EIJ gaitā notiek protona pārnese no šķīdinātāja ar zemāku 

protonu afinitāti uz šķīdinātāju, kam tā ir augstāka, kas norāda uz protonu afinitātes ietekmi uz 

analīta jonizāciju. Veicot EIJ analīzes, jāpievērš uzmanība šķīdinātāja izvēlei – šķīdinātāji ar 

augstu protonu afinitāti nav piemēroti vāji bāzisku analītu noteikšanai. 

 

1.2.4. Oksidēšanās – reducēšanās procesi EIJ gaitā 

 

EIJ procesu var aplūkot kā sava veida elektroķīmisku šūnu [34]. Lādiņa bilances 

saglabāšanai nepieciešams, lai oksidēto vai reducēto daļiņu koncentrācija būtu vienāda ar 

pārpalikuma lādiņa koncentrāciju. Oksidēšanās – reducēšanās procesi var pārvērst analītu jonu 

formā, kas ir svarīgi EIJ, bet dažreiz to klātbūtne stipri traucē analīzei. Piemēram, oksidēšanās 

– reducēšanās produkti spēj veidot aduktus ar analītu vai konkurēt ar to par vietu piliena virsmā. 

Bieži var novērot tādus nevēlamus efektus, kā kapilāra materiāla oksidēšanās. Rezultātā 

šķīdumā pāriet Fe(II) joni, kas var veidot kompleksus ar analītiem. Gadījumos, kad 

elektroķīmiskie procesi traucē analīzei, vislabākais risinājums ir nomainīt kapilāra materiālu, 

kas var krietni izmainīt elektroķīmiskos procesus [35]. 
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1.2.5. Analīta virsmas aktivitātes ietekme uz signāla intensitāti 

 

Analīta struktūra var stipri ietekmēt ne tikai jonizācijas mehānismu, bet arī signāla 

intensitāti masspektrā. Visbiežāk to nosaka savienojuma virsmas aktivitāte. Jau sen zinātnieki 

pamanīja, ka analītiem ar lielām nepolārām grupām signāls ir krietni intensīvāks nekā 

mazmolekulārām polārām vielām [36]. Lielas nepolārās grupas novietojas gaisa – šķīduma 

robežvirsmā, nevis mikropiliena iekšpusē. Rezultātā joni ar nepolārajām grupām pāriet gāzes 

fāzē daudz vieglāk. Līdzsvara – sadalījuma modelis [37] paredz, ka tikai noteikts daudzums 

lādiņu var veidoties uz piliena virsmas, bet piliena iekšpuse ir elektroneitrāla. Katjoni un 

anjoni, kuri atrodas piliena iekšienē neitralizē viens otru un gala rezultātā izveido sāļus.  

Daži mainīgie, kas apraksta analīta polaritāti, var korelēt ar signāla intensitāti. 

Piemēram, parādīts, ka signāla intensitāte var būt lineāri atkarīga no molekulas nepolārās daļas 

virsmas laukuma [38]. Vēl viens lielums, kas korelē ar signāla intensitāti, ir Gibsa enerģijas 

izmaiņas, saistītas ar jona pārnesi no nepolārā šķīduma un polāro. Analītiem ar lielāku pārneses 

enerģiju ir augstāka intensitāte masspektrā [38]. Interesanta korelācija ir atrasta starp vienkāršo 

analītu izdalīšanās laiku šķidrumu hromatogrāfijā un signāla intensitāti [39]. Analītam ar 

lielāku izdalīšanās faktora vērtību arī detektora atsauce ir augstāka. 

 

1.2.6. Analīta pKa un šķīduma pH ietekme uz jonizācijas efektivitāti EIJ gaitā 

 

Gadījumos, kad veic analītu analīzi, kuriem ir skābes vai bāzes īpašības, pKa un pH 

vērtības var ietekmēt jonizācijas efektivitāti. Kopumā, bāzisko analītu noteikšana ir efektīvāka 

šķīdumos ar pazeminātu pH. Analītus ar skābju īpašībām parasti analizē šķīdumos ar 

paaugstinātu pH. Neskatoties uz šo vispārinājumu, ir zināmi vairāki izņēmumi, kas norāda uz 

EIJ mehānismu sarežģītību. Piemēram, protonētu jonu veidošanās novērota gadījumos, kad 

analīze veikta bāziskā šķīdumā ar pH, kas lielāks nekā vielas pKa [40]. Deprotonēto jonu 

veidošanās novērota analizējot skābus šķīdumus [40]. Šos „izņēmumus” var izskaidrot šādi: 

EIJ gaitā mikropilienu virsmā vienmēr veidojas lādiņa pārpalikums, citādi EIJ nav iespējama 

[37]. Pozitīvo jonu skenējumā un protonu šķīdinātāja vidē lādiņa pārpalikums ir protonu formā, 

kurus var piesaistīt pats šķīdinātājs vai analīta molekula. Šādu protonu daudzums ir atkarīgs 

tikai no šķīduma plūsmas ātruma un sprieguma, bet nav atkarīgs no šķīduma pH. Ja analīta 

molekula ir nonākusi mikropiliena virsmā, tā ir protonēta, neatkarīgi no šķīduma pH, ja analīta 
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pKa vērtība ir augstāka, nekā šķīdinātājam. Pretējā gadījumā tiks novēroti tikai šķīdinātāja un 

protona klasteru signāli. 

Protonu pārneses procesi gāzes fāzē pēc analīta iztvaikošanas var izraisīt efektus, 

līdzīgus aprakstītiem iepriekš, neatkarīgi no šķīduma pH. Piemēram, ja analīzi veic pozitīvo 

jonu skenējumā bāziskā šķīdumā, kas satur amonjaku, daudzi amonija joni tiek pārnesti uz 

gāzes fāzi. Amonija jons gāzes fāzē ir stipra skābe, kas var atdot protonu analīta molekulai. 

Pastāv vēl viens iemesls, kas nedod iespēju kontrolēt analīta jonizācijas efektivitāti, 

izmantojot šķīduma pH. Dažos gadījumos pozitīvo jonu skenējumā pie kapilāra virsmas notiek 

ūdens molekulu oksidēšana, kas var pazemināt mikropilienu pH līdz 4 vienībām, salīdzinājumā 

ar pārējo šķīdumu [41].  

 

1.2.7. Šķīdinātāja izvēle EIJ apstākļos 

 

Šķīdinātāja izvēle pārsvarā ir atkarīga no tā, kādu jonizācijas režīmu izmanto analīzei. 

Šķīdinātājs analīzei EIJ+ režīmā var atšķirties no šķīdinātāja, kuru izmanto EIJ- režīmā. 

Neskatoties uz to, ka pārsvarā EIJ apstākļos izmanto šauru šķīdinātāju loku, dažiem 

specifiskiem mērķiem, kā kompleksu pētīšana un proteīnu konformāciju saglabāšana, var lietot 

arī visai netipiskus EIJ šķīdinātājus vai piedevas tiem. 

Viens no galvenajiem šķīdinātāja raksturlielumiem ir virsmas spraigums. Šķīdinātāji ar 

augstu virsmas spraigumu samazina izsmidzināšanās stabilitāti, kas izraisa signāla pulsācijas 

un sliktu atkārtojamību. Izsmidzināšanas stabilitāti var viegli panākt sistēmās, kur ir ap 50 % 

polāra organiskā šķīdinātāja (metanols vai acetonitrils) un 50 % ūdens. Ūdens daudzuma 

palielināšana izraisa virsmas spraiguma palielināšanos un iegūt stabilu izsmidzināšanu kļūst 

arvien grūtāk. No citas puses, iegūt stabilu izsmidzināšanu, lietojot nepolārus un vidēji polārus 

šķīdinātājus (heksāns, hloroforms) ir tikpat grūti, jo tiem ir ļoti mazs virsmas spraigums, mazas 

dielektriskās konstantes un augsta gaistamība. 

Šķīdinātāja sastāva ietekme uz EIJ masspektrā redzamām līnijām ir būtiska. Pirmkārt, 

šķīdinātāja klasteri veido ķīmisko fonu, kas nav vēlams vielu zīmju analīzēs. Tikai ideālā 

gadījumā šķīdinātājs neveido klasterus ar elektrolīta un citu piedevu joniem. Otrkārt, analīta 

signāla intensitāte ir atkarīga no izmantotā šķīdinātāja. Daudzos gadījumos detektora atsauce 

ir augstākā, ja organiskā šķīdinātāja saturs šķīdumā ir palielināts, kas nosaka efektīvāku 

mikropilienu desolvāciju un stabilāku izsmidzināšanu [42]. Treškārt, EIJ ir svarīga šķīdinātāja 

elektrovadītspēja. Lai to nodrošinātu, šķīdumā vienmēr jāatrodas lādētām daļiņām. To izcelsme 



20 

var būt lādēts analīts, pievienotas elektrolīta piedevas (etiķskābe, amonija acetāts) un/vai 

elektroķīmisko pārvērtību produkti. Lādiņa nesēju trūkuma dēļ, izsmidzināšanās dinamika nav 

sasniedzama un detektora atsauce var stipri fluktuēt. 

No tā izriet, ka EIJ+ režīmā var lietot polāra organiskā šķīdinātāja maisījumus ar ūdeni, 

organiskām skābēm (skudrskābi, etiķskābi) vai gaistošiem amonija sāļiem (amonija formiāta, 

amonija acetāta) piedevām. Šādā gadījumā lādiņa pārpalikuma nesēji ir šķīdinātāja klasteri ar 

protoniem. 

Šķīdinātāja izvēle darbam EIJ- režīmā ir atkarīga no vairākiem apsvērumiem. Bāzes 

klātbūtnē nav iespējams sasniegt stabilu izsmidzināšanu, jo neveidojas pietiekoši stabilas 

negatīvi lādētās daļiņas, kas varētu pārnest lādiņa pārpalikumu uz analītu. Šī iemesla dēļ, jutība 

EIJ- režīmā ir zemāka nekā EIJ+. Lai iegūtu stabilāku izsmidzināšanu EIJ- režīmā, jālieto 

šķīdinātājs, kas veido stabilus anjonus. Piemēram, ir pazīstama heksafluoroizopropanola un 

metanola maisījuma izmantošana oligonukleotīdu noteikšanai [43]. Piedāvāta arī cita 

šķīdinātāju sistēma, kura sastāv no 10 % 2,2,2-trifluoroetanola un 90 % metanola [26]. 2,2,2-

Trifluoroetanols piedalās elektroķīmiskajā reducēšanas procesā, kurš notiek pie kapilāra 

virsmas, veidojot 2,2,2-triflouroetoksīda anjonu un ūdeņradi. Aprakstītā šķīdinātāju sistēma 

nerada augstu fona līmeni un dod iespēju pazemināt noteikšanas robežu līdz 10-8 M taukskābju 

un 10-7 M peptīdu gadījumā.  

 

1.3. Tandēmmasspektrometrija 

 

Tandēmmasspektrometrija ir metožu kopums, kas ietver vismaz divas masu analīzes 

stadijas [44]. Pirmajā stadijā tiek selektīvi izolēts „mātes”jons (prekursors). Posmā starp divām 

stadijām bieži notiek prekursora aktivācija, palielinot tā iekšējo enerģiju. Iekšējās enerģijas 

palielināšana izraisa virkni fragmentācijas procesu, kuru gaitā notiek homolītiskā vai 

heterolītiskā (vai abas kopā) šķelšanās. Rezultātā veidojas noteikts daudzums fragmentu, jeb 

„meitas” jonu, kuri satur informāciju par prekursora uzbūvi. „Meitas”joni tiek analizēti otrajā 

masu analīzes stadijā. MS2 lietošana vienas stadijas masspektrometrijas (MS) vietā sniedz 

informāciju ne tikai par jonu gāzes fāzes ķīmiskajām īpašībām, bet daudzos gadījumos palīdz 

pareizi un precīzi noteikt vielu sarežģītā bioloģiskā matricā, jo prekursoriem ar vienādām 

masām bieži atšķiras fragmentācija. 
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Zināmas vairākas jonu aktivācijas metodes, ieskaitot zemas un augstas enerģijas SID 

[45], VID [46], IRMPD [47], BIRD [48], elektronu satveres [49] un elektronu pārneses izraisīto 

disociāciju [50]. Metožu salīdzinājums ir redzams 1.5. att. 

 

 

1.5. att. Jonu aktivācijas metožu salīdzinājums [51] 

 

Katrā no šīm metodēm jonu aktivācijai izmanto dažādus fizikālus principus, kuri 

atšķiras ar iedarbības laiku, iegūto iekšējās enerģijas daudzumu un ierosināšanās veidu 

(elektronu pāreju vai svārstību ierosināšana). Dažādu aktivācijas metožu izmantošana sniedz 

komplementāru informāciju par jonu struktūru, bet tā ir atkarīga no konkrētās iekārtas. Šajā 

darbā jonu aktivācijas eksperimenti veikti, izmantojot triju kvadrupolu tandēmmaspektrometru 

ar sadursmju inducētās disociācijas šūnu, kam veltīta tālākā diskusija. 

 

1.3.1. Sadursmju inducētā disociācija 

 

SID metode pašlaik ir viena no izplatītākajām jonu aktivācijas metodēm. Kā jau norāda 

metodes nosaukums, jonu aktivāciju panāk jona un neitrālās daļiņas sadursmes rezultātā. 

Sadursmju inducēšanai bieži izmanto inertas gāzes – hēliju, argonu un slāpekli. Stiprākai 

aktivācijai var izmantot arī ksenonu. Tradicionāli SID iedala zemas vai augstas enerģijas 
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variantos un starpība starp abiem ir ap 100 eV. Zemas enerģijas SID var realizēt gan kvadrupola 

tipa instrumentos, kas izmanto jonu atdalīšanu telpā, gan arī slazda tipa iekārtās, kur joni mazā 

telpas iecirknī var atrasties neierobežotu laiku pirms analīzes. Parasti SID kvadrupola 

instrumentos notiek pilnīgāk, un enerģijas daudzums, ko iegūst jons, ir lielāks, nekā slazda tipa 

analizatorā. 

Neatkarīgi no instrumenta veida, kur notiek SID eksperimenti, jona iekšējās enerģijas 

pieaugumu sadursmju rezultātā var izteikt ar 1.1. vienādojumu [6, 45]. 

 

𝐸 =
𝑀𝑔

𝑀𝑗+𝑀𝑔
𝐸𝑘                                  (1.1) 

 

Šajā vienādojumā E ir iekšējā enerģija, Mg ir gāzes molmasa, Mj ir jona molmasa un Ek 

ir jona kinētiskā enerģija. Zemas enerģijas SID režīmā (<100 eV) jona iekšējās enerģijas 

pieaugums ir pietiekoši liels, lai sasniegtu svārstību ierosināšanu, bet nesasniedz elektronu 

ierosināšanai nepieciešamo līmeni. Tādēļ jona iekšējā enerģija tiek sadalīta starp visām jona 

svārstību brīvības pakāpēm, kas izraisa vājāko saišu šķelšanos. Jona iekšējās enerģijas 

pieaugums, kuru apraksta izteiksme 1.1, nav diskrēta vērtība, bet gan enerģijas sadalījums, kas 

kļūst platāks ar jona kinētiskās enerģijas palielināšanos [45]. Šīs, SID procesam raksturīgas 

īpatnības dēļ, masspektrā novēro vairākus „meitas” jonus, kuri rodas pārvērtībās, saistītās ar 

vairākām aktivācijas barjerām. Masspektri bieži vien kļūst komplicētāki, pieaugot jona 

kinētiskai enerģijai. 

Viens no SID metodes trūkumiem ir MS2 spektru vājā atkārtojamība, veicot mērījumus 

ar dažādām iekārtām, jo enerģijas pārneses sadalījums ir ļoti jūtīgs pat pret mazām izmaiņām 

eksperimenta apstākļos. Šis iemesls neļauj apvienot ar dažādām iekārtām iegūtos masspektrus 

datubāzēs. Otrs SID trūkums ir saistīts ar to, ka pārsvarā notiek tikai vājāko saišu šķelšanās, 

kas daudzos gadījumos nav informatīvi. Piemēram, fosfopeptīdu identifikācijai ir jāpierāda ne 

tikai fosfāta grupas klātbūtne, bet arī tās precīzs novietojums polipeptīdā. Fosfāta grupa ir ļoti 

labila, tāpēc fosfopeptīdu masspektros pat pie zemām enerģijām dominē H3PO4 un HPO3 masu 

zudumu signāli. Abu šo signālu klātbūtne pierāda, ka pētāmā viela ir fosfopeptīds [52], bet 

informāciju par fosfāta grupas atrašanās vietu nevar iegūt. Neskatoties uz šiem trūkumiem, SID 

metode mūsdienās ir vislabāk pielāgota EIJ un citām atmosfēras spiediena jonizācijas metodēm 

un ir plaši lietojama dažādu analītiskās un fizikālās ķīmijas problēmu risināšanai. Metodes 

izmantošana CJŠ līdzīgo savienojumu fragmentācijas procesu pētīšanai aplūkota nākamajā 

apakšnodaļā. 
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1.4. Imidazolija atvasinājumu gāzes fāzes ķīmijas pētījumi SID apstākļos 

 

N-Alkilimidazolija dažādu pārstāvju MS2 spektros var ieraudzīt interesantas sakarības 

starp struktūru un fragmentāciju. Kvaternizētā heterocikla klātbūtne daudzos gadījumos izraisa 

dažādus lādiņa virzītās šķelšanās procesus. Bet tas nav vienīgais fragmentācijas mehānisms, jo 

izplatīti arī dažādi pārgrupēšanās un homolītiskās šķelšanās procesi. Pārsvarā novērota 

fragmentācijas procesu stipra atkarība no oglekļa atomu skaita starp heterociklu un funkcionālo 

grupu.  

 

1.4.1. Imidazoliju saturošo spirtu fragmentācija 

 

Literatūrā var atrast dažu imidazolija funkcionālo atvasinājumu gāzes fāzes ķīmisko 

pārvērtību pētījumus. SID apstākļos izpētīto imidazolija gredzenu saturošo alkanolu 

fragmentācijas shēma parādīta 1.6. att. 
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1.6. att. N-metilimidazoliju saturošo spirtu SID shēma [7] 

 

Shēmā redzams, ka alkilķēdes ietekme uz fragmentācijas procesu ir minimāla, jo līdzīgi 

fragmenti ir novērojami neatkarīgi no metilēngrupu skaita. Fragmentācijas gaitā notiek tādi 

procesi, ka lādiņa virzītā šķelšanās, sānu virknes sadalīšanās un imidazolija cikla 

paplašināšanās. Atšķirības homologu fragmentācijā novērotas ūdens molekulas eliminēšanās 

procesā, kas ir raksturīgs vienīgi zemākiem homologiem ar n=1, 2. 

Veicot SID pētījumus ar dažādām sadursmju enerģijām, autori pamanīja, ka doto 

savienojumu [M+H]+ relatīvā intensitāte paliek nemainīga, sākot ar 25 eV un augstāk. Ņemot 
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vērā šo novērojumu, tika izvirzīta hipotēze par iespējamo [M+H]+ pārgrupēšanos stabilākajā 

formā. Kā parādīts 1.6. att., N-metilimidazolija joni fragmentācijas gaitā pārvēršas par N-

metilpirimidīnija joniem. Darbā [7] parādīta apgriezti proporcionāla sakarība starp N-

metilpirimidīnija jonu relatīvo intensitāti un oglekļa atomu skaitu starp imidazolija gredzenu 

un hidroksilgrupu. 

Apskatāmo savienojumu masspektros pamatlīnija atbilst jonam ar m/z 83, kas veidojas 

lādiņa virzītās šķelšanās rezultātā. Ūdeņraža atoms var migrēt gan no metilēngrupas gan no 

skābekļa atoma. Veicot ar D iezīmēto savienojumu analīzes, autori pierādīja, ka šajā procesā 

ūdeņraža pārneses varbūtība no metilēngrupas uz imidazolija gredzenu pieaug līdz ar 

metilēngrupu skaitu. 

Aprakstītais process konkurē ar N-metilimidazolija eliminēšanu, kura gaitā veidojas 

alkanola virknei atbilstošie fragmenti (sk. 1.6. att.). Konstatēts, ka fragmentu signālu intensitāte 

samazinās, pieaugot metilēngrupu skaitam. 

Pie lielākām sadursmju enerģijas vērtībām novērota katjonradikāļa veidošanās ar m/z 

96, kuram atbilst molekulārā formula C5H8N2
+·. Process raksturīgs tikai mazākajam 

homologam ar n=1. Pēc autoru domām, dotā daļiņa veidojas ·CH2OH∙ radikāļa β-šķelšanās 

rezultātā. Dotais katjonradikālis spēj piedalīties tālākajā fragmentācijā, zaudējot H∙ vai CH3
∙ 

[7]. 

 

1.4.2. Imidazoliju saturošo karbonskābju fragmentācija 

 

Karboksilgrupu saturošā N-metilimidazolija atvasinājuma SID procesa shēma parādīta 

1.7. att. 

 

 

1.7. att. N-metilimidazoliju saturošas karbonskābes SID shēma [7] 
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Shēmā redzams, ka karboksilgrupas klātbūtne izraisa dažas būtiskas izmaiņas 

fragmentācijas procesā salīdzinājumā ar līdzīgo spirtu fragmentāciju (sk. 1.4.1. apakšnodaļu). 

Galvenais fragmentācijas virziens dotajam savienojumam saistīts ar HCOOH un HCOO∙ 

atšķelšanās no [M+H]+. Rezultātā veidojas C5H7N2
+ ar m/z=95 un C5H8N2

+∙ m/z=96. 

Vēl viens fragmentācijas maršruts saistīts ar ūdens molekulas eliminēšanu, kas izraisa 

jona ar m/z=123 veidošanos. Apskatītie fragmentācijas procesi konkurē ar citiem maršrutiem, 

piemēram, α-laktona eliminēšanu vai CH3
· atšķelšanu [7]. 

 

1.4.3. Imidazoliju saturošo esteru fragmentācija 

 

N-Metilimidazoliju saturošiem esteriem raksturīgi SID procesi apkopoti 1.8. att. 
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1.8. att. N-Metilimidazoliju saturošu esteru SID shēma [7] 
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Šāda tipa esteru fragmentācija ir īpaša ar to, ka fragmentu veidošanās notiek divos 

virzienos. Pirmais virziens saistīts ar N-metilimidazolija, bet otrs – ar estera grupas veicināto 

fragmentāciju. 

Fragmentācija, saistīta ar N-metilimidazolija noteikto virzienu, ir p-jodobenzoskābes 

eliminēšanās, kas raksturīga visiem pētījumā lietotiem esteriem (sk. 1.8. att.). Autori parādīja, 

ka dotās fragmentācijas gaitā veidoto jonu relatīvās intensitātes palielinās līdz ar oglekļa atomu 

skaitu starp N-metilimidazolija un estera fragmentiem. 

Otrs process, saistīts ar N-metilimidazolija ietekmi, ir alkilķēdes eliminēšana ar sekojošu 

ūdeņraža atoma pārnesi uz N-metilimidazolija fragmentu, kuras gaitā veidojas jons ar m/z 83. 

Šis fragmentācijas virziens vairāk raksturīgs homologam ar n=5, bet nav novērots 

savienojumam ar n=1 (sk. 1.8. att.). 

Estera grupas izraisa N-metilimidazolija eliminēšanas procesu, kura gaitā veidojas jons 

A savukārt jona B rašanās saistīta ar spirta molekulas eliminēšanos (sk. 1.8. att.). Šajos 

procesos novērojama izteikta oglekļa atomu skaita ietekme – jo lielāks ir n, jo lielāka ir jona A 

relatīvā intensitāte masspektrā. Ja n ir mazs, palielinās jona B relatīvā intensitāte. 

Palielinot sadursmju enerģiju, novēro jonu A un B tālāku sadalīšanos [7]. 

 

1.4.4. Imidazoliju saturošo sulfīdu, sulfoksīdu un sulfonu fragmentācija 

 

Zināma arī dažu sēra saturošo imidazolija atvasinājumu fragmentācija. Sulfīdu SID 

procesu shēma parādīta 1.9. att. 
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1.9. att. Imidazoliju saturošu sulfīdu SID shēma [8] 

 

Shēmā atspoguļotie procesi parāda, ka sulfīdu fragmentācija ir stipri atkarīga no 

metilēngrupu skaita starp imidazolija un sulfīda grupām. Dotajiem homologiem raksturīgs tikai 

viens kopīgs fragmentācijas virziens, kas ir saistīts ar 1,2-dimetilimidazola eliminēšanos. 

Procesā veidojas sulfēnija un augstāko sulfīdu katjoni ar m/z=61, m/z=75, m/z=89 un m/z=131. 

Minēto jonu relatīvās intensitātes palielinās līdz ar metilēngrupu skaita pieaugumu. Smagākie 

šo jonu pārstāvji spēj piedalīties tālākajā fragmentācijas procesā, zaudējot alkēna molekulas un 

veidojot ar sēra atomu stabilizētus katjonus (sk. 1.9. att., B, C un D). 

Autori pierādīja, ka savienojums I(1) aktivācijas rezultātā zaudē metāntiola molekulu. 

Šajā procesā novēro jonu ar m/z=109 (sk. 1.9. att., A), kuram atbilst 1,2-dimetilpirimidīnija 
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struktūra, līdzīga tai, kas veidojas imidazoliju saturošo spirtu un karbonskābju fragmentācijā 

(sk. 1.4.1. un 1.4.2. apakšnodaļas). 

Sulfīdiem I(1) un I(2), atšķirībā no augstākiem homologiem I(3) un I(6), raksturīga 

mazmolekulāru fragmentu atšķelšanās. Pirmais no tiem zaudē dimetilsulfīda molekulu, 

veidojot jonu ar m/z 97. Otrais atšķeļ etilēna molekulu, veidojot jonu ar m/z=143 (1.9. att., B). 

Tālākā jona ar m/z 143 fragmentācija saistīta ar konkurējošiem CH3
·, CH3S· un CH3NC 

zudumiem. 

Tālāk apskatīta sēra atoma oksidēšanās pakāpes ietekme uz imidazoliju saturošu 

savienojumu fragmentāciju. Attēlā 1.10. parādīta imidazoliju saturošā sulfona un sulfoksīda 

SID shēma.  
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1.10. att. Sulfoksīda un sulfona grupas saturošu jonu šķidrumu fragmentācijas shēma [8] 

 

Abu savienojumu fragmentācijas gaitā novēro mazmolekulāru S-saturošo skābju 

eliminēšanos, kas izraisa jona ar m/z 137 veidošanos. Sulfonam II(3) raksturīga sulfēnskābes 

atšķelšanās, bet sulfoksīds III(3) zaudē sulfīnskābes molekulu. Šajos procesos veidojas jons 

(m/z 137), kas piedalās tālākajā fragmentācijā, zaudējot C2H4, CH3NC un C2H6N2. Atšķirībā 

no sulfona II(3), sulfoksīda III(3) gadījumā iespējama arī 1,2-dimetilimidazola molekulas 

eliminēšanās. Šī procesa rezultātā parādās jons ar m/z 121, kas kļūst par vairāku 

mazmolekulāro fragmentu (m/z=57, 62, 65 un 78) priekšteci [8]. 
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1.4.5. Sulfonskābes grupu saturošo jonu šķidrumu fragmentācija 

 

Zināmi savienojumi, kuru struktūrā ietilpst sulfonāta un kvaternizētā slāpekļa grupas, 

savienotas savā starpā ar alkilķēdi. Šādi savienojumi var reaģēt ar stiprām skābēm, veidojot 

jonu šķidrumus ar Brensteda skābju īpašībām, kas dod iespēju tos izmantot organiskajā sintēzē, 

piemēram, kā šķīdinātājus vai dažu reakciju katalizatorus [53]. Šādu savienojumu īpašības ir 

pētītas SID apstākļos. 4-(Trietilamonio)-butān-1-sulfonskābes fragmentāciju raksturo piemērs 

[54]. 

 

 

1.11. att. 4-(Trietilamonio)-butān-1-sulfonskābes fragmentācijas shēma [54] 

 

Sākuma fragmentācijas stadijas raksturo homolītiskā šķelšanās, kas ir saistīta ar 

butānsulfonskābes (sk. 1.11. att., a), propānsulfonskābes (sk. 1.11. att., b) un hidrogensulfīta 

radikāļu (sk. 1.11. att., c) zudumiem. Šo procesu rezultātā veidojas virkne slāpekli saturošo 

katjonradikāļu, kas tālāk šķeļas atbilstoši α-šķelšanās mehānismam, veidojot imīnija jonus ar 

m/z 86 un 100. Tālākajos fragmentācijas posmos joni veido amīniem raksturīgus 

mazmolekulārus fragmentus (nav parādīti) pēc alkēnu vai alkānu molekulu atšķelšanās. 

Piemēram, jons ar m/z 86 pakāpeniski pārvēršas par joniem ar m/z 54 un 30 pēc divu etilēna 

molekulas zudumiem. Darbā [54] ir izvirzīta hipotēze, ka joni ar m/z 100 un 72 var veidoties 
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ne vien atbilstoši augstāk aprakstītiem maršrutiem, bet arī MakLafertī pārgrupēšanās rezultātā 

(sk. 1.12. att.). 

 

 

1.12. att. Imīnija jonu ar m/z 100 un 72 veidošanās, saskaņā ar alternatīvo MakLafertī 

mehānismu [54] 

 

Šis mehānisms ir iespējams, jo dotie joni satur γ-ūdeņraža atomus un imīnija grupu, bet 

nekādi papildus eksperimenti netika veikti, lai to apstiprinātu. Spriežot pēc literatūras datiem, 

MakLafertī pārgrupēšanās ir reti sastopams process pārskaita elektronu jonu SID pētījumos 

[55]. Dažreiz tas notiek tālu no lādiņa centra specifisku struktūras elementu dēļ [56]. 

Minētā savienojuma SID fragmentācija EIJ- režīmā nebija informatīva [54]. Autori 

demonstrēja, ka negatīvi lādētā daļiņa atbilst 4-(trietilamonio)-butān-1-sulfonskābes asociātam 

ar sulfāta anjonu. Dotais asociāts tālāk disociē, veidojot HSO4
- daļiņu, kas, savukārt, veido 

dominējošu fragmentu ar m/z 80, kas atbilst sēra trioksīda anjonam vai anjonradikālim. Šāda 

daļiņa parasti veidojas daudziem sulfonskābes grupu saturošiem savienojumiem SID apstākļos 

[57, 58]. Autori novēroja arī alkilķēdes sabrukšanas fragmentus, bet to interpretāciju 

apgrūtināja zemā relatīvā intensitāte.  

Kopumā, izvērtējot informāciju par jonu šķidrumu atvasinājumu gāzes fāzes īpašībām, 

var pamanīt, ka fragmentāciju mehānismi ir atkarīgi gan no funkcionālās grupas, gan no 

alkilķēdes garuma, kas atdala funkcionālu grupu no aizvietotā imidazola gredzena. Jaunu grupu 

ievadīšana molekulā var izraisīt arī neparastus fragmentācijas un pārgrupēšanās procesus. 

Protams, pastāv arī līdzīgi procesi, kuri nav atkarīgi no funkcionālās grupas. Starp tiem ir 

terminālās dubultsaites veidošanās alkilimidazolija jonu šķidrumu atvasinājumiem, kuri satur 

hidroksil-, estera, sulfoksīda un sulfona grupas alkilķēdē, vai pārgrupēšanās ar alkilpirimidīnija 

jonu veidošanos zemākajiem hidroksil-, karboksil-, sulfīda, sulfoksi – un sulfona grupu 
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saturošiem alkilimidazolija jonu šķidrumiem. Doto procesu pētījumi var palīdzēt tālākai šāda 

veida savienojumu identifikācijai un kvantitatīvai MS un MS2 noteikšanai, savukārt jaunu 

daļiņu un pārvērtību atklāšana palīdz analīta uzbūves pamatošanā. 

 

1.5. Elektroizsmidzināšanas jonizācijas izmantošana nekovalento struktūru 

pētīšanai šķīdumos un gāzes fāzē 

 

EIJ procesa īpatnība ir analīta uzlādēšanās šķīdumā un tālākā pārnese uz gāzes fāzi. Tas 

liek uzskatīt, ka metode varētu būt piemērota dažādu šķīdumā esošo līdzsvaru pētīšanai. Īpaša 

nozīme metodei ir dažādu kompleksu veidošanās pētīšanai šķīdumos, jo šie procesi praktiski 

vienmēr ietver arī lādētās daļiņas. Līdz ar to, pētot šķīdumu, kas satur kompleksu un ligandus 

ar EIJ – MS, var iegūt informāciju par kompleksa stabilitāti. Savukārt, ja papildus izmanto arī 

tandēmmasspektrometriju, var izpētīt kompleksa uzbūvi.  

Lielākā daļa pētāmo kompleksu piedalās dažādos šūnu procesos. Tādas bioloģiski 

svarīgas molekulas, kā proteīni vai DNS, organismā var saistīties ar dažādiem ligandiem, 

piemēram, slimības gaitā. Zinot, kā šīs mijiedarbības notiek un cik tās ir stipras, var izpētīt 

atbilstošos bioloģiskos procesus [59]. Šajā sakarā literatūrā plaši tiek apskatīta lielmolekulāro 

kompleksu veidošanās. Tie var veidoties starp enzīmu un substrātu [59], proteīnu un ligandu 

[60], diviem proteīniem [61], antigēnu un antivielu [62], kā arī citām vielām. Kompleksu 

veidošanās starp mazmolekulārajām vielām arī tiek plaši pētīta. Literatūrā ir atrodama 

informācija par dažādu makrociklu un metāla vai amonija jonu [12], ciklodekstrīnu un dažādu 

ligandu [13, 63], kaliks[n]arēnu un ligandu [14, 64], aminoskābju un dažādu katjonu [65, 66] 

un anjonu [67] kompleksiem. Tālāk tiks apskatītas EIJ lietošanas perspektīvas kompleksu 

līdzsvara aprakstam un stabilitātes konstanšu noteikšanai. 

 

1.5.1. Nekovalento struktūru stabilitāte EIJ apstākļos 

 

Nekovalento struktūru veidošanās ir atkarīga no mijiedarbību veida, kas tur kompleksa 

komponentus kopā. Dažādus mijiedarbību veidus var apskatīt 1.13. att.  

 



32 

 

1.13. att. Nekovalento mijiedarbību veidi. Apzīmējumi: Q – lādiņš, u – dipols, r – attālums, α – 

polarizējamība, ε – dielektriskā konstante, I – pirmais jonizācijas potenciāls, θ – leņķis starp 

dipolu un vektoru, kas savieno daļiņas, φ – otrā dipola leņķis polārajās koordinātēs [68] 

 

Vienādojumi 1.13. att. apraksta dažāda veida mijiedarbību enerģijas starp divām 

daļiņām. Kulona mijiedarbības ir spēcīgas un molekulu mērogā darbojas lielā attālumā, kaut 

gan mijiedarbības enerģija ir atkarīga no reaģējošo daļiņu lādiņiem. Dipolu mijiedarbības 

atkarīgas no lādiņa zīmēm un attāluma, kā arī no dipolu savstarpējas leņķiskās orientācijas. 

Visām pārējām mijiedarbībām piemīt tikai pievilkšanas raksturs. Daļiņas, kurām nav lādiņa, 

piedalās pievilkšanās mijiedarbībās, pateicoties polarizējamībai. Visas apskatītās iedarbības 

var klasificēt pēc rakstura, kādā tās mainās atkarībā no attāluma. Redzams, ka Kulona 

mijiedarbības ir atkarīgas no 1/r savukārt van der Vālsa mijiedarbības – no 1/r6. Visas 

nekovalentās mijiedarbības ir atkarīgas no vides dielektriskās konstantes 1/ε. Tas ir ļoti svarīgs 

apstāklis kompleksu pētīšanai ar EIJ – MS metodēm. Šķīdinātāja iztvaikošanas rezultātā notiek 

vides dielektrisko īpašību maiņa, kas var palielināt vienu mijiedarbību īpatsvaru, vienlaikus 

samazinot citu. Informācija, sniegtā 1.13. att., rāda, ka visas mijiedarbības, kas balstās ar 

lādiņiem, dipoliem un polarizējamību, kļūst stiprākas šķīdinātāja iztvaikošanas rezultātā. 

Izņēmums ir hidrofobās mijiedarbības, kas ir izplatītas bioloģiskos objektos. Piemēram, 

natīvajā šķīdumā proteīnu hidrofobās daļas veido nekovalentas struktūras [69]. EIJ gaitā 
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šķīdinātāja iztvaikošanas rezultātā hidrofobais efekts pazūd un kompleksa subvienības atdalās 

viena no otras.  

Ūdeņraža saites un hidrofīlās mijiedarbības ir vēl viena svarīga kompleksu stabilizējošo 

spēku klase. H-saišu enerģija bieži ir 10 – 40 kJ/mol intervālā. Šāda tipa mijiedarbības ir 

specifiskas, atkarīgas no vielu struktūras, tāpēc tās nevar aprakstīt ar vienkāršu matemātisku 

formulu. Pierādīts, ka elektrostatiskā potenciāla vērtības uz ūdeņraža atoma var izmantot 

ūdeņraža saišu stipruma aprakstam. Autori [70] atraduši, ka elektrostatiskā potenciāla vērtības 

un kompleksu mijiedarbības enerģijas ir lineāri saistīti lielumi. 

No augstāk teiktā izriet, ka veicot kompleksu stabilitātes pētījumus ar EIJ – MS 

metodēm, jāņem vērā, ka dažos gadījumos stabilitāte šķīdumā var nekorelēt ar stabilitāti gāzes 

fāzē. Tāpēc, ir vērtīgi salīdzināt iegūtās stabilitātes konstanšu vērtības ar literatūras datiem vai 

arī izmantot vienu no tradicionālajām „šķīduma” metodēm kā kontroles metodi. Tālāk tiks 

apskatīta dažu eksperimentālo parametru ietekme uz nekovalento struktūru stabilitāti. 

 

1.5.2. EIJ instrumentālo parametru ietekme uz nekovalento struktūru stabilitāti 

 

Instrumentālie parametri, kurus izmanto nekovalento struktūru pētīšanai ar EIJ, bieži 

stipri atšķiras no tiem, kurus izmanto vielu ķīmiskai analīzei. Vairākos gadījumos ir jāatrod 

kompromiss starp instrumenta jutību un kompleksa stabilitāti. Viens no galvenajiem faktoriem, 

kas ietekmē kompleksa stabilitāti gāzes fāzē, ir iekšējā enerģija. Masspektrometros ar Z-tipa 

smidzinātāju jonu trajektorija un iekšējā enerģija tiek kontrolēta ar diviem konusveida 

elektrodiem – ieejas konusu un ekstraktoru (sk. 1.1. att.). Ieejas konuss atrodas starp atmosfēras 

spiediena reģionu (1 atm) un pirmās sūknēšanās stadijas reģionu (1 Torr). Ekstraktors atrodas 

starp pirmās un otrās pakāpes sūknēšanās stadijas reģioniem (10-3 Torr). Katrā no šiem 

reģioniem vēl paliek desolvācijas gāzes molekulas, ar kurām pārneses laikā var sadurties labilie 

kompleksa joni. Sadursmju rezultātā var palielināties jonu iekšējā enerģija, kas izraisa 

kompleksa disociāciju [10, 11]. Tāpēc, strādājot ar EIJ, konusa un ekstraktora spriegums 

vienmēr paliek pie zemām vērtībām. No otras puses, konusa un ekstraktora spriegums nevar 

būt ļoti zems. Dzesēšanās efekta dēļ [71], kas notiek pirmās sūknēšanās stadijas reģionā, 

neitrālās šķīdinātāja molekulas un paraugā esošie komponenti veido veselu virkni lādēto 

agregātu. Rezultātā masspektra interpretācija kļūst neiespējama. 

Ne mazāk svarīgs parametrs ir jonu avota un desolvācijas gāzes temperatūra, kas ir 

zināms kompleksu sabrukšanās aktivators. Tāpat kā konusa sprieguma gadījumā, temperatūrai 
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jābūt tādai, lai notiktu efektīva šķīdinātāja iztvaikošana. Gadījumos, kad novēro ievērojamu 

kompleksa stabilitātes atkarību no temperatūras, šķīdinātāja desolvācijai var palīdzēt konusa 

gāzes plūsmas palielināšana temperatūras palielināšanas vietā [10]. Proteīnu kompleksu 

pētīšanas gaitā ir demonstrēts asprātīgais ceļš jonu avota temperatūras ietekmes samazināšanai. 

Šķīdumam, kas saturēja pētamo kompleksu, pievienoja imidazolu 1 mM koncentrācijā. 

Rezultātā tika sasniegta palielināta proteīnu kompleksa stabilitāte [72]. Līdzīgs stabilizācijas 

efekts ir panākts, ievadot jonu avotā sēra heksafluorīdu [73]. Abos gadījumos stabilizāciju 

autori saista ar atdzesēšanās efektu imidazola iztvaikošanas rezultātā. Dažos gadījumos 

aprakstīto efektu panākt nebija iespējams, bet tas attiecas uz ļoti nestabiliem kompleksiem [74]. 

Kā izriet no iepriekšējiem apsvērumiem, pirms kompleksu analīzes ir jānodrošina to 

stabilitāte posmā no smidzinātāja līdz masu analizatoram. Tālākā diskusija veltīta dažādām 

kompleksu pētīšanās pieejām un ar tām saistītām problēmām. 

 

1.5.3. Kompleksu asociācijas konstanšu noteikšana ar EIJ 

 

Mijiedarbības stiprumu starp divām kompleksa sastāvdaļām var raksturot, izmantojot 

asociācijas (vai disociācijas) konstantes vērtību K, kas apraksta līdzsvaru starp kompleksu un 

ligandiem analīzes apstākļos. Pastāv vairākas tradicionālās metodes K noteikšanai šķīdumā – 

optiskā spektroskopija (UV/redzamās gaismas un fluorimetrija), ITC, DSC un KMR [11, 68, 

75]. Katrai no šīm metodēm ir savas priekšrocības un trūkumi, savukārt masspektrometrijai ir 

vismaz divas priekšrocības, salīdzinot ar iepriekš minētām metodēm. Pirmkārt, 

masspektrometriskajā eksperimentā var tieši noskaidrot kompleksa stehiometriju, izmantojot 

m/z informāciju. Otrkārt, masspektrometrijā var sasniegt augstu jutību un izmantot mazāku 

parauga daudzumu, kas ir svarīgi, ja paraugs ir dārgs. Šie faktori kopā ar to, ka EIJ gaitā var 

analizēt vielas ar atšķirīgām īpašībām, noteica vairāku metodoloģiju attīstību, kuru kopums 

atspoguļots 1.14. att. 
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1.14. att. EIJ asociācijas konstanšu noteikšanas metožu klasifikācija [75] 

 

Kā redzams no 1.14. att., izmantotās metodes var iedalīt tiešās un netiešās [76]. Tiešo 

metožu izmantošanas gaitā, komplekss tiek saglabāts šķīdumā un tālāk pārnests uz gāzes fāzi, 

izmantojot „maigo” jonizācijas metodi. Interesējošo kompleksu signālu intensitātes masspektrā 

var izmantot līdzsvara koncentrāciju aprēķināšanai šķīdumā.  

Vienkāršākajā gadījumā tiek pagatavots šķīdums, kas satur vielas, no kurām veidojas 

komplekss. Šo šķīdumu ievada EIJ – MS sistēmā un, izvērtējot iegūto masspektru, nosaka, cik 

lielā mērā ligandi veido kompleksu. Šāda viena punkta analīze ir ļoti ātrs veids, lai iegūtu 

kvalitatīvu informāciju par kompleksa veidošanos, bet rodas sarežģījumi, ja šo pašu 

eksperimentu grib izmantot kvantitatīvās informācijas iegūšanai par kompleksa stabilitāti. 

Problēmas rada atšķirīga jonu pārneses efektivitāte no šķīduma uz gāzes fāzi. Rezultātā jonu 

intensitātes masspektrā neatspoguļo reālās jonu koncentrācijas pētāmajā šķīdumā. Tāpēc ir 

jānosaka katram jonam atbilstošais detektora atsauces faktors, kas saista koncentrācijas 

šķīdumā ar jonu intensitāti [77, 78].  

Otrs aspekts, kas jāņem vērā, ir nespecifisko agregātu veidošanās iespēja EIJ – MS 

apstākļos. Tāpēc papildus veic ligandu skrīninga procedūru, kas palīdz atšķirt specifiskās 

mijiedarbības no nespecifiskajām. Ligandu skrīninga eksperimentos ķīmiski izmaina struktūru 

blakus reakciju centram, lai specifisko mijiedarbību gadījumā kompleksam atbilstošais signāls 

pazustu. Piemēram, ja pētāmā kompleksa veidošanā piedalās aminoskābe lizīns, tad to ir 
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iespējams pārveidot par homo-arginīnu [68]. Bieži izmanto arī metilēšanas un acilēšanas 

reakcijas [79].  

Lai samazinātu atkārtojamības kļūdas, pētot vienas vielas mijiedarbības ar vairākiem 

ligandiem, iespējams realizēt konkurentās saistīšanās eksperimentus [80]. Metodes 

priekšrocība ir apstāklī, ka vairāki ligandi piedalās saistīšanās procesā ar interesējošo vielu 

viena šķīduma ietvaros, kas samazina variācijas kļūdas un ietaupa laiku. Savukārt, veicot šādus 

eksperimentus, jāņem vērā signāla apspiešanas efektu palielināta varbūtība, kas kļūst 

izteiktāka, palielinoties šķīdumā esošo komponentu daudzumam [27]. 

Kā jau minēts iepriekš, kompleksam un ligandiem atbilstošo masspektra intensitāšu 

ievietošana līdzsvara konstantes izteiksmē nav izmantojama precīzu asociācijas konstanšu 

aprēķināšanai. Vienīgais izņēmums pieļaujams gadījumam, kad viens no ligandiem ir daudz 

lielāks nekā otrs, piemēram, proteīna – medikamenta kompleksu gadījumā. Tad var pieņemt, 

ka paša proteīna un tā kompleksa ar mazmolekulāro savienojumu detektora atsauces faktori ir 

vienādi (jo fizikāli – ķīmiskās īpašības praktiski neatšķiras), un asociācijas konstanti var viegli 

aprēķināt no vienas analīzes datiem. Visos pārējos gadījumos, piemēram, pētot kompleksu 

veidošanos starp mazmolekulārajām vielām, jāveic speciāli eksperimenti. Īpaši svarīga 

problēma šajos eksperimentos saistīta ar to, ka atšķirībā no ligandu līdzsvara koncentrācijām, 

kompleksa līdzsvara koncentrāciju praktiski nav iespējams atrast eksperimentāli (asociācijas 

konstante arī nav zināma). Tāpēc šajā jomā ir izstrādātas vairākas kalibrācijas metodes 

asociācijas konstantes noteikšanai, kur kompleksa līdzsvara koncentrācija netiek izmantota. 

Piemēram, zināma metode, kur K iegūst, veicot kalibrāciju pret kompleksu ar zināmu K vērtību 

[81]. Cita metode [82], kura izmantota arī šajā darbā, balstās uz teorētiski izveidotā 

vienādojuma (sk. 2.2. vien.) pielāgošanu eksperimentāli iegūtiem datiem, lai ar statistikas 

programmas palīdzību atrastu detektora atsauces faktoru un asociācijas konstantes vērtību 

vajadzīgajam kompleksam. Vēlāk šo pašu autoru grupa izstrādāja vēl vienu metodi kompleksa 

asociācijas konstanšu noteikšanai [83]. Metodē tiek izmantots iekšējais standarts un masas 

bilances vienādojumu sistēma, kuru var atrisināt, izmantojot vienkāršu matricu algebru, 

rezultātā iegūstot kompleksa detektora atsauces faktoru.  

Kā izriet no 1.14. att., masspektrometrija dod iespēju izvērtēt kompleksu stabilitāti ne 

tikai šķīdumā, bet arī gāzes fāzē. Šajā gadījumā stabilitāte tiek raksturota bez šķīdinātāja, tāpēc 

tās tieša salīdzināšana ar stabilitāti šķīdumā ir sarežģīta. Neskatoties uz šo faktu, pastāv daži 

parametri kompleksu stabilitātes raksturošanai gāzes fāzē. Viens no tiem ir konusa sprieguma 

vērtība (CV50), pie kuras jonu avotā sadalās 50 % no sākotnējā kompleksa [84]. Šo vērtību 

parasti atrod, mainot konusa sprieguma vērtību kādā intervālā līdz kompleksa signāla pilnīgai 
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izzušanai. Grafisks kompleksa signāla attēlojums atkarībā no konusa sprieguma dod iespēju 

noteikt CV50 vērtību. Līdzīga metode aprakstīta, izmantojot tandēmmaspektrometru. Pētāmo 

kompleksu izolē no pārējiem joniem un, pakāpeniski palielinot kompleksa aktivāciju, ļauj tam 

sadalīties par fragmentiem. Attēlojot grafiski kompleksa intensitāti atkarībā no sadursmju 

enerģijas (divu kvadrupolu tipa masspektrometru gadījumā), atrod enerģijas robežvērtību 

(E1/2), kurā sadalās 50 % no sākotnējā kompleksa [67]. Abas aplūkotās metodes ir ātrākas par 

šķīdumu metodēm, tāpēc tās var izmantot kā papildinājumu asociācijas konstantes 

mērījumiem, lai novērtētu mijiedarbību veidu šķīdumā un gāzes fāzē. 

Nobeigumā apskatīsim netiešo metožu grupu, kas paliek arvien populārāka 

lielmolekulāro kompleksu pētījumos, piemēram, zāļu izstrādes stadijā. Šajās metodēs vairāki 

ligandi – kombinatoriālo bibliotēku locekļi – veido kompleksus ar lielmolekulāru savienojumu 

(piem., receptora proteīnu). Kompleksus atdala ar vienu no 1.14. att. redzamām netiešām 

metodēm un analizē, izmantojot masspektrometriju, lai identificētu tos ligandus, kuriem ir 

afinitāte pret proteīnu un noteiktu liganda saistīšanas vietu [85, 86]. Tas nozīmē, ka netiešās 

metodes dod iespēju izolēt kompleksus un pētīt tos atsevišķi. Liels metožu trūkums ir to 

lietošanas ierobežojumi lielmolekulāro struktūru pētīšanai. Tāpēc mazmolekulāro kompleksu 

raksturošanai jāizmanto viena vai vairākas tiešās metodes. 

 

1.6. Nekovalento struktūru loma analītisko EIJ – MS metožu selektivitātes 

uzlabošanā 

EIJ – MS metodes arvien plašāk izmanto mazmolekulāru polāro analītu kvalitatīvajā 

un kvantitatīvajā analīzē [87]. Neskatoties uz to, ka modernai masspektrometrijas aparatūrai ir 

iespējas krietni paaugstināt analīzes jutību un specifiskumu (nano – un desorbcijas EIJ, 

tandēmmasspektrometrija, augstas izšķiršanas MS), komplicētos gadījumos, kad analizējamā 

paraugā atrodas vairāki komponenti, labus rezultātus sasniegt ir grūti. Mazmolekulāro 

savienojumu analīzes gaitā var rasties vairākas problēmas: zema signāla un fona attiecība, zema 

jonizācijas efektivitāte, signāla apspiešanas efekti, šķīdības problēmas pie lielākām organiskā 

šķīdinātāja koncentrācijām, adsorbcija uz stikla un metāla virsmām u.c. Lai novērstu lielāko 

daļu no minētām problēmām, jāizmaina analīta struktūra, izmantojot atvasinājumu 

pagatavošanu jeb derivatizāciju (sk. 1.15. att.). 
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1.15. att. Derivatizācijas reakcijas shēma [88] 

 

Kā redzams 1.15. att., derivatizācijas rezultātā mainās analīta struktūra un fizikāli – 

ķīmiskās īpašības. Tas savukārt stipri ietekmē vielas uzvedību hromatogrāfiskās un 

masspektrometriskās analīzes gaitā, t.i., izmaina selektivitāti. No vienas puses, derivatizācijas 

reakciju klāsts ir diezgan plašs, kas dod iespēju uzlabot jutību un selektivitāti vielām, kuras 

pieder vairākām savienojumu klasēm [88, 89], no otras – modernajās metodēs būtiska loma ir 

analīzei nepieciešamā laika patēriņam. Ņemot vērā to, ka derivatizācijas gaitā jākontrolē 

vairāki parametri (reakcijas temperatūra un laiks, produkta iznākums, reakcijas vide) un 

jāatbrīvojas no reaģentu pārākuma, var secināt, ka dažos gadījumos ķīmiskai derivatizācijai var 

būt zema efektivitāte. Arī tad, ja derivatizāciju veic „online” režīmā, lielu laika ieguldījumu 

prasa reaktora konstruēšana un pielāgošana sistēmai. 

Ievērojot derivatizācijas augsto potenciālu ķīmiskajā analīzē, ķīmiķi ir centušies atrast 

optimumu starp patērēto laiku un derivatizācijas iznākumu. Dažreiz to izdodas panākt, 

derivatizācijas nolūkiem izmantojot nevis kovalento saišu rašanos starp analītu un reaģentu, 

bet nekovalento struktūru veidošanos, kas ir raksturīga EIJ procesam. Zināms, ka stabili 

kompleksi var rasties gan šķīdumā pirms EIJ – MS analīzes, gan tieši EIJ gaitā šķīdinātāja 

iztvaikošanas rezultātā [10]. Nekovalento struktūru stabilitāte ir daudz mazāka, nekā kovalenti 

saistītām struktūrām, bet pareiza apstākļu kontrole dažreiz dod iespēju saistīt analītu kompleksā 

ar labu iznākumu. Turklāt, lai kompleksu veidošanās būtu pilnīgāka, jāpanāk vienīgi analīta un 

reaģenta efektīva sajaukšanās, jo kompleksi veidojas ātri. Lietojot šādu pieeju, ir iespējams 
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efektīvi uzlādēt analītu, izmainīt analīta polaritāti un nobīdīt tā signālu lielāku masu diapazonā, 

izmainot analīzes selektivitāti. Nepieciešams atzīmēt, ka gadījumos, kad kompleksi veidojas ar 

augstu selektivitāti, analīzi var veikt pat bez parauga sagatavošanas un atdalīšanas metodēm, 

ievadot to tieši kustīgajā fāzē. Šādu metodi sauc par plūsmas injekciju analīzi (PIA, flow 

injection analysis) [90]. Savienojot PIA ar EIJ – MS, var krietni samazināt analīzes laiku. 

Tālāk tiks apskatīti konkrēti nekovalento struktūru izmantošanas piemēri EIJ – MS 

analīzēs. 

 

1.6.1. Alkilamīnu kompleksu izmantošana EIJ – MS 

 

Kā jau minēts iepriekš, EIJ+ procesā var veidoties dažāda tipa lādētās daļiņas, kā 

[M+H]+, [M+Na]+, [M+NH4]
+. Rezultātā signāls tiek sadalīts starp šīm daļiņām, kas samazina 

metodes jutību, atkārtojamību un dinamisko diapazonu. Darbā [91] parādīts, ka pievienojot 

dažādu alkilamīnu piedevas analizējamam šķīdumam, var pilnībā novērst aduktu veidošanos 

un panākt [M+alkilamīns+H]+ kompleksu rašanos. Autori izpētīja arī struktūras ietekmi uz 

kompleksu veidošanos. Rezultāti parādīja, ka kompleksu veidošanās spēja korelē ar brīvo 

ūdeņraža atomu skaitu pie N atoma. Rezultātā secināts, ka labāk šajā reakcijā stājās pirmējie 

amīni, jo tiem ir vairāk iespēju veidot H–saites. Otrs faktors, kas ietekmē saistīšanās 

efektivitāti, ir amīna hidrofobitāte. Izmantojot šo metodi 10 dažādu vielu gadījumā, bija 

iespējams palielināt jutību līdz 7 reizēm, salīdzinot ar gadījumu, kad alkilamīnu nepievienoja. 

Turklāt autoriem izdevās būtiski paplašināt linearitātes diapazonu. 

Cita autoru grupa [92] izstrādāja metodi paklitaksela un docetaksela noteikšanai 

plazmā, izmantojot kompleksu veidošanās ar 1-oktilamīnu AEŠH – MS apstākļos. Izmantojot 

šo metodi, tika sasniegtas zemas detektēšanas un kvantificēšanas robežas (0,5 un 0,9 ng/ml). 

Vairāku eksperimentu rezultātā autori secināja, ka jutības paaugstinājums saistīts ar kompleksa 

virsmas aktivitātes palielināšanos salīdzinājumā ar [M+Na]+ adukta virsmas aktivitāti. 

 

1.6.2. Acetāta kompleksu izmantošana EIJ – MS 

 

Nekovalento struktūru veidošanos iespējams sasniegt arī EIJ- režīmā. Pievienojot 

kustīgai fāzei 1% etiķskābi un strādājot pie maziem konusa spriegumiem, darbā [93] autori 

novēroja kvantitatīvo kortikosteroīdu molekulu asociāciju ar acetāta jonu, veidojot 

[M+CH3COO-]- kompleksu. Darbā tika demonstrēta skābes pKa vērtības ietekme uz kompleksa 
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intensitāti. Eksperimentu rezultātā autori secināja, ka vislielāka kompleksa intensitāte ir 

sasniegta gadījumos, kad pievienotās skābes pKa ir lielāka. Turklāt autori parādīja, ka 

kortikosteroīdu kompleksi var veidot specifiskus fragmentus SID apstākļos. Šo īpašību 

izmantoja, lai izstrādātu metodi kortikosteroīdu noteikšanai cilvēka urīnā ar augstu jutību un 

selektivitāti. Darbā [93] parādīts, ka līdzīgo efektu rāda ne tikai paši kortikosteroīdi, bet arī 

iespējamie metabolīti.  

 

1.6.3. Organisko polikatjonu izmantošana EIJ – MS 

 

Zināms, ka organiskie polikatjoni spēj piedalīties asociācijā ar dažāda tipa anjoniem 

(sk. 1.2. vien.). 

 

𝐴𝑛− + 𝐾𝑎𝑡𝑚+  → [𝐴 + 𝐾𝑎𝑡]𝑚−𝑛                 (1.2) 

 

Šajā gadījumā n < m, un kompleksa kopējais lādiņš ir pozitīvs. Darbā [94] šo īpašību 

izmantoja, lai izstrādātu metodi 28 dažādu mononukleotīdu noteikšanai pozitīvo jonu 

skenējumā. Šim nolūkam autori ieguva 11 imidazolija un fosfonija grupu saturošus di –, tri – 

un tetrakatjonus. Katru no šīm vielām pievienoja kustīgai fāzei, kura saturēja mononukleotīda 

savienojumus. Rezultātā veidojās pozitīvi lādētie kompleksi ar lielām molmasām, kurus 

nosaka, izmantojot SIR un MRM metodes. Salīdzināšanas mērķim veiktā mononukleotīdu 

noteikšana arī bez jonu pāru reaģenta pievienošanas negatīvo jonu skenējumā (klasiskie 

apstākļi) SIR un MRM režīmā. Kā arī bija sagaidāms, klasiskajos apstākļos iegūtas detektēšanas 

robežas savienojumu lielākai daļai, bija krietni lielākas, nekā pēc jonu pāru reaģentu 

pievienošanas. Piemēram, adenozīnmonofosfāta (AMF) gadījumā detektēšanas robežas, 

noteiktās pirms un pēc reģenta pievienošanas SIR režīmā, ir attiecīgi 1,5 un 0,075 ng. 

Izmantojot MRM režīmu pozitīvo jonu skenējumā, detektēšanas robežu varēja samazināt līdz 

0,0075 ng. Papildus selektivitātes un jutības pieaugumu autoriem izdevās sasniegt, pateicoties 

unikālai kompleksu fragmentācijai MRM režīmā. Autori demonstrēja, ka mononukleotīdu 

kompleksiem ar organiskiem polikatjoniem piemīt augsta stabilitāte, tāpēc sadursmju šūnā 

nenotiek kompleksu lielākai daļai raksturīga disociācija uz sākuma komponentiem. Savukārt, 

pēc kompleksa aktivācijas novērota reaģenta molekulas sānu ķēdes atdalīšanās (sk. 1.16. att.). 
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1.16. att. Organiskā trikatjona un AMF kompleksa fragmentācijas shēma [94] 

 

Kā redzams no 1.16. att., SID apstākļos veidojas kompleksa fragments, kas satur par 

vienu 1-butilimidazola vienību mazāk nekā sākotnējā kompleksā. Neskatoties uz to, ka autori 

neizraisa hipotēzes par šāda tipa īpatnējo kompleksu stabilitāti un fragmentācijas virzienu, viņi 

atzīst, ka aromātiskā polikatjonu daba ir nepieciešama, lai uzlabotu kompleksu stabilitāti. 

Vislabākus rezultātus izdevās sasniegt ar reaģentiem, kas sastāv no tri – vai tetrakatjoniem ar 

mezitilēna pamatstruktūru un vairākiem imidazolija cikliem. Pēc autoru vārdiem, šai metodei 

ir liels potenciāls organisko fosfātu noteikšanai, jo metodi var kombinēt ar vielu atdalīšanās 

metodēm, piemēram, AEŠH vai kapilāro elektroforēzi. Nesen šādu pieeju autori nodemonstrēja 

sfingolipīdu noteikšanai ar EIJ – MS [95]. Izmantojot optimāli piemeklētus dikatjonus kopā ar 

AEŠH, autori sasniedza femtomola kārtas detektēšanas robežas 14 sfingolipīdiem. 

Vēl spilgtāk organisko polikatjonu lomu demonstrē to izmantošana neorganisko anjonu 

noteikšanā. Mazu neorganisko anjonu analīzes var veikt, izmantojot jonu vai jonu pāru 

hromatogrāfiju ar elektrovadītspējas vai UV detektoru, bet sarežģītu paraugu gadījumos šīm 

metodēm trūkst selektivitātes. Šajos gadījumos pastāv iespēja kombinēt dotās metodes ar EIJ 

– MS, bet, lai sasniegtu labus rezultātus, nepieciešams atrisināt vairākas problēmas, kas 
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saistītas ar EIJ dabu. Mazie neorganiskie anjoni uzlādēšanās procesā vienmēr paliek 

mikropilienu iekšējā daļā un netiek uz virsmas. Tāpēc nākas palielināt spriegumu, lai 

samazinātu mikropilienu izmēru un palielinātu anjonu atrašanas varbūtību uz pilienu virsmas. 

Sprieguma palielināšanas rezultātā var notikt gāzes izlādes process, kas palielina fona līmeni, 

samazina izsmidzināšanas stabilitāti, metodes jutību un atkārtojamību. Šo iemeslu dēļ 

neorganisko anjonu analīze ar EIJ – MS negatīvo jonu skenējumā kļūst apgrūtināta. No otras 

puses, var izmantot anjonu tieksmi veidot kompleksus ar organiskiem polikatjoniem (sk. 1.2. 

vien.) un veikt analīzi pozitīvo jonu skenējumā, kā tas ir izdarīts darbā [96] perhlorāta jona 

noteikšanai pienā, ūdenī un urīnā. Darba gaitā autori izmēģināja tetraalkilamonija, 

alkilimidazolija un pirolidīnija dikatjonus un secināja, ka pēdējiem ir lielāka tieksme veidot 

kompleksus ar perhlorātu. Reaģentus pievienoja efluentam no jonu hromatogrāfiskās kolonnas, 

kas saturēja perhlorātu. Izmantojot minēto pieeju, autori novēroja, ka perhlorāta kompleksam 

ar organisko dikatjonu atbilstoša signāla intensitāte ir daudz lielāka, nekā perhlorāta signāla 

intensitāte, iegūta negatīvo jonu skenējumā bez dikatjona pievienošanas (sk. 1.17. att.). 

 

1.17. att. Hromatogrammas, iegūtas perhlorāta (100 ng/L) analīzes gaitā ar EIJ – MS 

metodi ar un bez organiskā dikatjona pievienošanas kustīgai fāzei [96] 

 

No 1.17. att. izriet, ka, pievienojot organisko dikatjonu kustīgai fāzei, var sasniegt 

ievērojami augstāku jutību perhlorāta analīzei. Otrs svarīgs novērojums saistīts ar to, ka sulfāta 

joni, kas praktiski vienmēr sastopami lielā pārākumā, netraucē perhlorāta analīzei, pat tad, ja 

to saturs 30 reizes pārsniedz perhlorāta koncentrāciju. Metodes detektēšanas robeža, atbilstoši 

autoru veiktajiem eksperimentiem, ir 25 ng/L, kas ir ļoti labs rezultāts. 

No visa iepriekš minētā izriet, ka kompleksu izmantošana EIJ – MS kvantitatīvajā 

analīzē nav guvusi plašu pielietojumu (izņemot daudzos piemērus metālu jonu noteikšanai, 
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izmantojot dažādus organiskus ligandus). Taču aprakstītie piemēri parāda lielu izmantošanas 

potenciālu citādi problemātiskos gadījumos. Nekovalento struktūru lietošana EIJ – MS dažreiz 

dod ļoti labus rezultātus ievērojami īsākā laikā, nekā kovalento atvasinājumu izmantošana. 

Kopumā, jāsecina, ka galvenais ierobežojošais faktors metodes izmantošanai ir kompleksu 

stabilitāte. Tāpēc ir jāizpēta pēc iespējas dziļāk kompleksu veidošanas mehānismi un to 

stabilitāti noteicošie faktori EIJ – MS apstākļos. 
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2. EKSPERIMENTĀLĀ DAĻA 

 

2.1. Reaģenti 

 

Acetonitrils – ≥99,95% tīrība, AEŠH – MS kvalitāte, Carl Roth GmbH; 

Bora trifluorīda un dietilētera komplekss – tīrs, destilēts, Aldrich; 

2-Bromoetānsulfonskābes nātrija sāls – 97 % tīrība, Реахим; 

Bromūdeņražskābe (40 %) – analītiski tīra, Реахим; 

1,4-Butānsultons - ≥99 % tīrība, Aldrich; 

Deiterētā etiķskābe – 99 % izotopu tīrība, Aldrich; 

Deiterēts ūdens – 99,9 % izotopu tīrība, Aldrich; 

Dejonizēts ūdens – AEŠH – MS kvalitāte, Fluka; 

Dihlormetāns – ≥99,9% tīrība, TCI Chemicals; 

Dietilēteris – sauss, 99% tīrība, LabScan; 

1,2-Dimetilimidazols – 98 % tīrība, Alfa Aesar; 

Etanols (96 %) – Carl Roth GmbH; 

Heksāns – GH kvalitāte, 99,9 % tīrība, Fluka; 

Heksilamīns – 98% tīrība, Aldrich; 

Hinolīns – 99% tīrība, Aldrich; 

4-Hlorobutānskābes etilesteris – 99%, Aldrich; 

2-Hloroetānskābes etilesteris – 99%, Aldrich; 

Hloroforms – 99 % tīrība, LabScan; 

3-Hloropropānskābes etilesteris – 98 % tīrība, Aldrich; 

Hlorūdeņražskābe (36 %) – analītiski tīra, Aldrich; 

IRA-400 anjonīts (Cl- formā) – Aldrich; 

Izopropanols – 99 % tīrība, AEŠH kvalitāte, Aldrich; 

Jods – ķīmiski tīrs, Реахим; 

Metanols – ≥99,9% tīrība, AEŠH – MS kvalitāte, Aldrich; 

1-Metilimidazols – >99,0% tīrība, Fluka; 

5-Metilcitozīna hidrohlorīds – 99% tīrība, Aldrich; 

Nātrija borodeiterīds, NaBD4 – izotopu tīrība 98%, Aldrich; 

Nātrija hidroksīds – ķīmiskas analīzes kvalitāte, Stanlab; 

Nātrija tiosulfāts – analītiski tīrs, Реахим; 
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Nātrija sulfāts – bezūdens, analītiski tīrs, Stanlab; 

Nātrija sulfīts – bezūdens, ≥ 98 %, Aldrich; 

N,N-Dimetilformamīds – destilēts, sauss; 

Piperidīns – 98% tīrība, Aldrich; 

Piridīns – 99% tīrība, Aldrich; 

Pirolidīns – 99% tīrība, Aldrich; 

Sērskābe (95 %) – P.P.H „Standard”; 

Skudrskābe – AEŠH – MS kvalitāte, Fisher Scientific; 

Slāpeklis – 99,9 % tīrs, AGA; 

Slāpekļskābe (≥65%) – metālu noteikšanas kvalitāte, Aldrich; 

Sarkanais fosfors – attīrīts pēc karsēšanas ar ūdeni, filtrēšanas un žāvēšanas pie 110 ºC, 

Реахим; 

Sudraba nitrāts – analītiski tīrs, Aldrich; 

Tetrahidrofurāns – 99,8 % tīrība, Penta; 

Tiazols – 99% tīrība, Aldrich; 

Toluols – 99 % tīrība, Penta; 

Trietilamīns – 99% tīrība, Aldrich; 

 

2.1.1. Analizētie cviterjonu tipa jonu šķidrumi 

 

Analizējamo vielu kopējā formula ir parādīta 2.1. att., bet apzīmējumu paskaidrojumi 

doti 2.1. tabulā.  

 

HET
+

FG
-

n  

2.1. att. Darbā izmantoto savienojumu kopējā struktūrformula, apzīmējumi doti 2.1. tab. 
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2.1. Tabula 

 

Shēmā (2.1) lietoto apzīmējumu atšifrējumi 

Nr. 

Het+ n FG- Apzīmējums tekstā 

1. 1,2-Dimetilimidazolijs 2 SO3
- c 

2. 1,2-Dimetilimidazolijs 3 SO3
- a 

3. 1,2-Dimetilimidazolijs 4 SO3
- b 

4. 1-Metilimidazolijs 1 CO2
- MeImEC 

5. 1-Metilimidazolijs 2 CO2
- MeImPC 

6 1-Metilimidazolijs 3 CO2
- MeImBC 

7. 1-Metilimidazolijs1 3 SO3
- MeImPS 

8. 1-Butilimidazolijs1 3 SO3
- BuImPS 

9. 1-Heksilimidazolijs1 3 SO3
- HImPS 

10. 1-Oktilimidazolijs1 3 SO3
- OImPS 

11. 1-Hinolīnijs 3 SO3
- HinPS 

12. 1-Piridīnijs 3 SO3
- PyPS 

13. 1-Tiazolijs 3 SO3
- TiaPS 

 

Izmantoto deiterēto savienojumu A1 un A2 struktūrformulas var redzēt 3.3. att. (63. 

lpp.). 

 

2.2. Izmantotā aparatūra 

 

1. Analītiskie svari Precisa XB 220A, precizitāte ± 0,0001 g; 

2. Shimadzu GC-2010 gāzu hromatogrāfiskā iekārta ar Shimadzu AOC-20i automātisko 

ievadīšanas sistēmu; 

3. Shimadzu GCMS-QP2010 kvadrupola tipa masspektrometrs ar elektronu trieciena 

jonizācijas avotu; 

4. Waters Micromass Quattro API trīs kvadrupolu tipa masspektrometrs, ar 

elektroizsmidzināšanas jonizācijas jonu avotu; 

5. Waters Alliance 2690 augsti efektīvās šķidrumu hromatogrāfijas iekārta; 

                                                 
1 Viela ir sintezēta LU Ķīmijas fakultātes Organiskās ķīmijas laboratorijā, attīrīšana veikta, izmantojot autora 

izstrādātas metodes 
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6. Waters 600 augsti efektīvās šķidrumu hromatogrāfijas iekārta, kas sastāv no sūkņa 

ar vadības moduli (600 E), Rheodyne 7725i rokvadības injektora ar 100 μl cilpu un 

Waters 486 UV detektora; 

7. Restek Rtx-1 Ms kapilārā hromatogrāfiskā kolonna, garums 30 m, sorbenta slāņa 

biezums 0,25 μm, iekšējais diametrs 0,25 mm; 

8. Waters Atlantis HILIC Silica šķidrumu hromatogrāfijas kolonna (150×2,1 mm, 3 μm 

daļiņu diametrs); 

9. Waters X-Terra MS šķidrumu hromatogrāfijas kolonna (150×2,1 mm, 3 μm daļiņu 

diametrs); 

10. Agela Tech Venusil C18 šķidrumu hromatogrāfijas kolonna (150×10 mm, 10 µm 

daļiņu izmērs); 

11. SGE 1 ml šļirce ar Luera uzgali; 

12. SGE 10 µl šļirce gāzu hromatogrāfijas injekcijām; 

13. Hamilton 100 µl šļirce AEŠH injekcijām; 

14. Biohit Proline automātiskā pipete, 100 µl – 1 ml; kļūda ± 2 µl; 

15. Brand Transferpette S automātiskā pipete, 10 – 100 µl, kļūda ± 0,1 µl. 

 

2.3. Darba gaita 

 

2.3.1. Cviterjonu tipa jonu šķidrumu sintēze un attīrīšana 

 

Izmantoto savienojumu sintēzes ir līdzīgas, tāpēc šeit apskatīti tikai reprezentatīvi 

piemēri. Savienojumu a, b un c sintēzes aprakstītas darbā [97].  

 

3-(1-Hinolīnio)-propān-1-sulfonāts (HinPS, 2.1. Tab.). Apaļkolbā (5 ml) ielej 5 mmol 

hinolīna un izšķīdina to 1 ml toluola. Apaļkolbā ievieto magnētu un pievieno 5 mmol 1,3-

propānsultona. Kolbu savieno ar atteces dzesinātāju un reakcijas maisījumu silda 70 ºC 4 

dienas. Rezultātā izkrīt baltas nogulsnes, kuras atdala no reakcijas maisījuma, mazgā ar aukstu 

etanolu un žāvē gaisā. Iegūto vielu pārkristalizē no etanola un neliela ūdens daudzuma. Ņem 

dažus kristālus un izšķīdina tos ACN/H2O 95:5 maisījumā. Iegūto šķīdumu (1 μl) ievada AEŠH 

– MS iekārtā ar kolonnu nr. 8 (sk. 2.2. apakšnodaļu.) Analīzei izmanto šādu kustīgās fāzes 

gradientu: 95 % ACN – 50 % ACN (10 min), 50 % ACN (15 min). Analīzes gaitā plūsmas 

ātrums ir 0,2 ml/min, kapilāra spriegums 3,5 kV, konusa spriegums 30 V, jonu avota 
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temperatūra 100 ºC, desolvācijas temperatūra 400 ºC. Vēlamā savienojuma raksturīgākie 

signāli ir: m/z 252 [M+H]+, m/z 130. Pārējie sulfonāta rindas savienojumi sintezēti un analizēti 

līdzīgi. Tālāk aprakstītas reprezentatīvas attīrīšanas metodes. 

 

3-(1-Metil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta attīrīšana (MeImPS, sk. 2.1. Tab.). 

Apaļkolbā (5 ml) iesver 100 mg iepriekš sintezētā MeImPS un pārkristalizē no acetonitrila un 

etanola maisījuma (90:10 tilp. daļas). Ļoti lēni atdzesē šķīdumu, atstājot apaļkolbu karstajā 

vannā. Pēc atdzesēšanas izkrīt caurspīdīgas nogulsnes. Ja šķīdumu atdzesē ātri, iegūst eļļu, un 

attīrīšana nesanāk. Produkta tīrību pārbauda, izmantojot iepriekš aprakstītos apstākļus. 

 

3-(1-Heksil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta attīrīšana (HImPS, sk. 2.1. Tab.). 

Pudelītē (4 ml) iesver 500 mg iepriekš sintezētā HImPS un izšķīdina 2 ml dejonizēta ūdens, 

kuram pievieno dažus pilienus amonjaka ūdens šķīduma līdz pH≈8. Pudelītes saturu pārnes 15 

ml centrifugēšanas mēģenē un pielej 3 ml hloroforma un izopropanola maisījuma (7:3 tilp. 

daļas). Sakrata maisījumu un centrifuģē 5 min ar 4000 apg/min. Organisko slāni atdala, bet 

ūdens slāni ekstrahē vēl divas reizes. Produkta tīrību pārbauda, izmantojot iepriekš aprakstītos 

apstākļus. Ūdens slāni ietvaicē ar rotācijas ietvaicētāju. Rezultātā iegūst bāli dzeltenu eļļu, kuru 

žāvē eksikatorā virs kālija hidroksīda. 

 

3-(1-Oktil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta attīrīšana (OImPS, sk. 2.1. Tab.). 

Pudelītē (2 ml) iesver 100 mg neattīrīta OImPS un izšķīdina 1 ml metanola. Attīrīšanu veic, 

izmantojot puspreparatīvo AF – AEŠH ar UV detektoru. Piemaisījumu atdalīšanai izmanto 

kolonnu nr. 10 (sk. 2.2. apakšnodaļu). Sistēmā nr. 6 (sk. 2.2. apakšnodaļu) atkārtoti ievada 100 

µl parauga. Paraugu eluē ar ACN/H2O, kas satur 0,1 % HCOOH gradienta apstākļos: 30% 

ACN – 50 % ACN (20 min), 50% ACN (25 min). Analīzei lieto 3 ml/min plūsmas ātrumu un 

detektēšanu veic 212 nm. Katras injekcijas laikā savāc frakciju, kas izdalās no kolonnas 5,7 – 

7 min intervālā. Apvieno 10 savāktās frakcijas un ietvaicē ar rotācijas ietvaicētāju. Iegūst 

dzeltenu eļļu, kuru žāvē eksikatorā. Iegūtās vielas tīrību pārbauda, kā aprakstīts iepriekš. 

Tālāk aprakstītas metodes karboksilāta rindas savienojumu sintēzei, izmantojot 

MeImBC kā reprezentatīvu piemēru. 

 

4-(1-Metil-3N-imidazolio)-butān-1-karbonskābes etilestera hlorīds. Šis savienojums ir 

izejviela MeImBC sintēzē. Apaļkolbā (5 ml) ielej 90 μl (1,15 mmol) N-metilimidazola. Kolbā 

ievieto magnētu un pievieno 241 μl (1,72 mmol) 4-hlorobutānskābes etilestera. Kolbas saturu 
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maisa ar magnētisko maisītāju 60 stundas 90 oC temperatūrā. Iegūst viskozu šķidrumu. Dotā 

šķidruma 1 μl izšķīdina 1ml ūdens, ievada AEŠH – MS iekārtā un analizē, izmantojot sekojošus 

apstākļus: kolonna nr. 9 (sk. 2.2. apakšnodaļu.), kustīgā fāze ir 0,1 % HCOOH (H2O/MeOH 

95:5), plūsmas ātrums 0,2 ml/min, kapilāra spriegums 3,5 kV, konusa spriegums 30 V, jonu 

avota temperatūra 120 oC, desolvācijas temperatūra 350 oC. Vēlamā savienojuma raksturīgākie 

signāli: m/z 197 [M+H]+, 115, 87, 83. 

 

4-(1-Metil-3N-imidazolio)-butān-1-karboksilāts, I metode (MeImBC, sk. 2.1. Tab.). 

Pie 237 mg (1,02 mmol) 4-(1-metil-3N-imidazolio)-butān-1-skābes etilestera hlorīda 

pakāpeniski pievieno 118 mg (0,51 mmol) Ag2O (pagatavots no KNO3 un NaOH šķīdumiem, 

žāvēts) un maisa ar magnētisko maisītāju 2 stundas istabas temperatūrā. Iegūto maisījumu 

centrifuģē un nogulsnes dekantē. Iegūto šķidrumu ekstrahē ar hloroformu (2 ×1 ml). Iegūst 

viskozu šķidrumu, kura 1 µl izšķīdina 1ml ūdens un ievada AEŠH – MS iekārtā un analizē, kā 

parādīts iepriekš. Vēlamā savienojuma raksturīgākie signāli: m/z 169 [M+H]+, m/z 83. 

 

4-(1-Metil-3N-imidazolio)-butān-1-karboksilāts, II metode (MeImBC, sk. 2.1. Tab.). 

Sintēzi veic pēc metodes [4]. Sagatavo anjonīta IRA – 400 OH- formu. Apaļkolbā (5 mL) iesver 

1240 mg anjonīta IRA – 400 Cl- formā, ielej 2 mL dejonizēta ūdens un atstāj uz 24 stundām. 

Pēc tām anjonītu pārnes Bihnera piltuvē un skalo ar 50 mL metanola un 400 mL 10 % NaOH. 

Ik pa laikam pārbauda Cl- jonu klātbūtni efluentā, izmantojot Belšteina testu (AgNO3 + HNO3 

šķīduma pievienošana efluenta alikvotai). Anjonīts uzskatāms par pārvērstu OH- formā tad, 

kad Belšteina testa rezultātā vairs neveidojas AgCl nogulsnes. 

Iegūto anjonītu pievieno 4-(1-metilimidazolija)-butān-1-karbonskābes etilestera 

hlorīdam un kolbas saturu maisa 2 stundas. Anjonītu dekantē, palielina temperatūru līdz 60 °C 

un maisījumu silda 4 stundas. Pēc tam pievieno 300 µL dejonizēta ūdens, un 3 reizes ekstrahē 

ar 1 mL CH2Cl2. Ūdens fāzi ietvaicē ar rotācijas ietvaicētāju un iegūst viskozu, higroskopisku 

šķidrumu, kas pēc masspektrometrijas datiem (m/z 169, [M+H]+, pamatlīnija) atbilst 

MeImBC. Iegūto viskozo šķidrumu žāvē eksikatorā virs izkarsēta silikagela. Rezultātā iegūst 

caurspīdīgas plēksnes. 
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2.3.2. Deiterēto cviterjonu tipa jonu šķidrumu sintēze 

 

Savienojuma a deiterēto analogu A1 un A2 (sk. 3.3. att., 63. lpp.) sintēzes metodes 

izstrādātas darbā [97], kur atrodamas katrai stadijai atbilstošo starpproduktu sintēzes procedūru 

un analīžu apstākļi. Saīsinātā sintēzes shēma ar atbilstošiem apstākļiem atrodama 3.3. nodaļā. 

 

2.4. Cviterjonu tipa jonu šķidrumu tandēmmasspektrometrija 

 

2.4.1. Optimālā sprieguma vērtību piemeklēšana 

 

Attīrītus CJŠ atšķaida ar ACN/H2O 70:30 maisījumu, kuram pievienota 0,1 % HCOOH 

un ievada masspektrometrā, izmantojot šļirces sūkni. Eksperimentus veic gan pozitīvo, gan 

negatīvo jonu skenējumā. Ievadīšanas brīdī uzstāda kapilāra spriegumu (3 kV) un pakāpeniski 

maina konusa spriegumu no 20 līdz 50 V ar soli 5 V. Šajā laikā mainās [M+H]+ (vai [M-H]-) 

jona intensitāte, kuru attēlo grafiski atkarībā no konusa sprieguma. No grafika izvēlas konusa 

sprieguma vērtību, kur [M+H]+ (vai [M-H]-) jona intensitāte ir maksimāla. Uzstāda šo vērtību 

un mainā kapilāra spriegumu no 2 līdz 4,5 kV ar 0,5 kV soli un atliek uz grafika [M+H]+ (vai 

[M-H]-) jona intensitātes maiņu atkarībā no kapilāra sprieguma pie konstanta konusa 

sprieguma. Tālāk izvēlas kapilāra spriegumu, pie kura [M+H]+ (vai [M-H]-) jona intensitāte ir 

maksimāla. Abu eksperimentu rezultātā katram CJŠ iegūst kapilāra un konusa sprieguma 

vērtības, kuras izmanto fragmentācijas pētījumiem. Iegūtās konusa un kapilāra sprieguma 

vērtības apkopotas 2.2. tab. 

 

2.2. Tabula 

Kapilāra un konusa sprieguma vērtības CJŠ ar dažādu C-atomu skaitu, kurās [M+H]+ 

un [M-H]- jonu intensitātes ir maksimālas 

Apzīmējums 

[M+H]+ [M-H]- 

Kapilāra 

spriegums (kV) 

Konusa 

spriegums (V) 

Kapilāra 

spriegums (kV) 

Konusa 

spriegums (V) 

c 4,0 20 2,5 45 

a 3,5 30 3,0 35 
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2.2. Tabulas turpinājums 

Apzīmējums 

[M+H]+ [M-H]- 

Kapilāra 

spriegums (kV) 

Konusa 

spriegums (V) 

Kapilāra 

spriegums (kV) 

Konusa 

spriegums (V) 

b 4,0 35 2,5 45 

MeImEC 3,0 30 -2 - 

MeImPC 3,0 30 - - 

MeImBC 3,0 30 - - 

A1 3,5 30 3,0 35 

A2 3,5 30 3,0 35 

 

2.4.2. Sadursmju inducētās disociācijas eksperimenti 

 

Attīrītus CJŠ analizē, izmantojot tiešo ievadīšanu ar šļirci. [M+H]+ un [M-H]- jonu 

ģenerēšanai izmanto kapilāra un konusa spriegumus, kas ir parādīti 2.2. tabulā. Visas analīzes 

veic elektroizsmidzināšanas jonizācijas režīmā ar sekojošiem parametriem: šķīdumu 

ievadīšanas ātrums ir 10 μl/min, desolvācijas temperatūra 250 ºC, jonu avota temperatūra 120 

ºC, desolvācijas gāzes plūsmas ātrums ir 250 L/st., konusa gāzes plūsmas ātrums 0 L/st., 

ekstraktora spriegums 3 V, viena skenējuma laiks 0,2 s. Fragmentāciju veic sadursmju enerģiju 

diapazonā no 0 līdz 50 eV. Sadursmes veicina, ievadot šūnā argonu 3,3 – 3,8×10-3 mbar 

spiedienā. 

Karboksilāta tipa CJŠ sadursmju inducētās disociācijas eksperimenti veikti arī 

D2O/MeOH (30:70 ) šķīdumā, kas paskābināts ar 0,1 % CH3COOD. 

Iezīmētos CJŠ analogus analizē AEŠH – MS2 režīmā. Paraugu izšķīdina ACN/H2O 

70:30 maisījumā un 1 μl analizējamā šķīduma ievada AEŠH – MS iekārtā. Par kustīgo fāzi 

izmanto ACN/H2O 70:30 maisījumu izokrātiskajos apstākļos. Hromatogrāfisko analīzi veic, 

izmantojot HILIC tipa sorbentu (kolonna nr. 8, sk. 2.2. apakšnodaļu). Kustīgās fāzes plūsmas 

ātrums ir 0,2 ml/min. Kapilāra un konusa spriegumu vērtības atrodamas 2.2. tab., desolvācijas 

temperatūra ir 350 ºC, jonu avota temperatūra 120 ºC, desolvācijas gāzes plūsmas ātrums 400 

L/st., konusa gāzes plūsmas ātrums 50 L/st., ekstraktora spriegums 3 V un viena skenējuma 

                                                 
2 Šie savienojumi neveido stabilus [M-H]- jonus, tāpēc šajā režīmā netika pētīti 
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laiks ir 0,2 s. Fragmentāciju panāk analoģiskos apstākļos, kā neiezīmētiem savienojumiem. 

Iegūtos masspektrus apstrādā, izmantojot MassLynx 4.1 programmu. 

 

2.4.3. Savienojuma “a” deprotonēto formu gāzes fāzes bāziskuma kvantu ķīmiskie 

aprēķini 

 

Lai aprēķinātu dažādu savienojuma a deprotonēto formu gāzes fāzes bāziskuma 

vērtības, nepieciešama tā ģeometrijas optimizācija. Šajā darbā savienojuma a un pozīcijās 4., 

5., 6. un 7. deprotonēto [a-H]- formu ģeometrijas optimizācija veikta, izmantojot blīvuma 

funkcionāli B3LYP ar 6-31++g(d,p) bāzu komplektu. Aprēķiniem lietota Gaussian 09 

programmas D01 versija [98]. Pēc ģeometrijas optimizācijas veikta katras daļiņas saišu 

deformāciju analīze, kuras rezultātā iegūtas aprēķiniem nepieciešamās termodinamisku 

parametru skaitliskās vērtības. Ievietojot atrastās vērtības vienādojumā 2.1 [99], atrod gāzes 

fāzes bāziskumu: 

 

∆𝐺𝑔,298 = 𝐸𝑎−𝐻 + 𝐸𝑎−𝐻,𝑁𝑃𝐸 − 𝑇𝑆𝑎−𝐻 − 𝐸𝑎 − 𝐸𝑎,𝑁𝑃𝐸 + 𝑇𝑆𝑎 − 6,28          (2.1) 

Kur: 

∆Gg,298 ir gāzes fāzes bāziskums 298 K, Kcal/mol; 

Ea-H – noteiktajā pozīcijā deprotonētās daļiņas elektronu enerģija, Ha; 

Ea-H,NPE – deprotonētās daļiņas nulles punkta enerģija, Ha; 

T – temperatūra, vienāda ar 298 K; 

Sa un Sa-H – attiecīgās daļiņas kopējā entropija, cal/K·mol; 

Ea – savienojuma a elektronu enerģija, Ha; 

Ea,NPE – savienojuma a nulles punkta enerģija, Ha; 

6,28 – konstante, kas apvieno H+ translācijas entalpiju, translācijas entropiju un 

∆(PV)=RT, Kcal/mol. 

Aprēķina piemērs [a-H]- daļiņai, kura veidojas pēc protona atraušanas no 7. pozīcijas 

1,2-dimetilimidazolija gredzenā: 

 

∆𝐺𝑔,298 = ((𝐸𝑎−𝐻 + 𝐸𝑎−𝐻,𝑁𝑃𝐸) − (𝐸𝑎 + 𝐸𝑎,𝑁𝑃𝐸)) ∙ 627,51 −
𝑇𝑆𝑎−𝐻

1000
+

𝑇𝑆𝑎

1000
− 6,28 = 

= (−1045,86 𝐻𝑎 + 1046,40 𝐻𝑎) ∙ 627,51 
𝐾𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙
−

298 𝐾 ∙
128,6 𝑐𝑎𝑙
𝐾 ∙ 𝑚𝑜𝑙

1000
+

298 𝐾 ∙
122,0 𝑐𝑎𝑙
𝐾 ∙ 𝑚𝑜𝑙

1000
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−
6,28 𝐾𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙
=  339 𝐾𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙  

 

2.5. Kompleksu veidošanās starp cviterjonu tipa jonu šķidrumiem un dažādiem 

amīniem EIJ apstākļos 

 

2.5.1. Cviterjona funkcionālās grupas un amīna struktūras ietekme uz kompleksu 

veidošanos 

 

Darba šķīdumu pagatavošana. 5-Metilcitozīna sākuma šķīdumu ar koncentrāciju 31 

mM ieguva, izšķīdinot 5,0 mg 5-metilcitozīna hidrohlorīda 1,00 ml AEŠH – MS kvalitātes 

ūdenī. Heksilamīna, piperidīna un piridīna sākuma šķīdumus (31 mM) sagatavoja, izšķīdinot 

attiecīgi 4,1, 3,1 un 2,5 µL šo savienojumu 1,00 ml ūdens. Katrā amīna darba šķīdumu sērija 

saturēja nemainīgo amīna koncentrāciju (6,2 µM) un mainīgo HinPS koncentrāciju, lai molārās 

attiecības būtu 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:15 un 1:20. Darba šķīdumu sagatavošanai izmantoja 

acetonitrilu (1,00 mL), kas saturēja 0,05 % (tilp.) skudrskābes. 

Cviterjona funkcionālās grupas pētījumiem sagatavoja divus šķīdumus, kas saturēja 5-

metilcitozīnu (6,2 µM) ar MeImPS vai MeImBC molārā attiecībā 1:1. Kā šķīdinātāju lietoja 

augšējā rindkopā aprakstīto maisījumu. 

Instrumenta parametri. Pagatavotos šķīdumus analizē, izmantojot šādus apstākļus: 

 

Kapilāra spriegums: +2,8 kV; 

Konusa spriegums: 15 V; 

Ekstraktora spriegums: 1 V; 

Parauga šķīduma plūsmas ātrums: 50 µL/min; 

Desolvācijas gāzes (N2) plūsmas ātrums: 250 L/st; 

Konusa gāzes (N2) plūsmas ātrums: 30 L/st; 

Desolvācijas temperatūra: 400 oC; 

Jonu avota temperatūra: 100oC; 

Skenēšanas ātrums: 0,5 s; 

Skenēšanas režīms: pilnais skenējums. 
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2.5.2. Cviterjona koncentrācijas ietekme uz kompleksa absolūto intensitāti 

 

Darba šķīdumu sagatavošana. Eksperimentiem izmantoja cviterjonus nr. 3, 7 – 13. (sk. 

2.1. tab.). Sākuma šķīdumus ar koncentrāciju 31 mM pagatavoja, izšķīdinot noteiktu cviterjona 

masu 1,00 mL ūdens. Darba šķīdumu sērijas saturēja 6,2 µM 5-metilcitozīna un tādu mainīgu 

cviterjona koncentrāciju, lai iegūtu abu komponentu molāro koncentrāciju attiecību 1:1, 1:2, 

1:5, 1:10, 1:15 un 1:20. Par šķīdinātāju izmantots maisījums, kas aprakstīts 2.5.1. apakšnodaļā. 

Iegūtos šķīdumus ievada, izmantojot šļirces sūkni 2.5.1. apakšnodaļā aprakstītajos apstākļos. 

 

2.5.3. Šķīdinātāja ietekme uz kompleksa absolūto intensitāti 

 

Darba šķīdumu pagatavošana. Eksperimentiem izmanto vielu MeImPS (sk. 2.1. tab.). 

Pēc 2.5.2. apakšnodaļā aprakstīto eksperimentu rezultātiem izvēlas tādu 5-

metilcitozīna/MeImPS koncentrāciju attiecību, kurā tiek sasniegts [MeImPS+5-MC+H]+ 

kompleksa signāla maksimums. Doto attiecību izmanto darba šķīdumu pagatavošanai. Kā 

šķīdinātājus izmanto trīs dažādas sistēmas, kas sastāv no ACN/H2O, ACN/MeOH un 

MeOH/H2O maisījumiem. Katrā maisījumā izmaina otrā komponenta saturu robežās no 0 līdz 

50 % (tilp.). Katrā sērijā iegūst šķīdumus ar 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40 un 50:50 sastāvu. 

Šķīdumu analīzei izmanto 2.5.1. apakšnodaļā minētos eksperimenta parametrus. 

 

2.5.4. Kapilāra, konusa un ekstraktora sprieguma piemeklēšana 

 

Eksperimentiem izmanto cviterjonus nr. 3, 7 – 13. (sk. 2.1. tab.) un 5-metilcitozīna 

šķīdumus, kuriem atrasta vislielākā kompleksa signāla intensitāte 2.5.2. apakšnodaļā 

aprakstītajos apstākļos. Sākumā uzstāda kapilāra spriegumu 2 kV un maina šo vērtību ar soli 

0,5 kV līdz 4,5 kV, nemainot pārējos parametrus. Atrod optimālo kapilāra spriegumu. Tālāk 

maina konusa spriegumu no 10 līdz 50 V (10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50) un, 

visbeidzot, ekstraktora spriegumu no 1 līdz 10 V ar soli 1 V.  

 

2.5.5. Kompleksu stabilitātes pētījumi šķīdumā un gāzes fāzē 

 

Kompleksu asociācijas konstanšu noteikšana acetonitrilā un metanolā. Asociācijas 

konstantes nosaka MeImPS, BuImPS, HImPS un OImPS kompleksiem ar 5-metilcitozīnu. 
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Nosaukto CJŠ un 5-metilcitozīna sākuma šķīdumi ar koncentrāciju 100 mM sagatavoti 

atsevišķi, izmantojot ūdeni vai metanolu kā šķīdinātājus. 

Katrā CJŠ un 5-metilcitozīna sākuma šķīdumu alikvotas sajauktas kopā un atšķaidītas 

ar AEŠH – MS kvalitātes acetonitrilu (vai AEŠH – MS kvalitātes metanolu), lai iegūtu 

ekvimolāru (CJŠ/5-MC) darba šķīdumu sēriju koncentrāciju diapazonā 1 – 15 µM. Darba 

šķīdumiem pievienota HCOOH 0,025 % (tilp.) daudzumā. Katrs no šķīdumiem tika pagatavots 

un analizēts trīs reizes. Darba šķīdumi tika ievadīti masspektrometrā, lietojot mērījuma 

apstākļus, kuri aprakstīti 2.5.1. apakšnodaļā. 

Iegūtie dati apstrādāti, izmantojot metodi, kurā protonētā 5-metilcitozīna un kompleksa 

intensitāšu attiecības atkarību no koncentrācijas apraksta ar 2.2. vienādojumu [82]: 

 

𝐼5−𝑀𝐶

𝐼𝐶𝑜𝑚𝑝
=

(1 + √1 + 4𝐾𝐶)

2𝐾𝑅𝐶
  (2.2) 

 

Kur: 

I5-MC – protonētā 5-metilcitozīna, 5-metilcitozīna dimēra un 5-metilcitozīna adukta ar 

Na+ intensitāšu summa; 

IComp – kompleksa intensitāte masspektrā; 

C ir 5-metilcitozīna (vai CJŠ, jo šķīdumi ir ekvimolāri) koncentrācija; 

K – kompleksa asociācijas konstante; 

R ir 5-metilcitozīna un atbilstošā kompleksa detektora atsauces faktoru attiecība.  

 

Konstruējot I5-MC/IComp atkarību no koncentrācijas un pielāgojot dotiem punktiem 2.2. 

vienādojumu, var noteikt kompleksa asociācijas konstanti. Šo procedūru visiem kompleksiem 

izpildīja, izmantojot IBM SPSS Statistics programmu (21. versija). 

MeImPS kompleksu ar heksilamīnu, pirolidīnu un trietilamīnu asociācijas konstanšu 

noteikšana veikta analoģiski. 

 

CJŠ kompleksu ar 5-metilcitozīnu pussabrukšanas enerģijas noteikšana gāzes fāzē. 

Šiem eksperimentiem izmantoti MeImPS, BuImPS, HImPS, OImPS kompleksi ar 5-

metilcitozīnu. Pētāmajā šķīdumā CJŠ un 5-metilcitozīna koncentrācija ir 20 µM. Šķīdums 

ievadīts masspektrometrā, analīzei izmantojot EIJ avota apstākļus, kas aprakstīti 2.5.1. 

apakšnodaļā (sk. Instrumenta parametri). Kompleksa aktivācijai izmantota sadursmju inducētā 

disociācija, kuru panāk ar argonu (3×10-3 mbar spiedienā) sadursmju enerģijas diapazonā no 0 
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līdz 16 eV ar soli 1 eV. Datu apstrādes gaitā konstruēta kompleksa relatīvās intensitātes 

atkarība no sadursmju enerģijas. Dotā sakarība izmantota kompleksa pussabrukšanas enerģijas 

(E1/2) aprēķināšanai. 

 

2.5.6. Kompleksu kvantu ķīmiskie aprēķini 

 

Aprēķini veikti, izmantojot Gaussian 09 programmu (D01 versija) [98]. Protonētā 5-

metilcitozīna [5-MC+H]+ zemākās enerģijas tautomēra ģeometrija atrasta, veicot 4 iespējamo 

tautomēru struktūru optimizāciju ar blīvuma funkcionāli B3LYP [100, 101] ar 6-31g(d,p) bāzu 

komplektu. 

MeImPS un [MeImPS+H]+ zemākās enerģijas konformēru piemeklēšana veikta ar 

MMFF94 [102] molekulārās mehānikas algoritmu, kas ir iekļauts bezmaksas Avogadro 1.0.0 

programmā. Pēc minētā algoritma lietošanas, izvēlēti 6 MeImPS un 4 [MeImPS+H]+ 

konformēri. 

Katrs no sešiem MeImPS konformēriem apvienots ar [5-MC+H]+, lai izveidotu 

dažādas kompleksa struktūras ar mainīgu [5-MC+H]+ orientāciju. Šādi iegūto kompleksu 

ģeometrijas pakāpeniski optimizētas ar MMFF94 spēka lauku, pusempīrisko PM3 metodi 

[103] un ab initio HF/6-31g(d) metodi. Pēdējā posmā izvēlēts viens kompleksa konformērs ar 

viszemāko enerģiju un tā struktūra optimizēta, lietojot M06-2X funkcionāli [104] ar 6-

311++g(d,p) bāzu komplektu. Lai pārliecinātos, ka iegūtā struktūra atbilst lokālajam 

minimumam, veikta saišu deformāciju frekvenču analīze. Mijiedarbību enerģijas vērtība 

dotajam kompleksam aprēķināta, izmantojot bāzu superpozīcijas kļūdu korekcijas metodi un 

M06-2X/6-311++g(d,p) funkcionāli. 

Visas iepriekšējā rindkopā minētās procedūras atkārtotas četriem [MeImPS+H]+ 

kompleksiem ar 5-MC. 

 

2.6. Cviterjonu tipa jonu šķidrumu izmantošana DNS metilēšanas līmeņa 

noteikšanai 

2.6.1. Cviterjonu tipa savienojuma izvēle 

 

Piemērotākais CJŠ tika izvēlēts, balstoties uz eksperimentiem, aprakstītiem 2.5.2. 

apakšnodaļā, kuru gaitā CJŠ un 5-metilcitozīna kompleksa signāla intensitāti masspektrā 

nosaka, mainot abu komponentu molāro koncentrāciju attiecību. CJŠ, kas veido kompleksu ar 
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vislielāko absolūto intensitāti masspektrā, tika izvēlēts kā reaģents DNS metilēšanas līmeņa 

noteikšanai teļa vairogdziedzera DNS paraugā. 

 

2.6.2. Metodes validācija 

 

Lai pārbaudītu iegūto datu ticamību, veiktā daļēja PIA – EIJ – MS metodes validācija3, 

kas iekļauj tādus parametrus kā linearitātes apgabals, LOQ, precizitāte, pareizība, 

reproducējamība, matricas efekts un analīta starpinjekciju pārnese (carryover). 

Lai modelētu reālā parauga matricu, visiem 5-metilcitozīna šķīdumiem validācijas gaitā 

tika pievienotas nukleobāzes, kas raksturīgas DNS paraugam. Matricas sākuma šķīdumu 

sagatavoja 100,0 ml polipropilēna mērkolbā (lai izslēgtu sārma metālu jonu klātbūtni), 

izšķīdinot 2,0 mg adenīna, timīna, citozīna, guanīna un uracila AEŠH – MS kvalitātes ūdenī ar 

2,5 % HCOOH piedevu. 5-Metilcitozīna sākuma šķīdumu ar koncentrāciju 1,0 mM sagatavoja 

analoģiski. Validācijai nepieciešami kvalitātes kontroles un kalibrācijas šķīdumi iegūti, 

pakāpeniski atšķaidot un kombinējot abus sākuma šķīdumus. Matricas komponentu (citozīna, 

guanīna, adenīna, timīna un uracila) koncentrācijas kvalitātes kontroles un kalibrācijas 

šķīdumos ir attiecīgi 180, 132, 148, 159 un 180 nM. Katrs šķīdums tika pagatavots AEŠH – 

MS kvalitātes acetonitrilā ar 0,0001% trifluoretiķskābes piedevu un ievadīts PIA – EIJ – MS 

sistēmā, izmantojot iekārtas darbības apstākļus, kas aprakstīti 2.6.4. apakšnodaļā. 

Linearitātes apgabalu nosaka, izmantojot septiņus 5-metilcitozīna šķīdumus 0 – 1000 

nM koncentrāciju diapazonā. Metodes LOQ vērtību izrēķina pēc 2.3. vien.: 

 

 

𝐿𝑂𝑄 =
10𝜎

𝑆
           (2.3) 

 

kur, σ ir 6 paralēli sagatavoto un analizēto tukšo paraugu (satur tikai matricas 

komponentus) signāla laukuma standartkļūda un S ir kalibrācijas taisnes koeficients. 

Precizitāti, pareizību, reproducējamību un matricas efektu nosaka, izmantojot divus 5-

metilcitozīna koncentrācijas līmeņus (10 un 100 nM). Analīta starpinjekciju pārnesi izsaka kā 

kompleksam atbilstoša signāla laukuma attiecību tukšajā paraugā pret standartu ar 5-

metilcitozīna koncentrāciju 200 nM, kas atbilst augšējai metodes noteikšanas robežai. 

                                                 
3 Metodes validācijas procedūra ir detalizēti aprakstīta publikācijā nr. 5 (sk. Ievads, Promocijas darba 

aprobācija), kuras tekstu var apskatīt Pielikumos, 158. lpp. 
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2.6.3. DNS parauga hidrolīze 

 

Par modeli izmantota teļa vairogdziedzera DNS, kas ir komerciāli pieejama. Pirms 

hidrolīzes DNS izšķīdināja AEŠH – MS kvalitātes ūdenī, un noteica reālo DNS daudzumu 

paraugā, mērot UV absorbciju 260 nm ar UV spektrofotometru. Tad paraugs tika atšķaidīts ar 

ūdeni un 100 µl iegūtā šķīduma, kas atbilst 2,5 µg DNS, ielēja 2 ml hromatogrāfiskajā parauga 

trauciņā (virsma iepriekš deaktivēta ar HMDS). Pudelītes saturu ietvaicēja slāpekļa plūsmā 

istabas temperatūrā. Sausajam atlikumam pievienoja 200 µl 88 % HCOOH, novietoja pudelīti 

uz elektriskās plītiņas un veica hidrolīzi 1,5 st. laikā 140 °C temperatūrā, kā tas aprakstīts darbā 

[105]. Pēc hidrolīzes skudrskābe tika ietvaicēta slāpekļa plūsmā un pudelītes saturam 

pievienots 1 ml ACN ar 0,001% TFA piedevu. Pirms ievadīšanas, paraugs atšķaidīts10 reizes 

ar ACN. 

 

2.6.4. 5-Metilcitozīna PIA – EIJ – MS analīze 

 

Zemās dispersijas PIA – EIJ – MS sistēmas shēma ir parādīta 2.2. att.  

 

 

 

2.2. att. PIA-EIJ-MS sistēmas shēma, izmantota 5-metilcitozīna noteikšanai DNS 

paraugā. Apzīmējumi: CJŠ – cviterjonu tipa jonu šķidrums, 5-MC – 5-metilcitozīns, KF – kustīgā 

fāze, S – AEŠH sūknis, I – sešceļu rokvadības injektors, T – T-veida savienotājs, SS – sajaukšanas 

spirāle, MS – masspektrometrs 

 

Kā redzams no 2.2. att., PIA – EIJ – MS sistēma sastāv no AEŠH iekārtas, kas padod 

kustīgo fāzi ar nemainīgu plūsmas ātrumu (80 µl/min), Rheodyne elektriski vadāma rokvadības 

injektora ar paštaisīto PEEK cilpu (1 µl), šļirces sūkņa, kas nodrošina CJŠ plūsmas ātrumu 20 

µl/min, T-veida savienotāja, PEEK sajaukšanas spirāles (1 m × 0,125 mm i.d.) un Upchurch 

poraina tērauda mikrofiltra, kas ir pievienots masspektrometram. Paraugu ievada ar stikla šļirci 
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manuālajā injektorā, izmantojot cilpas pārpildīšanas metodi, ņemot vienai injekcijai 30 µl 

šķīduma. Rezultātā precīzi 1 µl tiek ievadīts sistēmā un pārējie 29 µl paliek atkritumu pudelē. 

Kopumā paraugu ievada 6 reizes ar 20 s intervālu starp injekcijām. Analīzes gaitā veic signāla 

m/z 126.1 (atbilst 5-metilcitozīnam) un m/z 330.4 (atbilst 5-metilcitozīna kompleksam ar 

MeImPS) monitoringu, datu savākšanai lietojot 0,1 s laika vērtību (dwell time). Pārējie EIJ 

analīzes apstākļi ir šādi: 

Kapilāra spriegums: 2,8 kV; 

Konusa spriegums: 15 V; 

Ekstraktora spriegums: 1 V; 

Desolvācijas gāzes (N2) plūsmas ātrums: 250 L/st; 

Konusa gāzes (N2) plūsmas ātrums: 30 L/st; 

Desolvācijas temperatūra: 400 oC; 

Jonu avota temperatūra: 100oC. 

 

2.6.5. DNS metilēšanas līmeņa aprēķināšana 

 

DNS metilēšanas līmeni izsaka vienādojums 2.5. 

 

5 − 𝑀𝐶% =
𝑛5−𝑀𝐶

𝑛𝐶𝑦𝑡
100% =

𝑛5−𝑀𝐶

0.2095𝑛𝑁𝐵
                  (2.4) 

 

Kur: 

n5-MC ir 5-metilcitozīna daudzums 2,5 µg DNS (nmol), aprēķināts pēc kalibrācijas 

taisnes vienādojuma, ievietojot vidējo (n=6) signāla laukuma vērtību; 

nCyt – kopējais citozīna daudzums (nmol); 

nNB – kopējais nukleobāzu daudzums 2,5 µg DNS (nmol); 

0,2095 ir koeficients, norādīts teļa vairogdziedzera DNS specifikācijas lapā, kas parāda 

citozīna molu % DNS paraugā; 

Aprēķina piemērs DNS paraugam ir šāds: 

 

5 − 𝑀𝐶% =

𝐶5−𝑀𝐶 ∙ 10
1000

0,2095 ∙
𝑚𝐷𝑁𝑆

𝑀𝑁𝐵
∙ 1000

∙ 100% =

10,6
𝑛𝑚𝑜𝑙

𝑙
∙ 10

1000

0,2095 ∙
2,5𝜇𝑔
330𝜇𝑔
𝜇𝑚𝑜𝑙

∙ 1000
∙ 100% = 6,7% 
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Šajā piemērā MNB ir mononukleotīdu vidējā molmasa, raksturīga DNS nātrija sāls 

formai. 
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3. REZULTĀTI UN TO IZVĒRTĒJUMS 

 

3.1. Sulfonāta grupu saturošo cviterjonu tipa jonu šķidrumu sintēze 

 

Lielākā daļa šajā darbā pētīto savienojumu ir dažādi slāpekļa heterociklus saturoši 

sulfonāti. To iegūšanai tika izmantotas nukleofīlās aizvietošanas reakcijas, kuras ir parādītas 

3.1. att. 
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3.1. att. Sulfonātu iegūšanas reakcijas 

 

Lai izslēgtu kļūdas, saistītas ar parauga nepietiekamu tīrību, darbā izmantotas vairākas 

attīrīšanas metodes. Kristāliskos savienojumus (visus, izņemot HImPS un OImPS) attīrīja, 

izmantojot pārkristalizāciju no etanola/ūdens un acetonitrila/etanola maisījumiem. Savukārt 

savienojumu HImPS un OImPS attīrīšana ar pārkristalizācijas metodi nav iespējama, jo šie 

savienojumi istabas temperatūrā ir viskozi šķidrumi. Tāpēc HImPS attīrīšanai izmantota 

šķidrumu ekstrakcija ar sistēmu, kas sastāv no ūdens ar pH≈8 (pēc koncentrēta NH3 

pievienošanas) un hloroforma/izopropanola maisījuma attiecībā 7:3. AEŠH – MS analīzes 

parādīja, ka, lietojot šo metodi, iespējams iegūt HImPS ar 99 % tīrību. OImPS attīrīšanai 

lietota preparatīvā AF – AEŠH, jo šis savienojums un tajā esošie piemaisījumi veido ar ūdeni 

heterogēnu sistēmu, kas nedod iespēju izmantot iepriekš aprakstīto ekstrakcijas metodi. AF – 

AEŠH izmantotajos apstākļos bija iespējams ievadīt vienā mēģinājumā 10 mg neattīrīta 

maisījuma. Metode pēc visu savākto frakciju ietvaicēšanas un produkta žāvēšanas ļauj iegūt 35 

mg attīrīta (99 %) OImPS. 

Iegūto savienojumu tīrības kontrolei un blakusproduktu identifikācijai izmantota 

speciāli izstrādāta HILIC – AEŠH – MS metode. Tai, salīdzinājumā ar AF – AEŠH ir liela 
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priekšrocība – metode ir praktiski universāla jebkuram darbā izmantotam CJŠ. AF – AEŠH 

apstākļos no izejvielām labi atdalās tikai hidrofobākie analogi OImPS, HImPS, BuImPS un 

HinPS. Visi pārējie CJŠ augstās polaritātes dēļ izdalās no kolonnas ar zemiem sorbcijas 

faktoriem kopā ar izejvielām. Savukārt, piedāvātā HILIC – AEŠH – MS metode gradienta 

apstākļos ļauj labi atdalīt gala produktus un piemaisījumus. Galvenais šīs metodes trūkums ir 

lēns līdzsvarošanās process silikagela tipa sorbentam, kuru izmanto HILIC metodē.  

 

3.2. Karboksilāta grupu saturošo cviterjonu tipa jonu šķidrumu sintēze 

 

Karboksilāta saturošo CJŠ sintēzei nepieciešamas trīs stadijas, kuras redzamas 3.2. att. 
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3.2. att. Imidazolija alkānkarboksilātu iegūšanas metode 

 

Līdzīgu savienojumu sintēzes metodes ir aprakstītas avotos [2, 4, 106, 107], tomēr to 

lietošanai bija nepieciešams piemeklēt un precizēt iegūšanas apstākļus. Sintēžu pamatā ir 

nukleofīlās aizvietošanas un jonu apmaiņas reakcijas. Produktu tīrība šajās reakcijās ir stipri 

atkarīga no konversijas pakāpes pirmajā stadijā, kura notiek lēni. Veicot alkilēšanu, var 

paaugstināt temperatūru, bet, kā rāda analīzes, temperatūrā, augstākā par 80 °C, veidojas 

krāsaini blakusprodukti. 

Kā redzams no 3.2. att., otrā stadija ir tipveida jonu apmaiņas reakcija, kur hlorīda 

anjonu apmaina pret hidroksīda anjonu. Šajā posmā iespējams izmantot IRA-400 anjonītu OH- 

formā vai Ag2O. Abu metožu lietošana dod labus rezultātus, bet priekšrocība ir IRA-400 
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lietošanai, jo anjonītam ir spēja adsorbēt 1-metilimidazola piemaisījumu uz polimēra matricas. 

Eksperimentu gaitā tika konstatēts reakcijas ierobežojums, kas saistīts ar to, ka reakciju nevar 

veikt metanolā, jo tajā praktiski kvantitatīvi notiek estera grupas pāresterifikācija. Pēdējā 

stadijā pēc ietvaicēšanas var iegūt bezkrāsainus viskozus šķidrumus, kuri ir higroskopiski. 

Iespējams iegūt arī kristālisko formu (vismaz MeImBC gadījumā), žāvējot šos savienojumus 

eksikatorā virs silikagela vai kālija hidroksīda. 

 

3.3. Iezīmēto sulfonāta grupu saturošo cviterjonu tipa jonu šķidrumu sintēze 

 

Lai atvieglotu CJŠ masspektru interpretāciju un pamatotu šo savienojumu 

fragmentācijas mehānismus, tika ieplānots iegūt divus CJŠ analogus, kas dažādos stāvokļos 

satur deiterija atomus. Šie savienojumi ir 3-(1,2-dimetil-3N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta 

atvasinājumi A1 un A2. Šo savienojumu izvēle pamatojas ar to, ka: 1) līdzīgu savienojumu 

masspektrometrija ir vairāk izpētīta [108]; 2) minēto savienojumu masspektri satur dažāda tipa 

signālus, kas dod iespēju izmantot savienojumus A1 un A2 kā modeļus, lai pētītu homologu 

fragmentāciju. Abu savienojumu iegūšanai izmantotās reakcijas ilustrē 3.3. att. 
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3.3. att. Iezīmēto savienojumu A1 un A2 sintēzes shēmas, kur a: NaBD4/BF3·Et2O/THF/Δ, 

b: Na2SO3/Δ, c: HBr/H2SO4/100 °C/2st, d: 1,2-dimetilimidazols/toluols/70 ºC/4 dienas, e: P/I2, f: 

1,2-dimetilimidazols/DMF/70 ºC/4 dienas 

 

Kā redzams, savienojumu A1 un A2 iegūšanai nepieciešamas 4 stadijas, ja par izejvielu 

izvēlas 3-hloropropānskābes etilesteri. Doto metožu izstrāde kopā ar vairākām detaļām 

aprakstīta darbā [97]. Produkta atbilstību vēlamam savienojumam pārbauda ar AEŠH – MS2 

metodi, kas parādīja, ka deiterija atomi ievadīti propānsulfonāta ķēdē 1. vai 3. stāvoklī, 

atbilstoši izstrādātai shēmai (sk. 3.4. att.). 
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3.4. att. Nedeiterētā (A), 3. pozīcijā (A1, B) un 1. pozīcijā (A2, C) iezīmēto CJŠ masspektri, 

iegūti ar 20 eV sadursmju enerģiju 

 

Kā redzams, deiterija atomu klātbūtnes dēļ A1 un A2 protonēto molekulu signāli 

atšķiras par 2 m/z vienībām (m/z 221) no nedeiterētā savienojuma a signāliem (m/z 219). 

Specifisko fragmentu rašanās ar m/z 110 (A2) un m/z 112 (A1), pierāda, ka deiterija atomi 

šajos savienojumos atrodas tieši 1. un 3. pozīcijā. Tāpēc iegūtos savienojumus var izmantot 

cviterjonu tipa savienojumu fragmentācijas pētīšanai SID apstākļos, kuru aplūkosim tālākajās 

nodaļās. 

 

3.4. Cviterjonu tipa jonu šķidrumu gāzes fāzes pētījumi sadursmju inducētās 

disociācijas apstākļos 

 

3.4.1. Sulfonāta grupu saturošo CJŠ protonēto molekulu fragmentācija 

 

Neiezīmēto savienojumu a, b un c [M+H]+ jonu MS2 spektri parādīti 3.5. att.  



65 

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220

%

0

100
54.7

96.9

55.7

95.9

95.0

68.867.3 82.0
137.0109.997.7 123.1

151.3

m/z
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

%

0

100
95.9

94.9

54.8

80.9
67.8

55.8
80.0 82.0

94.3 123.0109.197.0

121.3 125.2

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220

%

0

100
95.9

55.7

94.9

67.7

58.7

67.0

68.7
94.0

80.9

96.9

110.0

109.0

108.0

123.0

122.3 137.0 218.5

N
N

CH3

CH3 SO3

-+

n

b: n=2

N
N

CH3

CH3
SO3

-
+

c

a: n=1

N
N

CH3

CH3 SO3

-+

n

 

3.5. att. Neiezīmēto savienojumu a, b un c SID masspektri, iegūti ar 40 eV sadursmju 

enerģiju 

 

No 3.5. att. izriet, ka neatkarīgi no metilēngrupu skaita starp 1,2-dimetilimidazola 

gredzenu un SO3
- grupu, masspektros dominē fragmenti ar vienādām m/z vērtībām. Savukārt 

atbilstošo fragmentu relatīvās intensitātes stipri atšķiras, kas liecina par struktūras ietekmi uz 

disociācijas procesiem. Iespējams, tas ir skaidrojams ar iekšējās enerģijas pieauguma atšķirīgu 

sadalījumu SID gaitā starp [M+H]+ jonu translācijas kustību un saišu svārstību līmeņiem [109]. 

Iegūto masspektru interpretācija dod iespēju sastādīt disociācijas maršrutu shēmu, kas 

ir atrodama 3.6. att.  
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3.6. att. Savienojumu a, b, c un deiterēto analogu A1 un A2 SID procesu shēma pozitīvo 

jonu skenējumā 

 

Shēmā redzamie procesi ir līdzīgi visiem savienojumiem, tāpēc ar savienojuma a 

piemēru sīkāk apskatīsim intensīvāko fragmentu rašanos SID apstākļos. Šo fragmentu relatīvās 

intensitātes atkarībā no sadursmju enerģijas var apkopot sabrukšanas diagrammā, kas ir 

parādīta 3.7. att. 
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3.7. att. [a+H]+ jona sabrukšanas diagramma, kas parāda nozīmīgāko fragmentu strāvas 

daļu atkarībā no sadursmju enerģijas 

 

Attēlā 3.7. redzams, ka [a+H]+ fragmentācija sākās jau pie 0 eV (bez paātrinošā 

potenciāla), kas liecina par zemu disociācijas reakcijas aktivācijas enerģijas barjeru. Vislielākā 

relatīvā intensitāte visā sadursmju enerģijas diapazonā atbilst jonam ar m/z 97. Šāda stabilitāte 

bieži saistīta ar vielas aromātisko raksturu. Līdz ar to ir pamats uzskatīt, ka dotais jons ir 1,2-

dimetilimidazolija katjons ar elementu sastāvu C5H9N2
+ (sk. 3.1. vien.). 

 

N

N

CH3

CH3
S

+

O
H

O

O

H
N

N

CH3

CH3 +

n

m/z 97n=0,1,2

(3.1)

-Cn+2H2(n+2)O3S

 

 

Dotais jons dominē arī savienojuma b masspektros. Turpretim, savienojuma c gadījumā 

novēro arī jona ar m/z 96 veidošanos, kas tāpat satur 1,2-dimetilimidazolija fragmentu, bet 

veidojas saskaņā ar homolītiskās šķelšanas mehānismu. Šādas atšķirības var izskaidrot ar to, 

ka savienojums c mazākas molmasas dēļ ātrāk sasniedz radikāļu šķelšanai nepieciešamo 

iekšējās enerģijas pieaugumu. Rezultātā c gadījumā, novērojama vienlaicīga jonu ar m/z 96 un 

0,01

0,10

1,00

10,00

100,00

0 10 20 30 40 50

Sadursmju 

enerģija, eV

% no kopējās 

jonu strāvas

m/z 97 

m/z 109

m/z 110

m/z 123

m/z 137

m/z 219



68 

97 rašanās. Jāpiebilst, ka 1,2-dimetilimidazolija jons, saņemot enerģiju, kas pārsniedz 30 eV, 

spēj disociēt tālāk, veidojot otras paaudzes jonus ar m/z 82, 55 un dažus citus. 

Otrs process, kurš sākās jau pie 0 eV savienojumu a, b un c gadījumā, ir jonu ar m/z 

109, 123 un 137 veidošanās (sk. 3.2. vien.). 
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Šis process ir lādiņa virzītā šķelšanās, kas ir raksturīgs visiem CJŠ, kuri satur 

alkānsulfonāta virkni. 

Apskatot savienojuma a fragmentācijas diagrammu (sk. 3.7. att.), var pamanīt, ka 

jonam ar m/z 123 atbilstošā līknē pie 10 eV atrodas minimuma punkts. Tas var liecināt par 

atšķirīgu jona formu pastāvēšanu gāzes fāzē. Deiterētā analoga A2 masspektrs pierāda šo 

hipotēzi, jo tajā redzami signāli ar m/z 123, 124 un 125 (sk. 3.8. att.) 
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3.8. att. Stāvoklī 1 deiterija atomus saturošā savienojuma A2 masspektrs, iegūts ar 30 eV 

sadursmju enerģiju 

 

No šī masspektra izriet, ka savienojuma a fragmentācijā veidojas divi dažādi izobāri 

joni ar m/z 123, kurus iespējams diferencēt pateicoties deiterija atomu ievadīšanai. No 
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savienojuma A2 masspektra izriet, ka jona ar m/z 125 sastāvā ietilpst divi deiterija atomi, kas 

pierāda protonētā propānsultona veidošanos. Savukārt, jons ar m/z 123 deiterija atomus 

nesatur. Tāpēc ir pamats uzskatīt, ka CD2 grupa neietilpst tā sastāvā, un piedāvāt molekulāro 

formulu C7H11N2
+. Doto formulu varētu saistīt ar dažādām struktūrām, no kurām ticamākā būtu 

1,2-dimetil-3N-vinilimidazolija struktūra, kas veidojas pēc metānsulfonskābes molekulas 

eliminēšanās (sk. 3.3. vien.). 
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Dotā fragmenta rašanos var netieši pierādīt, salīdzinot iezīmēto savienojumu A1 un A2 

masspektrus. Savienojuma A2 gadījumā jonam ar m/z 123 ir neliela intensitāte (ap 1 – 1,3 %). 

Savienojuma A1 gadījumā dotajam jonam ir jāparādās ar m/z 124, jo vienam D atomam būtu 

jāmigrē uz metānsulfonskābes molekulu. Šī jona rašanās A1 masspektros novēro ar ļoti zemu 

intensitāti (ap 0,3 %). Iespējams, ka jona veidošanos samazina kinētiskais izotopu efekts, 

saistīts ar deiterija atoma piedalīšanos pārejas stāvoklī. Lai pārbaudītu šo hipotēzi, tika uzņemts 

tāda CJŠ masspektrs, kura fragmentācijas gaitā veidoto protonētā propānsultona un 

vinilimidazolija jonu m/z vērtības nozīmīgi atšķirtos (sk. 3.9. att.). 
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3.9. att. 3-(2-Metil-N-imidazolio)-propān-1-sulfonāta masspektrs, kas parāda vienlaicīgu 

vinilimidazolija un protonētā propānsultona veidošanos SID gaitā 

 

Šajā gadījumā protonētajam propānsultonam atbilst signāls ar m/z 123, bet 2-metil-N-

vinilimidazolijam – ar m/z 109. Līdz ar to, var secināt, ka metānsulfonskābes eliminēšanas 

process notiek vienlaicīgi ar protonētā propānsultona veidošanās SID apstākļos. 
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Ir pamats uzskatīt, ka līdzīga reakcija notiek arī savienojuma b gadījumā, kas izraisa 

jona ar m/z 137 rašanos, bet savienojuma c gadījumā tā nav iespējama metilēngrupu skaita 

trūkuma dēļ. 

Palielinot sadursmju enerģiju līdz 10 eV, var novērot dažus citus [a+H]+ jona 

fragmentus. Jona ar m/z 137 (m/z 139 savienojumu A1 un A2 gadījumā) rašanās saistīta ar 

sērpaskābes eliminēšanos (sk. 3.4. vien.). 
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Līdzīgu procesu novēro arī savienojuma b (m/z 151) un c (m/z 123) fragmentācijas 

gaitā. Savienojuma b gadījumā dotajam jonam ir zemāka intensitāte, ko var izskaidrot ar citiem 

kinētiski un termodinamiski izdevīgākiem procesiem. Kā alternatīvu sērpaskābes atšķelšanās 

mehānismam var piedāvāt pakāpenisku HSO3
• un H• radikāļu atbrīvošanās [110]. 

Līdz ar sērpaskābes eliminēšanos savienojuma a masspektros parādās joni ar m/z 109 

un 110. To rašanās savienojumu a un b gadījumā novērojama 10 – 50 eV diapazonā, kas norāda 

uz īpašu stabilitāti. Savienojuma A1 masspektros var saskatīt doto jonu signāla nobīdi par 2 

m/z vienībām. Tas liecina, ka tajos ietilpst CD2 grupa, kas atrodas blakus slāpekļa atomam. 

Jona ar m/z 109 veidošanās raksturīga visiem trim homologiem, bet jons ar m/z 110 nav 

raksturīgs vienīgi savienojumam c. Darbā [97] veiktie eksperimenti deva pamatu savienojumu 

a un b gadījumā jonu ar m/z 109 un 110 struktūru attēlot ar 3.5. un 3.6. shēmām. 
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Iespējams, ka lādiņa vai nesapārota elektrona klātbūtne izraisa šo jonu tālāku cikla 

paplašināšanos līdzīgi benzilkatjona pārgrupēšanai par tropīlija jonu [8]. Jāpiebilst, ka atšķirībā 

no a un b, savienojums c veido jonu ar m/z 109, kura iespējamā struktūra parādīta ar 3.2. vien. 

Tas savukārt liecina par izobāro jonu ar m/z 109 rašanos savienojuma c SID gaitā. 

 

3.4.2. Sulfonāta grupu saturošo CJŠ deprotonēto molekulu fragmentācija 

 

EIJ apstākļos iespējams izpētīt savienojumu a, b un c deprotonēto daļiņu ķīmiskās 

īpašības gāzes fāzē. Šo savienojumu [M-H]- jonu MS2 spektri redzami 3.10. att. 
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3.10. att. Savienojumu a, b un c MS2 spektri, iegūti ar 20 eV sadursmju enerģiju 

 

Masspektri rāda, ka SID apstākļos veidotie fragmenti ir līdzīgi. Homologu a, b, c, kā 

arī ar deiteriju iezīmēto savienojumu A1 un A2 fragmentu veidošanās redzamā 3.11. attēlā. 
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3.11. att. Savienojumu a, b, c un deiterēto analogu A1 un A2 deprotonēto molekulu SID 

procesu shēma 

 

Fragmentāciju var izvērtēt ar savienojuma a piemēru, nozīmīgāko [a-H]- jona 

fragmentu radītās strāvas daļu grafiski attēlojot sabrukšanas diagrammā (sk. 3.12. att.). 
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3.12. att. [a-H]- jona sabrukšanas diagramma, kas parāda nozīmīgāko fragmentu strāvas daļu 

atkarībā no sadursmju enerģijas 

 

Lielākai daļai jonu ir pārskaita m/z vērtības, kas norāda uz jona [a-H]- fragmentācijas 

procesā pārsvarā veidotām nepārskaita elektronu daļiņām (anjonradikāļiem vai distoniskiem 

joniem). Tāda pati tendence novērojama arī [b-H]- un [c-H]- fragmentācijas procesā. Šī īpašība 

būtiski atšķir deprotonēto CJŠ šķelšanos no atbilstošo [M+H]+ jonu fragmentācijas, kas 

apskatīta iepriekšējā apakšnodaļā. 

Minēto savienojumu masspektru interpretācijas gaitā radās jautājums par protona 

atraušanās vietu no CJŠ molekulas. CJŠ uzbūve norāda uz vairākām vietām, kurās var notikt 

deprotonēšanās. Eksperimenti ar iezīmētiem savienojumiem A1 un A2, parādīja, ka 

propānsulfonāta ķēdē deprotonēšanās nenotiek, jo abos gadījumos novēro [A1-H]- un [A2-H]- 

jonus ar m/z 219 (sk. 3.13. att.). 
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3.13. att. Iezīmēto CJŠ [A1-H]- un [A2-H]- MS2 spektri, iegūti ar 20 eV sadursmju 

enerģiju 

 

Tas liecina, ka H-atoma atraušana notiek no 1,2-dimetilimidazolija cikla. Lai to 

pamatotu, tika veikti aprēķini ar kvantu ķīmijas metodēm protona atraušanas vietas noteikšanai 

atbilstoši vienādojumam 3.7. 
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Šajā vienādojumā parādīta savienojuma a gāzes fāzes deprotonēšanas reakcija, kuras 

gaitā protons tiek atrauts no pozīcijām 4, 5, 6 vai 7. Rezultātā veidojas [a-H]- daļiņas ar 

atšķirīgu negatīvā lādiņa izvietojumu. Katrai no šīm daļiņām tika izrēķinātas gāzes fāzes 

bāziskuma vērtības (∆Gg,298) saskaņā ar 2.1. vienādojumu, lai noskaidrotu termodinamiski 

izdevīgāko protona atraušanas vietu. Iegūtās vērtības apkopotas 3.1. tabulā. 
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3.1. Tabula 

Gāzes fāzes bāziskuma (∆Gg, 298) vērtības, aprēķinātas dažādām [a-H]- daļiņām, lietojot 

funkcionāli B3LYP ar 6-31++g(d,p) bāzu komplektu 

Daļiņa/protona  

atraušanas vieta 

 

E+ENPE, Ha 

 

S, cal/mol·K 

 

TS, Kcal/mol 

 

∆Gg,298, Kcal/mol 

 

a (neitrāla forma) -1046,40 122,0 36,35  

a/4 -1045,84 123,4 36,78 352,8 

a/5 -1045,84 126,8 37,78 353,6 

a/6 -1045,83 125,8 37,50 360,7 

a/7 -1045,86 128,6 38,34 339,0 

 

Tabulas 3.1. dati liecina par stāvoklī 7 esošā protona vieglāku atraušanos no 1,2-

dimetilimidazolija cikla, jo atbilstošā ∆Gg,298 vērtība ir viszemākā. Tas var būt saistīts ar īpašu 

stabilizāciju rezonanses dēļ starp deprotonēto metilgrupu un imidazola imīnija fragmentu. 

Līdzīga stabilizācija citu deprotonēto daļiņu gadījumā nenotiek.  

Sabrukšanas diagrammā (sk. 3.12. att.) redzams, ka [a-H]- (m/z 217) dominē 

masspektros līdz 20 eV. Dažus fragmentus var novērot jau pie 10 eV, bet to intensitāte ir zema. 

Viens no procesiem, kas līdzīgs visiem trim homologiem, ir homolītiskā H3C–N saites 

šķelšanās. Tās rezultātā veidojas joni ar m/z 202, 216 un 188 (sk. 3.8 vien.). 
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Savienojuma a gadījumā dotais process notiek līdz 20 eV, bet augstākā enerģijā notiek 

tālāka sadalīšanās ar sīkāku fragmentu veidošanos. 

Visus trīs homologu sadalīšanās notiek veidojoties jonam ar m/z 80. Spriežot pēc 

savienojuma a sabrukšanas diagrammas, šim jonam saglabājas īpaša stabilitāte arī augstā 

enerģijā. Deiterēto analogu A1 un A2 masspektros jona m/z vērtība saglabājas, kas liecina, ka 

tajā neietilpst 1. un 3. stāvoklī esošās CD2 grupas. Pastāv iespēja, ka tas veidojas atbilstoši 3.8. 
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izteiksmei alkānsulfonāta grupu saturošās ķēdes heterolītiskās atšķelšanas rezultātā. Kaut gan, 

nevar izslēgt varbūtību, ka dotais jons atbilst arī sēra trioksīda anjonradikālim, kas veidojas pēc 

C–SO3
- saites homolītiskās šķelšanās. Līdzīgi procesi raksturīgi daudziem sulfonāta grupu 

saturošiem savienojumiem [57, 58]. Iespējams, ka notiek konkurence starp abu jonu 

veidošanos un to signāli ir pārklājušies. Šo problēmu varētu atrisināt, izmantojot augstas 

izšķiršanas masspektrometrijas datus, vai ar 18O/15N/13C iezīmēto CJŠ analīzi. 

Savienojuma a gadījumā novēro vēl vienu procesu, kas notiek saskaņā ar homolītiskās 

šķelšanās mehānismu. Process saistīts ar jona m/z 122 veidošanos sadursmju enerģiju intervālā 

no 10 līdz 50 eV. Deiterēto analogu A1 un A2 masspektros jona m/z vērtība abos gadījumos 

nobīdās par 2 m/z vienībām. Tas liecina par propānsulfonāta grupu saturošas ķēdes esamību 

jona ar m/z 122 sastāvā. Dotā jona rašanos var aprakstīt ar 3.9. vienādojumu. 
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Kā izriet no vielu b un c masspektriem, aprakstītais process šiem savienojumiem nav 

raksturīgs. Savukārt to masspektros parādās joni ar m/z 135 un m/z 107. Šāda tipa 

fragmentācijas pamatošanai var izmantot saskaņotu protona pārneses mehānismu, kurā 

piedalās 1,2-dimetilimidazolija gredzens. Dotais mehānisms savienojumam b atspoguļots 3.10. 

vienādojumā.  
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Saprotams, ka jons ar m/z 107 savienojuma c fragmentācijas gaitā veidojas līdzīgā 

veidā.  

Vēl vienu homolītiskās šķelšanās procesu ilustrē jona ar m/z 94 veidošanās, kas 

atrodams [a-H]- un [b-H]- SID spektros. Salīdzinot iezīmēto A1 un A2 analogu SID 
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masspektrus, var secināt, ka dotais anjonradikālis satur CD2 fragmentu blakus sulfonāta grupai. 

Pastāv varbūtība, ka pētāmā daļiņa atbilst metānsulfonskābes anjonradikālim, kas veidojas jona 

ar m/z 122 sabrukšanas rezultātā. Doto procesu var izteikt ar 3.11. vienādojumu. 
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Savienojuma b gadījumā dotā jona rašanās varētu būt saistīta ar m/z 135 sadalīšanos 

pēc līdzīga mehānisma. Savukārt vielas c gadījumā par šādu pārvērtību nekas neliecina. 

Acīmredzot nepastāv prekursors, kuram būtu iespējams šāds fragmentācijas maršruts.  

Pārskaita elektronu daļiņas ir retāk sastopamas [M-H]- jonu fragmentācijas gaitā. Viena 

šāda tipa fragmenta rašanās ar m/z 107 ir novērota savienojuma a SID masspektros. Dotais 

jons ir stabils sadursmju enerģiju intervālā 10 – 50 eV. Savienojuma A1 SID masspektrā (sk. 

3.13. att.) redzams, ka dotais jons nesatur D atomus. Tas norāda, ka 1,2-dimetilimidazolija 

gredzenam blakus esošā metilēngrupa neietilpst šī jona sastāvā. Savukārt A2 masspektrā 

novērota interesanta īpašība, kas saistīta ar minētā jona signāla nobīdi par 1 m/z vienību. Tas, 

iespējams, pierāda viena CH2SO3
- grupas protona zudumu m/z 107 veidošanas gaitā. Tas 

pamato vinilsulfonāta jona veidošanos saskaņā ar iekšmolekulāro mehānismu, kas parādīts 

savienojuma A2 piemērā 3.12. vienādojumā. 
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Shēma parāda tikai procesa būtību, bet pastāv iespēja, ka pārvērtība notiek vairākos 

posmos, kuru pierādīšanai nepieciešami papildus eksperimenti. 

No iepriekšējās analīzes izriet, ka fragmentu rašanās no CJŠ [M+H]+ un [M-H]- ar 

nedaudziem izņēmumiem, notiek pēc līdzīgiem mehānismiem. Oglekļa atomu skaits starp 1,2-

dimetilimidazolija gredzenu un sulfonāta grupu būtiski ietekmē fragmentu signālu intensitātes 

pie noteiktām sadursmju enerģijām. [M+H]+ jonu fragmentācija pārsvarā virzīta uz 1,2-
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dimetilimidazolija veidošanos, kas efektīvi stabilizē pozitīvo lādiņu. Lielākā daļa fragmentu ir 

pārskaita elektronu daļiņas. Savukārt, [M-H]- jonu fragmentācijas gaitā novēro virkni sulfonāta 

grupu saturošo anjonradikāļu, kas stabilizē negatīvo lādiņu. 

 

3.4.3. Karboksilāta grupu saturošo CJŠ ķīmiskās īpašības elektroizsmidzināšanas 

jonizācijas gaitā 

 

Karboksilāta grupu saturošie savienojumi MeImEC, MeImPC un MeImBC (sk. 3.2. 

att.) veido stabilas protonētas molekulas EIJ pozitīvo jonu skenējuma apstākļos. Savukārt 

negatīvo jonu skenējumā stabilas daļiņas neveidojas, tāpēc tālākā diskusija veltīta šo 

savienojumu ķīmiskajām īpašībām pozitīvo jonu skenējumā. 

Aduktu veidošanās pozitīvo jonu skenējumā. Pētāmo savienojumu struktūrā ietilpst 

negatīvi lādētā karboksilāta grupa, tāpēc ir iespējama aduktu veidošanās ar sārmu metālu 

joniem. Šī iemesla dēļ, iespējamā arī lādētu oligomēru veidošanās. Raksturīgs karboksilāta 

grupas saturoša savienojuma MeImPC EIJ masspektrs ir redzams 3.14. (A) att. 

 

3.14. att. Savienojuma MeImPC EIJ masspektri, iegūti MeOH/H2O/CH3COOH (A) un 

MeOH/D2O/CH3COOD (B) šķīdumos. Palielinājumos parādīta Na+ saturošo trimēru un 

tetramēru izotopu kompozīcija (B) 
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Kā redzams, savienojums MeImPC pārsvarā veido dimēra daļiņas [2M+H]+ un nelielu 

daudzumu adukta [2M+Na]+, ja EIJ spektra iegūšanai izmanto paskābinātu MeOH/H2O 

šķīdumu. Dimēra rašanās saistīta ar ūdeņraža saišu veidošanos šķīdinātāja iztvaikošanas 

rezultātā, bet adukts veidojas lādētu daļiņu mijiedarbības rezultātā šķīdumā. Attēls 3.14. (A) 

ļauj pārliecināties arī par K+ saturošu aduktu veidošanos – [2M+K]+, [3M+K]+ un augstāku. 

Kā jau minēts (sk. 1.2.2. apakšnodaļu), sārmu metālu katjoni nonāk šķīdumā no stikla traukiem, 

kurus izmanto AEŠH kvalitātes šķīdinātāju uzglabāšanai. Mazos daudzumos tie ir 

nepieciešami pārpalikuma lādiņa veidošanai uz mikropilienu virsmas. Līdzīgu aduktu 

veidošanās novērota sulfonāta grupu saturošo CJŠ gadījumā [108]. Konusa sprieguma 

palielināšana, kas būtiski ietekmē jonu iekšējo enerģiju zema spiediena reģionā, maz ietekmē 

nekovalenti saistītos aduktus. Tas norāda uz to īpašu stabilitāti gāzes fāzē. Eksperimentos ar 

konusa un ekstraktora spriegumiem konstatēts, ka adukti var būt stabili konusa sprieguma 

vērtību diapazonā 30 – 150 V un ekstraktora spriegumu reģionā 2 – 50 V. Šāda stabilitāte ir 

augstāka nekā vairumam kovalentu savienojumu gāzes fāzē. Rezultāti parādīja, ka adukts 

[M+Na]+ (sk. 3.14. (A) att.) nesadalās pat 150 V, bet [3M+Na]+ un [2M+Na]+ uzrāda zemāku 

stabilitāti. Kopumā aduktu stabilitāte samazinās līdz ar m/z vērtības palielināšanos. 

Aduktu pētīšanas gaitā deiterēta šķīdinātāja (MeOH/D2O/CH3COOD) vidē (sk. 3.14. 

(B) att.) tika novērotas dažas izmaiņas. Pirmkārt, masspektrā dominē smagākie adukti 

[nM+Na]+, kur n=1, 2, 3, 4. Iespējams, ka šis fakts ir saistīts ar dažādu Na+ jonu saturu H2O un 

D2O, kā arī CH3COOH un CH3COOD reaģentos. Otrkārt, masspektri norāda uz H/D apmaiņas 

reakcijām starp savienojumiem MeImEC, MeImPC, MeImBC un šķīdinātāju. Šādu procesu 

klātbūtni pierāda gan aduktu izotopu sastāvs, gan protonēto molekulu izotopu sastāvs. Abos 

gadījumos masspektros veidojas virkne izotopu signālu, piemēram, M+1 un M+2 signāli ar 

anomāli augstām relatīvajām intensitātēm, kas neatbilst normālam izotopu sadalījumam šāda 

sastāva molekulās (pierādīts ar izotopu kalkulatora AMDIS palīdzību). Tas nozīmē, ka H/D 

apmaiņas reakcijās var piedalīties CJŠ sastāvā esošie ūdeņraža atomi, piemēram, imidazola 

gredzena protoni. Kā redzams, aduktu sastāvu var ietekmēt šķīdinātāja un piedevu izvēle.  

Karboksilāta grupu saturošo CJŠ fragmentācija pozitīvo jonu skenējumā. Raksturīgi 

karboksilāta grupu saturošo CJŠ SID masspektri ir redzami 3.15. att.  
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3.15. att. MeImEC (a), MeImPC (b) un MeImBC (c) masspektri, iegūti ar 30 eV SE 

 

Savienojuma MeImEC masspektrā pamatsignāls atbilst jonam ar m/z 95. Darbos [7, 8 

un 111] parādīts, ka šāda tipa jonu veidošanās saistīta ar imidazolija cikla paplašināšanos un 

alkilķēdes atdalīšanos, kas veicina aromātiskā pirimidīnija cikla veidošanos, kuram piemīt 

īpaša stabilitāte. Līdzīgs process var veicināt jona m/z 96 rašanos. Šajā gadījumā iespējams 

radikāļu noteikts process, jo jonam ar m/z 96 ir nepāra elektronu skaits. Abu jonu rašanās ir 

raksturīga arī augstākiem homologiem MeImPC un MeImBC, bet ar augstākām sadursmju 

enerģijām 40 – 50 eV intervālā. Atšķirībā no MeImEC augstāko homologu MeImPC un 

MeImBC masspektros pamatsignāls atbilst 1-metilimidzolija jonam ar m/z 83. Šo 

savienojumu masspektros novērojama arī jonu ar m/z 73 un 87 veidošanās. Pastāv varbūtība, 

ka dotie joni veidojas lādiņa virzītās heterolītiskās N – C saites šķelšanās rezultātā ar 1-

metilimidazola molekulas atbrīvošanos un protonētā laktona cikla veidošanos. 

Visiem trim karboksilāta tipa CJŠ raksturīga mazāku fragmentu veidošanās. Piemēram, 

joni ar m/z 68 un m/z 81 rodas sadursmju šūnā, palielinot enerģiju līdz 30 – 50 eV. Šo jonu 

veidošanās saistīta ar metilgrupas atraušanos pēc radikāļu mehānisma. Apkopojot iepriekš 

minēto, izstrādāta kopējā karboksilātu fragmentācijas shēma (sk. 3.16. att.). 
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3.16. att. Karboksilāta grupu saturošo CJŠ galveno fragmentācijas maršrutu shēma, 

iegūta EIJ – SID eksperimentos 

 

Salīdzinot 3.16. att. fragmentācijas maršrutus ar augstāk parādītiem sulfonāta grupu 

saturošo CJŠ fragmentācijas maršrutiem (sk. 3.6. att.), redzams, ka funkcionālā grupa praktiski 

nemaina fragmentācijas virzienu un iegūto jonu veidu. Viens izņēmums ir sulfonātiem 

raksturīgā metānsulfonskābes molekulas atbrīvošanās (sk. 3.6. att. un 3.3. vien., veidojoties 

m/z 123). Analogs etiķskābes atšķelšanās process nav novērojams karboksilātu gadījumā. 

Savienojuma MeImEC gadījumā šāda tipa process nav iespējams, jo trūkst nepieciešamais 

atomu daudzums. Savienojuma MeImPC gadījumā šī procesa gaitā būtu jāveidojas jonam ar 

m/z 95, kas pārklātos ar metilpirimidīnija jonam atbilstošo signālu, kas ir minēts iepriekš (sk. 

3.16. att.). Savukārt, MeImBC gadījumā, būtu jāveidojas jonam ar m/z 109, kas ir novērojams 

tikai fona līmenī un tā atbilstību pamatot ir problemātiski. Līdz ar to, var secināt, ka etiķskābes 

eliminēšanās process nav raksturīgs karboksilāta grupu saturošiem CJŠ. Šādas atšķirības starp 

sulfonātiem un karboksilātiem varētu izskaidrot ar karboksilāta un sulfonāta grupu bāziskuma 

atšķirībām gāzes fāzē. Ja pieņemtu, ka abi procesi notiek pēc shēmas, kas ir parādīta 3.3. vien., 

tad protona pārnese no C – H saites uz S – O saiti būtu svarīga. Zināms, ka CH3COO- ir mazāks 

bāziskums gāzes fāzē, nekā CH3SO3
- [112], kā rezultātā protona atraušanās ir grūtāka 

karboksilātu nekā sulfonātu gadījumā. 

Lai apstiprinātu karboksilāta tipa CJŠ fragmentācijas maršrutus, SID eksperimenti 

veikti ar deiterētiem analogiem, iegūtiem in situ, izmantojot H/D apmaiņas procesus 

MeOH/D2O/CH3COOD šķīdumā. Tipiskākie MeImEC, MeImPC un MeImBC masspektri 

redzami 3.17. att.  
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3.17. att. Deiterēto karboksilāta CJŠ masspektri, iegūti ar 30 eV SE 

 

Kā redzams no 3.17. att., jonu signāli, kas ir saistīti ar skābā protona piedalīšanos 

fragmentācijas procesā, ir nobīdīti par 1 m/z vienību augstāko vērtību virzienā. Deiterēto un 

nedeiterēto karboksilāta CJŠ masspektru salīdzinājums (sk. 3.17. un 3.15. att.) apstiprina 3.16. 

att. redzamos fragmentācijas maršrutus. Deiterēto karboksilāta CJŠ fragmentācijas maršruti 

apkopoti 3.18. att. 

 

N
N

COOD

+CH3

n

  MeImPC: n=1 m/z 156

MeImBC: n=2 m/z 170

MeImEC: n=0 m/z 142
N

N
+

D
CH3

m/z 84

O
+

O

Dn

MeImPC: n=1   m/z 74

MeImBC: n=2   m/z  88

N

N
+

CH3

 m/z 95

-C5H8N2

-Cn+2H2(n+2)CO2

N

N
+ CHCH3

m/z 81

-CH3

.

m/z 96

  MeImPC: n=1 m/z 83

 

3.18. att. Deiterēto karboksilāta grupu saturošo CJŠ galveno fragmentācijas maršrutu 

shēma, iegūta EIJ – SID eksperimentos 
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Apkopojot iepriekš izklāstīto, var secināt, ka karboksilāta tipa CJŠ fragmentācija ir 

atkarīga no oglekļa atomu skaita starp karboksilāta grupu un imidazolija gredzenu. Salīdzinot 

karboksilāta un sulfonāta tipa CJŠ, jāsecina, ka funkcionālā grupa visai maz ietekmē veidoto 

jonu tipu. Atšķirības ir novērotas tikai alkānskābju (metānsulfonskābes un etiķskābes) 

atšķelšanās procesos. Savukārt krasas funkcionālās grupas noteiktas atšķirības novērotas 

negatīvo jonu skenējumā, jo karboksilātus, atšķirībā no sulfonātiem, praktiski nav iespējams 

deprotonēt EIJ gaitā. 

 

3.5. Kompleksu veidošanās starp cviterjonu tipa jonu savienojumiem un dažādiem 

amīniem elektroizsmidzināšanas jonizācijas gaitā 

 

EIJ eksperimenti ar šķīdumiem, kas satur CJŠ un vielas ar dažādām funkcionālām 

grupām, parādīja, ka CJŠ ir tieksme veidot kompleksus ar dažādiem amīniem. Īpaši stabilu 

kompleksu veidošanās novērota, pētot CJŠ un 5-metilcitozīna mijiedarbības šķīdumos. Šādiem 

kompleksiem iespējams atrast praktisku pielietojumu, piemēram, ķīmiskajā analīzē. Šajā 

apakšnodaļā tiks apskatītas šo kompleksu īpašības gāzes fāzē un faktori, kas varētu ietekmēt to 

stabilitāti. Sākumā aplūkosim dažus parametrus, kas ietekmē šāda tipa kompleksu veidošanos 

šķīdumā. 

 

3.5.1. Šķīdinātāja tīrības ietekme uz kompleksu veidošanos 

 

Kompleksu veidošanās starp CJŠ un 5-metilcitozīnu (5-MC) ir stipri atkarīga no 

izmantoto šķīdinātāju kvalitātes. Pirmajos eksperimentos tika izmantoti AEŠH līmeņa tīrības 

šķīdinātāji ar pārāk augstu (AEŠH – MS mērķiem) Na+ un K+ jonu koncentrāciju. Tāpēc, 

masspektros novēroti adukti ar sastāvu [CJŠ+5-MC+Na]+ [113]. Protams, arī šādu kompleksu 

veidošanos varētu izmantot analītiskiem mērķiem, bet kontrolēt Na+ un K+ koncentrācijas 

šķīdumos, īpaši bioloģiskas izcelsmes paraugos, praktiski nav iespējams. Turklāt augstas 

sārmu metālu jonu koncentrācijas piesārņo aparatūru. Pilnīgi citas īpašības ir [CJŠ+5-MC+H]+ 

kompleksiem, kuru rašanās ir vairāk atkarīga no pašu reaģējošo vielu koncentrācijas, nekā no 

ārējiem faktoriem. Minēto apsvērumu dēļ, tālākā darba daļa veltīta tikai protonu kompleksu 

veidošanai.  

Visos eksperimentos, lai samazinātu Na+ un K+ traucējošo efektu, izmantoti tikai AEŠH 

– MS kvalitātes šķīdinātāji ar pazeminātu (≤0,05-0,1 mg/kg) sārmu metālu jonu koncentrāciju, 



84 

ieskaitot ūdeni, acetonitrilu, metanolu un skudrskābi. 5-Metilcitozīna un MeImPS kompleksa 

masspektrs, kas iegūts AEŠH – MS kvalitātes acetonitrilā ir apskatāms 3.19. att. 
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3.19. att. 5-Metilcitozīna un MeImPS masspektrs, iegūts acetonitrila šķīdumā. Vielu 

molāro koncentrāciju attiecība 1:1. 

 

Kā redzams no masspektra, Na+ saturošā kompleksa [MeImPS+5-MC+Na]+ signāls 

nav novērojams, ja eksperimentiem lieto AEŠH – MS kvalitātes šķīdinātāju. Savukārt 

masspektrā novēro signālu ar m/z 330, kas liecina par [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa 

pastāvēšanu. Lai pārbaudītu kompleksa veidošanās selektivitāti, tika izpētīta funkcionālu grupu 

ietekme uz kompleksa stabilitāti. 

 

3.5.2. Cviterjona funkcionālās grupas ietekme uz kompleksu veidošanos 

 

Negatīvi lādētās funkcionālās grupas, kuras var ievadīt cviterjona struktūrā, ir 

sulfonāta, karboksilāta un fosfāta grupas. Ņemot vērā to, ka zināmas tikai pirmo divu 

atvasinājumu iegūšanas metodes, šajā darbā fosfāta atvasinājumi netika izmantoti. 

Aizvietojot sulfonāta grupu saturošo MeImPS ar MeImBC, kas satur CO2
- grupu, 

novēro, ka kompleksa signāls masspektrā pazūd (sk. 3.20. att.). 
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3.20. att. 5-Metilcitozīna un MeImBC šķīduma masspektrs. Vielu molāro koncentrāciju 

attiecība ir 1:10. 

 

Šo novērojumu var izskaidrot, ja pieņem, ka kompleksu veidošanās notiek šķīdumā 

pirms EIJ analīzes. Šī hipotēze tika apstiprināta, izmantojot infrasarkano spektroskopiju (sk. 

3.5.6. apakšnodaļu). Ir pamats uzskatīt, ka kompleksi veidojas šķīdumā, pateicoties skābes – 

bāzes mijiedarbībām. MeImPS struktūrā ietilpst sulfonāta grupa, kuras pKa vērtībai 

acetonitrilā jābūt ievērojami mazākai, nekā MeImBC, kas satur karboksilāta grupu. Abu 

funkcionālo grupu pKa vērtības var aptuveni novērtēt ar metānsulfonskābes un etiķskābes 

eksperimentāli noteiktām pKa vērtībām, kas acetonitrilā ir attiecīgi 9,97 un 23,51 [114]. 

Rezultātā, MeImBC paliek šķīdumā protonētā formā, kas nedod iespēju veidot kompleksu ar 

protonēto 5-metilcitozīnu, un kompleksam atbilstošais signāls spektrā neparādās. Tas nozīmē, 

ka sulfonāta rindas cviterjoni ir piemērotāki kompleksu veidošanai ar 5-MC, nekā atbilstošie 

karboksilāti. 

 

3.5.3. Amīna struktūras ietekme uz kompleksu veidošanos 

 

Lai izpētītu dažādu amīnu spēju veidot kompleksus ar CJŠ, tika izvēlēti savienojumi, 

kas satur amidīna, pirmējā, otrējā un aromātiskā heterocikliskā amīna struktūras. Kā CJŠ šajos 

eksperimentos tika izvēlēts HinPS (sk. 2.1. tab.). Eksperimentu gaitā tika mainītas HinPS un 

amīna molārās koncentrācijas attiecība acetonitrilā (sk. 3.21. att.). 
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3.21. att. 5-Metilcitozīna, piperidīna, heksilamīna kompleksu ar HinPS signāla intensitāte 

atkarībā no molāro koncentrāciju attiecības. 

 

Attēlā redzams, ka [HinPS+5-MC+H]+ kompleksa signāla intensitāte pētītajā 

koncentrāciju diapazonā ir augstāka, nekā pārējo amīnu kompleksu intensitātes, t.i., amīnu 

spēja veidot kompleksus ar CJŠ ir atkarīga no aminosavienojuma veida. Šī īpašība amīniem 

palielinās sekojošajā rindā: piridīns << heksilamīns < piperidīns < 5-metilcitozīns. Jāpiebilst, 

ka piridīns dotajos apstākļos kompleksus neveidoja, tāpēc 3.21. att. tam atbilstošais grafiks nav 

parādīts. Iegūtie rezultāti ļauj izteikt domu, ka amīnu gadījumā pKa vērtības nodrošina šo 

savienojumu veidoto kompleksu stabilitāti ar CJŠ. Šo hipotēzi apstiprina arī literatūrā atrastās 

doto savienojumu pKa vērtības dažādos šķīdinātājos, kuras apkopotas 3.2. tab.  

 

3.2. Tabula 

Aminogrupu saturošo savienojumu pKa vērtības dažādos šķīdinātājos  

Viela pKa (ūdens) 

[115] 

pKa (metanols) 

[116] 

pKa (acetonitrils) 

[117,118] 

5-Metilcitozīns 12,4 -* -* 

Heksilamīns 10,56 11,57 18,26 

Piperidīns 11,22 11,07 19,29 

Piridīns 5,25 5,43 12,33 

*dati nav pieejami  
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Šajā tabulā redzams, ka pKa acetonitrilā palielinās rindā no piridīna uz piperidīnu. 5-

Metilcitozīna pKa acetonitrilā netika atrasta, bet, pamatojoties uz pKa vērtībām ūdenī, var 

uzskatīt, ka atbilstoša tendence saglabāsies arī acetonitrilā. Tādā veidā ir skaidrojama 5-MC 

kompleksa signāla augstā intensitāte, salīdzinājumā ar citu amīnu kompleksiem. Iespējams, ka 

5-MC esošo citu funkcionālo grupu klātbūtne rada papildus mijiedarbības ar CJŠ. Šis jautājums 

aplūkots vēlāk, veicot 5-MC kompleksu kvantu aprēķinus. 

 

3.5.4. Šķīdinātāja ietekme 

 

AEŠH plaši izmanto tādus šķīdinātājus, kā acetonitrils, metanols, ūdens un to 

maisījumi. Kā jau minēts 1.2.7. apakšnodaļā, šķīdinātājs var stipri ietekmēt analīta signālu EIJ 

gaitā, tāpēc likās interesanti novērtēt tā ietekmi uz kompleksu veidošanos starp 5-MC un CJŠ. 

Darbā veikti eksperimenti ar trim šķīdinātāju sistēmām, kas ir acetonitrila vai metanola 

maisījumi ar ūdeni, kā arī acetonitrila un metanola maisījums. Iegūtie rezultāti apkopoti 3.22. 

att. 

 

 

3.22. att. 5-MC un MeImPS kompleksa signāla intensitātes atkarība no šķīdinātāja 

sastāva. 

 

Kā redzams, augstākā [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa signāla intensitāte 

sasniedzama, izmantojot acetonitrila šķīdumu. Šo novērojumu var saistīt ar acetonitrila 

salīdzinoši zemo virsmas spraigumu, kā rezultātā, samazinās mikropilienu izmēri, kas izraisa 



88 

efektīvāku jonu iztvaikošanas spēju. Otrkārt, acetonitrils praktiski neveido ūdeņraža saites, 

salīdzinot ar abiem citiem šķīdinātājiem. Līdz ar to, tas mazāk ekranē abu kompleksa 

komponentu mijiedarbības šķīdumā. Šo apsvērumu demonstrē kompleksa signāla intensitāšu 

salīdzinājums acetonitrilā un metanolā.  

Ja vienam no organiskajiem šķīdinātājiem pievieno ūdeni, novēro strauju kompleksa 

signāla intensitātes samazināšanos. Iespējams, ka šajā gadījumā palielinās tādas šķīduma 

īpašības, kā blīvums, virsmas spraigums, viskozitāte un dielektriskā konstante. Rezultātā gan 

desolvācijas spēja, gan kompleksu stabilitāte krietni samazinās. Tāpēc, kompleksu veidošanās 

pētījumos starp 5-metilcitozīnu un CJŠ, ūdens klātbūtne nav vēlama. 

Diezgan interesantas ir [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa intensitātes izmaiņas 

ACN/MeOH maisījumos. Palielinot metanola tilpuma daļu, kompleksa signāls samazinās, bet 

pēc 10 % metanola sāk atkal palielināties. Iespējams, ka posmā no 0 līdz 10 % metanola, 

dominējošais faktors ir abu vielu pKa straujās izmaiņas. Savukārt, posmā no 10 līdz 50 % 

metanola, izteiktāka ir citu īpašību ietekme. Zināms, ka dielektriskā konstante [119] un virsmas 

spraigums [120] samazinās, palielinoties metanola daļai šķīdumā. Tāpēc arī jonu pārnese no 

šķīduma uz gāzes fāzi palielinās. Iegūtie rezultāti parāda, ka metanols būtu laba alternatīva 

ūdenim HILIC – EIJ – MS metodē, ja šāda tipa kompleksus lietotu selektivitātes uzlabošanai 

5-metilcitozīna noteikšanas gaitā. 

 

3.5.5. Konusa, ekstraktora un kapilāra sprieguma piemeklēšana 

 

Kā jau minēts 1.5.2. apakšnodaļā, nekovalento struktūru stabilitāti gāzes fāzē var 

kontrolēt, izmantojot konusa un ekstraktora sprieguma vērtības. Tāpēc katram kompleksam ir 

jāatrod optimālais spriegums, kurā signāla intensitāte ir maksimāla. Šādu eksperimentu 

rezultāti [CJŠ+5-MC+H]+ kompleksiem ir apkopoti 3.23. att. 

 



89 

 

3.23. att. Kompleksu starp 5-MC un dažādu heterociklisku (A) un N-alkilimidazolija (B) 

CJŠ signālu intensitātes atkarība no konusa sprieguma 

 

Kā redzams, optimālās konusa sprieguma vērtības visiem šāda tipa kompleksiem 

atrodas 13 – 16 V intervālā. Maksimumi nav asi, tāpēc 5-metilcitozīna noteikšanai var 

izvēlēties jebkuru vērtību šajā diapazonā, nezaudējot jutību. Jāpiezīmē, ka strādājot ar tik 

zemām konusa sprieguma vērtībām (darbā izmantotam instrumentam kovalento savienojumu 

maksimumi parasti atrodas 20 – 50 V intervālā), var sagaidīt šķīdinātāja molekulu agregātu 

veidošanās, kas traucētu kvantitatīvai analīzei. No otras puses, šo efektu kompensē ievērojama 

m/z nobīde, kuru sasniedz, saistot 5-MC kompleksā ar daudz lielākas masas CJŠ, nekā 

šķīdinātāja agregātiem (parasti < 300 Da). 

Pārāk liels ekstraktora spriegums var izraisīt nekovalentā kompleksa signāla 

intensitātes samazināšanos. Šajā darbā pētīto struktūru gadījumā optimāls ekstraktora 

spriegums ir 1 V. Lielāka ekstraktora sprieguma izvēle ātri samazina kompleksu veidoto 

signālu intensitāti. Kapilāra spriegums nevar tieši ietekmēt kompleksa stabilitāti, bet var atstāt 

iespaidu uz aerosola pilienu izmēru. Pie lielākām kapilāra sprieguma vērtībām bieži novēro 

stiprāku signālu, bet vienlaikus palielinās arī fona intensitāte. Tāpēc signāla un fona attiecība 
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praktiski nemainās. Kapilāra sprieguma piemeklēšanas eksperimentos tika konstatēts, ka 

pētāmo kompleksu signāla intensitātes maksimumi atrodas pie 3,5 kV, ja izmanto acetonitrila 

šķīdumu. Šo vērtību tālākajos pētījumos samazināja līdz 2,8 kV, lai novērstu gāzes izlādes 

procesu varbūtību un palielinātu atkārtojamību. 

 

3.5.6. 5-Metilcitozīna kompleksu ar cviterjonu tipa jonu šķidrumiem asociācijas 

konstanšu noteikšana 

 

Iepriekšējās apakšnodaļās parādīts, ka CJŠ noteiktajos apstākļos spēj veidot 

kompleksus ar 5-metilcitozīnu un dažiem alifātiskiem amīniem. Lai parādītu, ka doto 

kompleksu veidošanās notiek šķīdumā, 5-MC un BuImPS maisījums (1:1) metanolā tika 

analizēts ar infrasarkano spektroskopiju (IS). Salīdzinot maisījuma un atsevišķo komponentu 

IS spektrus, novērotas dažas raksturīgas viļņu skaitļu un caurlaidības intensitātes izmaiņas (sk. 

3.24. att.). 

 

 

3.24. att. 5-Metilcitozīna, BuImPS un abu savienojumu maisījuma IS spektri, kas iegūti 

metanola šķīdumā 

 

5-MC un BuImPS maisījuma IS spektra interpretācija liecina par sulfonāta grupai 

raksturīgās asimetriskās valences deformācijas viļņu skaitļa vērtības nobīdi par -19 cm-1, 

salīdzinājumā ar tīra BuImPS IS spektru. Amidīna grupas C=N fragmenta valences 
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deformācijas viļņu skaitlis nobīdās par +8 cm-1. Turklāt notika arī sulfonāta, C=N un C=O 

caurlaidības intensitāšu izmaiņas (sk. 3.3. tab.), kas var liecināt par dipola momenta izmaiņām. 

3.3. Tabula 

Galveno 5-MC, BuImPS un to maisījuma funkcionālo grupu valences deformāciju un 

caurlaidību vērtības, iegūtas metanola šķīdumā 

  5-MC BuImPS 5-MC+BuImPS 

Deformācijas veids cm-1  %T cm-1  %T  cm-1  %T  

C=O  1719 59 - - 1722 46 

C=N  1662 41 - - 1670 45 

SO3 (sim.) - - 1038 46 1037 53 

SO3 (asim.) - - 1190 39 1171 49 

 

Dotās izmaiņas norāda uz šķīdumā pastāvošām cviterjona un protonētās bāzes 

mijiedarbībām, ietverot arī kompleksa veidošanos. Tādā veidā tika pamatota kompleksu 

veidošanās norise pirms elektroizsmidzināšanas procesa. 

Kā jau minēts, masspektrometrijas metodes var izmantot kompleksu līdzsvaru pētīšanai 

(sk. 1.5. apakšnodaļu). Neskatoties uz masspektrometrijas metožu vienkāršību, lādētu daļiņu 

intensitātes nevar salīdzināt savā starpā, jo EIJ gaitā vielas konkurē par lādēto piliena virsmu, 

kas izraisa stipru diskrimināciju. Tāpēc, lai salīdzinātu dažādu daļiņu koncentrācijas šķīdumā, 

izmantojot intensitātes vērtības no masspektra, jānosaka detektora atsauces faktori katrai 

daļiņai. Lai demonstrētu šo apsvērumu svarīgumu, 3.19. att. (sk. 84. lpp.) parādīts ekvimolārā 

5-MC un MeImPS acetonitrila šķīduma masspektrs. Tajā redzams, ka protonētā 5-

metilcitozīna [5-MCH]+, [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa, kā arī protonētā CJŠ 

[MeImPS+H]+ intensitātes atšķiras apmēram 10 reizes. Skaidrs, ka šajā gadījumā intensitātes 

neatspoguļo šo pašu daļiņu koncentrāciju šķīdumā, un šādu masspektru nevar izmantot 

kompleksu stabilitātes konstanšu aprēķināšanai. Šī iemesla dēļ, darbā izmantota metode, kas 

matemātiski ievēro detektora atsauces faktorus [82]. Metodes galvenā prasība ir izmantoto 

šķīdumu stingra ekvimolaritāte. Pat mazas atkāpes no ekvimolaritātes spēj izraisīt kļūdas 

asociācijas konstanšu vērtībās. Otrs pieņēmums šajā metodē ir detektora atsauces faktoru 

neatkarība no vielas koncentrācijas šķīdumā. Neskatoties uz šiem ierobežojumiem, metode spēj 

sniegt kvantitatīvu informāciju par kompleksa stabilitāti. Eksperimentiem tika izmantoti 5-

metilcitozīna kompleksi ar MeImPS, BuImPS, HImPS un OImPS, kā arī MeImPS 

kompleksi ar heksilamīnu, pirolidīnu un trietilamīnu. Vielu izvēle pamatota ar alkilķēdes efekta 

un amīna grupas veida ietekmi uz kompleksa stabilitāti šķīdumā. Eksperimentālie punkti, kas 
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iegūti izomolāro šķīdumu sēriju analīzes gaitā un tiem matemātiski pielāgotais vienādojums 

2.2. (sk. 2.5.5 apakšnodaļu), parādīti 3.25. att. 

 

3.25. att. 5-Metilcitozīna un BuImPS izomolāro šķīdumu sērijas analīzes dati, iegūti 

acetonitrilā (A) un metanolā (B). Eksperimentālajiem punktiem ir pielāgots vienādojums 2.2. 

(skat. 2.5.5. apakšnodaļu) 

 

Uz ordinātu ass atliktā I5-MC atbilst protonētā 5-metilcitozīna [5-MCH]+, tā dimēra [5-

MCH+5-MC]+ un [5-MC+Na]+ adukta masspektra intensitāšu summai. Šis pieņēmums ir 

izdarīts ar mērķi palielināt konstanšu noteikšanas pareizību, jo reālajā šķīdumā atbilstoši masas 

bilancei 5-metilcitozīna sākuma koncentrācija tiek patērēta minēto daļiņu veidošanai. IKomp ir 

vienāda ar kompleksam atbilstošā signāla intensitāti masspektrā. Iegūto konstanšu vērtības un 

relatīvās detektora atsauces faktoru vērtības 5-metilcitozīna kompleksiem ar N-alkilimidazolija 

CJŠ ir atrodamas 3.4. tabulā. 

 



93 

3.4. Tabula 

Dažādos šķīdinātājos iegūto asociācijas konstanšu un vērtību kopsavilkums 

CJŠ 

 

Metanols Acetonitrils 

(Ka±∆Ka) ×106 

L·mol-1 

(R±∆R) 

×10-2 

 

R2 

 

(Ka±∆Ka) ×106 

L·mol-1 

(R±∆R) 

×10-2 

 

R2 

 

MeImPS 0,5±0,4 1,4±0,8 0,997 0,7±0,3 2,6±0,7 0,999 

BuImPS 0,8±0,6 1,1±0,6 0,998 0,30±0,04 4,1±0,4 1 

HImPS 0,9±0,6 0,8±0,4 0,998 1,1±0,8 1,5±0,8 0,996 

OImPS 2,4±2,7 0,5±0,3 0,997 1,9±1,1 1,0±0,4 0,998 

 

Kā redzams no tabulas, 2.2. vien. pielāgošana ir diezgan laba visos gadījumos, jo 

nelineārās mazāko kvadrātu metodes R2 vērtības ir diezgan augstas un nav mazākas par 0,996. 

Tabulā 3.4. sniegtā informācija rāda, ka abos šķīdinātājos pastāv 5-metilcitozīna un CJŠ 

kompleksu asociācijas konstanšu vērtību atkarība no alkilķēdes garuma. Šī sakarība ir grafiski 

attēlota 3.26. att.  
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3.26. att. Kompleksu asociācijas konstanšu atkarība no CJŠ alkilķēdes garuma, iegūtā 

acetonitrilā (A) un metanolā (B) 
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Kā redzams 3.26. (A) att., [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa stabilitāte ir augstāka, 

nekā [BuImPS+5-MC+H]+, bet, sākot ar BuImPS, stabilitāte lineāri pieaug līdz OImPS. Ja 

par šķīdinātāju izmanto metanolu, (sk. 3.26. (B) att.), pētāmo kompleksu K vērtības pieaug no 

MeImPS līdz HImPS, bet OImPS kompleksam novērojama atkāpe no kopējās tendences. 

Iespējams, ka stabilitātes konstanšu izmaiņas abos šķīdinātājos ir izskaidrojama ar atšķirīgiem 

solvatācijas mehānismiem acetonitrilā un metanolā. Abiem šķīdinātājiem ir līdzīgas 

dielektriskās konstantes, bet acetonitrils, atšķirībā no metanola, nespēj veidot pietiekoši stipras 

ūdeņraža saites ar analīta molekulām. Lai izskaidrotu MeImPS un OImPS kompleksu ar 5-

MC stabilitātes konstanšu atkāpes no kopējās tendences attiecīgajos šķīdinātājos, varētu 

pieņemt, ka šīs izmaiņas nosaka summāri alkilķēdes un sulfonāta grupas solvatācijas efekti. 

Arī literatūrā ir atrodamas norādes, ka molekulāro klasteru veidošanās starp alifātiskām 

organiskajām skābēm un aromātiskām bāzēm šķīdumā ir atkarīga no skābes molekulu agregātu 

veidošanās un elektrostatiskām skābes – bāzes mijiedarbībām [121]. Turklāt tika parādīts, ka 

bilance starp šiem mijiedarbību veidiem mainījās atkarībā no šķīdinātāja dabas, skābes 

alkilķēdes garuma un amīna pKa vērtībām. Iespējams, ka minētie faktori vairāk vai mazāk 

ietekmē arī šajā darbā aprakstīto kompleksu stabilitāti. Zināms, ka šķīdumā ir iespējama 

kontakta tipa un ar šķīdinātāja molekulām atdalītu jonu pāru veidošanās [122, 123]. Kontakta 

tipa jonu pāru veidošanos pārsvarā nosaka jonu desolvācijas spēja dotajā šķīdinātājā [123]. 

Savukārt, ar šķīdinātāja molekulām atdalīto jonu pāru veidošanos nosaka difūzija un starpjonu 

attālumi šāda tipa pārī [123]. Reālajā paraugā abi minētie mehānismi ir līdzsvarā un to 

izpausme ir atkarīga no šķīdinātāja un jonu uzbūves [123]. Apkopojot iepriekš aprakstīto, var 

secināt, ka stabilitātes konstanšu vērtību atkarību no alkilķēdes garuma abos šķīdinātājos varētu 

izskaidrot, ja būtu zināmas solvatācijas enerģijas katram kompleksam. 

Neskatoties uz to, ka 5-metilcitozīna un N-alkilimidazolija kompleksu asociācijas 

konstantes tika noteiktas gan metanolā, gan acetonitrilā, alkilamīnu un MeImPS kompleksu 

konstanšu nenoteiktība ir visai augsta. Galvenais iemesls tam ir zemā kompleksiem atbilstošo 

signālu intensitāte pie mazām koncentrācijām. Pat relatīvi augstās koncentrācijās šo kompleksu 

signāls ir samērā vājš (sk. 3.27. att.).  
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3.27. att. MeImPS un pirolidīna acetonitrila šķīduma masspektrs. Abu vielu 

koncentrācija ir 20 µM 

 

Izomolāro sēriju analīzes gaitā tika novērots, ka, samazinoties MeImPS un amīna 

koncentrācijai, sākas stipra fona signālu ietekme uz kompleksa signāla intensitāti. Rezultātā 

teorētiskā 2.2. vienādojuma pielāgošana eksperimentālajiem punktiem kļūst neiespējama. 

Situācija nedaudz uzlabojas, ja izmanto fona korekcijas. Piemēram, analizējot tukšo paraugu, 

kas satur tikai acetonitrilu un skābes piedevu, var iegūt fona līmeņa vērtību kompleksam 

atbilstošai m/z vērtībai. Šo korekcijas vērtību atskaita no reālajā paraugā iegūtās kompleksa 

intensitātes. Tomēr arī šāda procedūra maz palīdz, jo konstanšu vērtībām saglabājas augsta 

standartnovirze. Veicot minēto korekciju, tika pieņemts, ka fons dotajā m/z vērtībā ir statisks, 

bet reālajā situācijā fons dinamiski mainās pat vienādos apstākļos. 

 

3.5.7. 5-Metilcitozīna kompleksu ar cviterjonu tipa jonu šķidrumiem stabilitāte gāzes 

fāzē 

 

Sadursmju inducētā disociācija ir metode, kuru plaši lieto nekovalento struktūru 

stabilitātes pētīšanai gāzes fāzē, lai izslēgtu šķīdinātāja solvatācijas efektu ietekmi uz stabilitāti. 

Šādos eksperimentos var precīzāk noskaidrot uzbūves faktorus, kas nosaka kompleksu 

stabilitāti. Pētījuma gaitā bija jāsalīdzina [CJŠ+5-MC+H]+ kompleksu stabilitātes izmaiņas 

šķīdumā un gāzes fāzē atkarībā no alkilķēdes garuma. Par kompleksa stabilitātes rādītāju tika 

izvēlēta pussabrukšanas enerģijas vērtība E1/2 (enerģija, kurā sabrūk puse no kompleksa 

kopskaita). Lai atrastu E1/2 vērtības 5-metilcitozīna kompleksiem ar N-alkilimidazolija CJŠ, 

kompleksu aktivēja ar SID metodi un pēc tām konstruēja kompleksa relatīvās intensitātes 

atkarību no sadursmju enerģijas. Dotā sakarība visiem kompleksiem ir parādīta 3.28. att. 
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3.28. att. 5-Metilcitozīna kompleksu ar CJŠ sadursmju inducētās disociācijas līknes, no 

kurām var noteikt pussabrukšanas enerģiju 

 

Kā redzams no 3.28. att., kompleksu stabilitāte gāzes fāzē ir līdzīga, bet nav vienāda. 

Lai atrastu E1/2 vērtības katram kompleksam, var izmantot grafisko metodi, bet var arī 

aproksimēt katras līknes apgabalu no 4 līdz 7 eV ar taisnes vienādojumu un ar tā palīdzību 

aprēķināt E1/2 vērtības. Šajā darbā izmantots pēdējais variants. Ar šo metodi izrēķinātas E1/2 

vērtības apkopotas 3.5. tabulā. 

 

3.5. Tabula 

5-Metilcitozīna kompleksu ar N-alkilimidazolija CJŠ pussabrukšanas enerģijas  

5-MC komplekss  

ar vielu: 

E1/2, eV Taisnes R2 vērtība  

apgabalā 4 – 7 eV 

MeImPS 5,0 0,999 

BuImPS 4,6 0,993 

HImPS 4,8 0,999 

OImPS 5,1 1 

 

No aprēķinātām E1/2 vērtībām izriet, ka kompleksu stabilitāte ir visai maz atkarīga no 

alkilķēdes garuma CJŠ molekulā. Svarīgs ir novērojums, ka gāzes fāzē aprēķinātās E1/2 vērtības 

mainās līdz ar cviterjona alkilķēdes garumu tāpat kā asociācijas konstantes acetonitrilā. Abu 
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minēto vērtību izmaiņas atkarībā no CJŠ alkilķēdes garuma acetonitrilā un gāzes fāzē ir 

attēlotas grafiski (sk. 3.29. att.). 
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3.29. att. 5-Metilcitozīna kompleksu ar CJŠ asociācijas konstanšu un pussabrukšanas 

enerģijas vērtības, iegūtas attiecīgi acetonitrilā un gāzes fāzē 

 

Savukārt, salīdzinot doto raksturlielumu izmaiņas metanolā un gāzes fāzē, līdzīgo 

tendenci nenovēro. Tas liek domāt, ka acetonitrils atšķirībā no metanola nespēj ietekmēt 

ūdeņraža saišu stiprumu, kas tur kompleksa komponentus kopā. Rezultātā, komplekss tiek 

pārnests no šķīduma uz gāzes fāzi, saglabājot sākotnējās mijiedarbības starp 5-metilcitozīnu un 

CJŠ. Tāpēc asociācijas konstantes acetonitrilā mainās ar CJŠ alkilķēdes garumu līdzīgi kā E1/2 

vērtības gāzes fāzē. Savukārt metanols spēj labi solvatēt abus kompleksa komponentus, 

veicinot ar šķīdinātāja molekulām atdalīto jonu pāru veidošanos. Rezultātā kompleksu 

stabilitāte šķīdumā atšķiras no stabilitātes gāzes fāzē, jo noteicoša loma ir kompleksa 

komponentu solvatācijas enerģijai. 

Anomāli augsto [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksa E1/2 vērtību var izskaidrot ar 

sekojošiem apsvērumiem. No vienas puses, atbilstoši 1.1. vien., palielinoties vielas molmasai, 

palielinās arī tās stabilitāte SID apstākļos. Tas ir parādīts dažādu kompleksu piemēros [124, 

125]. Ja pieņemtu, ka tikai šis faktors nosaka kompleksa stabilitāti, tad eksperimentā būtu 

jānovēro lineāra sakarība starp E1/2 un kompleksa molmasu. Tāpēc var iedomāties, ka pastāv 

arī otrs faktors, kas ietekmē kompleksu stabilitāti gāzes fāzē. Piemēram, no literatūras ir 

zināms, ka anjonu – neitrālo molekulu kompleksu stabilitāte palielinās, ja anjona un neitrālās 

molekulas konjugētās bāzes gāzes fāzes bāziskumi ir līdzīgi [126]. To pašu principu varētu 

pielietot 5-metilcitozīna kompleksiem ar CJŠ. Jo lielāka būtu 5-metilcitozīna un CJŠ gāzes 

fāzes bāziskuma atšķirība, jo mazāk stabils būtu komplekss. Lai pārbaudītu šo hipotēzi, tika 
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veiktā sērija kvantu ķīmisko aprēķinu ab initio HF/6-31+g(d) līmenī, lai noteiktu CJŠ relatīvās 

gāzes fāzes bāziskuma vērtības attiecībā pret 5-metilcitozīnu. Gāzes fāzes bāziskuma vērtības 

definē, kā Gibsa enerģijas izmaiņas hipotētiskai reakcijai (sk. 3.13. vienādojumu).  

 

[𝐶𝐽Š + 𝐻]+ + 5 − 𝑀𝐶 → 𝐶𝐽Š + [5 − 𝑀𝐶 + 𝐻]+         (3.13) 

 

Aprēķina rezultāti atrodami 3.30. att. 

 

 

3.30. att. N-alkilimidazolija CJŠ gāzes fāzes bāziskuma vērtības attiecībā pret 5-

metilcitozīnu, aprēķinātas ar ab initio HF/6-31+g(d) metodi 

 

Aprēķini rāda, ka viszemākā gāzes fāzes bāziskuma vērtība attiecībā pret 5-

metilcitozīnu ir MeImPS. Tālāk ∆Gb vērtības sāk palielināties ar alkilķēdes palielināšanos CJŠ 

struktūrā. Ja pieņemtu, ka tas būtu vienīgais faktors, kas ietekmē kompleksu stabilitāti, tad E1/2 

vērtībām būtu jāsamazinās no [MeImPS+5-MC+H]+ līdz [OImPS+5-MC+H]+. Tāpēc var 

secināt, ka iepriekš apskatītais molārās masas pieauguma efekts un relatīvais gāzes fāzes 

bāziskums pretēji ietekmē 5-metilcitozīna un CJŠ kompleksu stabilitāti. Rezultātā, 

[BuImPS+5-MC+H]+ kompleksa stabilitāte ir mazākā no visiem apskatītajiem kompleksiem, 

jo gan BuImPS relatīvais gāzes fāzes bāziskums, gan molārā masa atrodas starp MeImPS un 

OImPS.  

Zinot, ka iepriekš minētie faktori ietekmē 5-metilcitozīna un CJŠ kompleksu stabilitāti, 

var paredzēt tādus CJŠ, kuru mijiedarbības ar 5-metilcitozīnu būtu pietiekami stipras, lai tos 

varētu lietot kvantitatīvai 5-metilcitozīna saistīšanai kompleksā. Tas savukārt paver iespēju 
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nākotnē izstrādāt efektīvu derivatizācijas metodi ne tikai 5-metilcitozīnam, bet arī citiem 

līdzīgiem savienojumiem.  

 

3.5.8. 5-Metilcitozīna kompleksa ar MeImPS kvantu ķīmiskie aprēķini 

 

Lai atrisinātu jautājumu par iespējamās struktūras rašanos gāzes fāzē, tika veikti 

mijiedarbību enerģijas aprēķini situācijām, kad protons atrodas uz 5-metilcitozīna (komplekss 

1) vai MeImPS (komplekss 2). Sākumā, izmantojot molekulārās mehānikas spēka lauku 

MMFF94, veikta protonētā un neitrālā MeImPS konformāciju analīze, abos gadījumos 

izvēloties konformācijas ar zemāko enerģiju. Katrai MeImPS formai var atrast vairākas 5-

metilcitozīna orientācijas apkārt sulfonāta grupai. Tāpēc, pārvietojot protonētā 5-metilcitozīna 

molekulu apkārt neprotonētajām MeImPS (un otrādi, pārvietojot neprotonētā 5-metilcitozīna 

molekulu apkārt protonētajam MeImPS), var atrast virkni orientāciju ar zemāku enerģiju. Šo 

orientāciju ģeometrijas tiek pakāpeniski optimizētas, izmantojot MMFF94 spēka lauku, 

pusempīrisko PM3 metodi un pēc tām ab initio HF/6-31g(d) metodi. Tādējādi pakāpeniski 

samazina 5-metilcitozīna orientāciju skaitu kompleksam 1 un kompleksam 2. Pēc ab initio 

HF/6-31g(d) metodes lietošanas katram kompleksam izvēlās vienu stabilāko struktūru, kuru 

optimizē ar ab initio HF/6-31+g(d) un visbeidzot ar funkcionāli M06-2X/6-311++g(d,p). 

Pēdējā metode izvēlētā tāpēc, ka tajā iekļauta dispersijas mijiedarbību korekcija. Pēdējā 

optimizācijas stadijā krietni palielinās bāzu skaits, rezultātā palielinās arī laiks, kas ir 

nepieciešams aprēķiniem. Tāpēc aprēķini veikti tikai 5-metilcitozīna kompleksiem ar 

MeImPS, jo šajā gadījumā aprēķinu laiki ir vismazākie, salīdzinot ar citu homologu 

kompleksiem.  

Lai aprēķinātu mijiedarbību enerģijas kompleksam 1 un kompleksam 2, izmantoti 

aprēķini ar M06-2X/6-311++g(d,p) funkcionāli un bāzu superpozīcijas kļūdu korekciju. 

Rezultātā iegūtas divas iespējamās kompleksa 1 un kompleksa 2 ģeometrijas, kas parādītas 

3.31. att. 
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3.31. att. Kompleksa 1 (A) un kompleksa 2 (B) ģeometrijas, iegūtās pēc optimizācijas ar 

M06-2X/6-311++g(d,p) funkcionāli 

 

Kā redzams no 3.31. att., kompleksa stabilitāti nodrošina ūdeņraža saišu veidošanās 

starp cviterjona SO3
- grupu un 5-MC amidīna grupu. Rezultātā veidojas redzamais astoņlocekļu 

cikls. 

Mijiedarbību enerģiju kompleksos 1 un 2 var definēt kā starpību starp kompleksa un 

ligandu enerģijas vērtībām gāzes fāzē (sk. 3.14. un 3.15. vienādojumu). 

 

∆𝐸1 = 𝐸𝐾𝑜𝑚𝑝,1 − (𝐸5−𝑀𝐶𝐻 + 𝐸𝑀𝑒𝐼𝑚𝑃𝑆))                               (3.14) 

∆𝐸2 = 𝐸𝐾𝑜𝑚𝑝,2 − (𝐸5−𝑀𝐶 + 𝐸𝑀𝑒𝐼𝑚𝑃𝑆+𝐻)                            (3.15) 

 

Aprēķinu rezultātā iegūst, ka kompleksa 1 mijiedarbību enerģija ir lielāka (-58 

kcal/mol), nekā kompleksam 2 (-54 kcal/mol). Tomēr, ņemot vērā, ka SID apstākļos komplekss 

iegūst iekšējās enerģijas pieaugumu, kompleksa 2 veidošanās varbūtība pieaug, jo enerģijas 

starpība starp abiem kompleksiem ir maza (4 kcal/mol). Turklāt eksperiments rāda, ka SID 
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apstākļos drīzāk veidojas tieši komplekss 2, jo kompleksa fragments ir [MeImPS+H]+, nevis 

[5-MC+H]+ (sk. 3.32. att.). 
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3.32. att. Kompleksa [MeImPS+5-MC+H]+ fragments, iegūts ar 10 eV sadursmju 

enerģiju. Attēls parāda pilnīgu kompleksa sadalīšanos un [MeImPS+H]+ veidošanos. 

 

3.6. Cviterjonu tipa jonu šķidrumu izmantošana DNS metilēšanas līmeņa 

noteikšanai 

 

Ņemot vērā iepriekšējos rezultātus, var nodemonstrēt, ka kompleksu veidošanos starp 

5-metilcitozīnu un cviterjoniem EIJ – MS gaitā iespējams izmantot kvantitatīvajā analīzē. 

Zināms, ka 5-meticitozīns zīdītāju organismā veidojas DNS metilēšanas rezultātā [15, 16], 

tāpēc šī savienojuma noteikšana ir svarīgs uzdevums. Literatūrā aprakstītas dažādas metodes 

5-metilcitozīna noteikšanai, bet to pamatā pārsvarā ir hromatogrāfiskās metodes ar 

masspektrometrisko, UV vai fluorimetrisko detektēšanu [105, 127 – 131]. Nukleobāzu 

atdalīšana plaši izmantotās apgrieztās fāzes hromatogrāfijas apstākļos ir sarežģīts darbs. Bieži 

vien nukleobāzu sorbcijas palielināšanai nepieciešams izmantot buferšķīdumus, kas var 

samazināt metodes jutību un efektivitāti. Beidzot, hromatogrāfisko analīžu laiks ir liels. Tāpēc 

šajā darbā izmēģināta pieeja 5-metilcitozīna noteikšanai bez hromatogrāfijas, izmantojot 

kompleksu veidošanos starp 5-metilcitozīnu un kustīgai fāzei pievienoto cviterjonu. Rezultātā, 

5-metilcitozīna m/z vērtība tiek nobīdīta lielāku masu virzienā atbilstoši kompleksa molmasai, 

kas izmaina analīta īpašības un metodes selektivitāti. Parauga analīzi veic, izmantojot plūsmas 

injekciju metodi (sk. 2.2. att.) kopā ar EIJ – MS detektēšanu SIR režīmā. Tālāk sīkāk aprakstīti 

šīs pieejas izmantošanas rezultāti DNS parauga analīzei. 
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3.6.1. Reaģenta un citu apstākļu izvēle 

 

Lai sasniegtu viszemāko detektēšanas robežu, ir jāpiemeklē apstākļi, kuros 5-MC un 

cviterjona kompleksa absolūtā intensitāte ir visaugstākā. Šim mērķim pārbaudīta dažādu 

cviterjonu tieksme veidot kompleksus ar 5-MC. Katrs no 7 cviterjoniem tika sajaukts dažādās 

molāro koncentrāciju attiecībās ar 5-MC un iegūtie šķīdumi analizēti ar EIJ – MS. Šādu 

eksperimentu rezultāti apkopoti 3.33. att. 

 

 

 

3.33. att. Kompleksu intensitātes atkarība no reaģenta un 5-MC koncentrāciju attiecības 

 

Salīdzinot dažādu kompleksu absolūto signālu masspektrā, var redzēt, ka vislielākā 

intensitāte atbilst [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksam ar molāro koncentrāciju attiecību 10:1. 

Tālāka MeImPS koncentrācijas palielināšana izraisa kompleksa intensitātes samazināšanos. 

Līdzīgi var raksturot arī pārējo cviterjonu kompleksus – katram reaģentam novēro maksimuma 

veidošanos ar sekojošu kritumu. Iespējams, ka pie lielākām koncentrācijām cviterjona virsmas 
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aktivitātes dēļ, sākās konkurence par mikropilienu virsmu starp visām šķīdumā esošām 

daļiņām. Šo hipotēzi apstiprina arī fakts, ka cviterjoni ar mazāku virsmas aktivitāti sasniedz 

maksimuma punktus pie lielākām koncentrācijām. Šajā kontekstā var savstarpēji salīdzināt 

MeImPS un BuImPS vai HImPS kompleksus ar 5-MC. Pirmais no tiem sasniedz maksimumu 

pie attiecības 10:1, bet pēdējie - 5:1. Turklāt cviterjoni lielā koncentrācijā spēj veidot dimērus 

un citus oligomērus [108], kas nobīda 5-MC kompleksa ar CJŠ veidošanas līdzsvaru. 

Neskatoties uz atšķirīgajām kompleksa signāla intensitātēm, starpības starp tām nav 

lielas. Tāpēc var izvēlēties praktiski jebkuru cviterjonu tipa savienojumu, izņemot b, 5-MC 

kvantitatīvai analīzei bez metodes jutības zuduma. Tas savukārt dod iespēju viegli mainīt 

selektivitāti. Tālākajam darba posmam par reaģentu tika izvēlēts MeImPS, jo šī savienojuma 

kompleksam atbilst vislielākā signāla intensitāte. 

Eksperimentu gaitā tika konstatēts, ka kompleksus ar MeImPS veido ne tikai 5-MC, 

bet arī citas nukleobāzes ar amidīna vai guanīna grupu – citozīns, adenīns un guanīns. Tāpēc, 

tika nolemts palielināt reaģenta koncentrāciju līdz 100 µM, ņemot vērā šo savienojumu lielākas 

koncentrācijas paraugā un reaģenta atšķaidījumu ar kopējo plūsmu (reaģenta un parauga 

plūsmas ātrumu attiecība bija 1:4). 

Visi pārējie apstākļi, kā šķīdinātājs, konusa un ekstraktora spriegums, izvēlēti atbilstoši 

apsvērumiem, kas aprakstīti 3.5. apakšnodaļā. Vienīgais parametrs, kas tika nomainīts, bija 

skābes piedeva kustīgai fāzei. 5-Metilcitozīna noteikšanai DNS paraugā kā piedevu 

acetonitrilam izmantota 0,001% trifluoretiķskābe, nevis 0,025 % skudrskābe. Izvēle pamatota 

ar lielāku TFA stiprumu, kas veicina augstāku lādiņa nesēju blīvuma rašanos uz mikropilienu 

virsmas. Tas savukārt uzlabo izsmidzināšanas stabilitāti un samazina augstās frekvences 

signāla fluktuācijas. Turklāt TFA samazina 5-MC adsorbcijas spēju uz injektora un citu 

sistēmas komponentu virsmām. 

Kā jau bija minēts, par reaģentu šajā darbā izvēlēts MeImPS, kas veido kompleksu ar 

visaugstāko signāla intensitāti. Dotā kompleksa veidošanās analīzei izvēlētajos apstākļos ir 

atspoguļota 3.34. att.  
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3.34. att. 5-Metilcitozīna un MeImPS masspektrs, iegūts acetonitrila šķīdumā ar 0,001% 

TFA piedevu. Signāli pie m/z 126 un 330 atbilst 5-metilcitozīnam un [MeImPS+5-MC+H]+ 

kompleksam. MeImPS signālu (m/z 205, 227, 243 un 268) intensitātes ir samazinātas 100 reizes 

 

Lai izmantotu doto reaģentu DNS parauga analīzei, bija jāpārliecinās, ka paraugā nav 

komponentu ar m/z 330, kas atbilst [MeImPS+5-MC+H]+ kompleksam. Pretējā gadījumā SIR 

režīmā var iegūt kļūdainu rezultātu, kas saistīts ar atšķirīgas izcelsmes signālu pārklāšanos. 

Tāpēc, pirms kvantitatīvās analīzes hidrolizēto DNS paraugu ievadīja PIA – EIJ – MS sistēmā 

bez MeImPS pievienošanas. Šīs procedūras rezultātā m/z 330 atbilstošais signāls netika 

novērots. Tādējādi bija pierādīts, ka komponentu ar m/z 330 paraugā nav, un var lietot 

MeImPS kvantitatīvai analīzei. Pretējā gadījumā būtu jāmaina reaģents, lai iegūtu kompleksu 

ar atšķirīgu m/z vērtību. 

Lai rezultāti būtu mazāk atkarīgi no matricas ietekmes, kalibrācijas taisnes 

konstruēšanai izvēlas tādus 5-MC šķīdumus, kuri jau satur DNS raksturīgo nukleobāzu 

(adenīns, timīns, citozīns, guanīns un uracils) nemainīgas koncentrācijas katrā punktā. Uracils, 

kas neietilpst DNS sastāvā, var nonākt paraugā piesārņojuma rezultātā no sveša RNS. Tāpēc 

arī uracilu pievienoja kalibrācijas šķīdumiem. 

 

3.6.2. Metodes validācija 

 

Lai izvērtētu dotās metodes rezultātus, tika veikta daļēja validācija4, kas ietver sevī 

tādus parametrus kā linearitātes apgabals, LOQ, precizitāte, pareizība, reproducējamība, 

matricas efekts un analīta starpinjekciju pārnese (carryover). 

                                                 
4 Validācijas parametru noteikšanas rezultāti detalizēti aprakstīti publikācijā nr.5 (sk. Ievads, Promocijas darba 

aprobācija), kuras teksts ir pieejams Pielikumos, 158. lpp. 
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Linearitātes diapazona noteikšana veikta 5-MC koncentrāciju intervālā no 0 līdz 1000 

nM. Iegūto punktu regresijas analīze parādīja, ka kompleksam atbilstošais signāla laukums ir 

lineāri atkarīgs no 5-metilcitozīna koncentrācijas līdz 200 nM (sk. 3.35. att.). 

 

 

3.35. att. 5-Metilcitozīna kompleksa ar MeImPS signāla laukuma atkarība no 5-

metilcitozīna koncentrācijas šķīdumā 

 

Pie lielākām koncentrācijām var novērot atkāpi no linearitātes, kas var būt aprakstīta ar 

kvadrātisku funkciju (sk. Pielikumos atrodamo publikāciju, 158. lpp.). 

Ar 2.3. vienādojuma veiktajiem aprēķiniem metodes LOQ vērtībai atbilst 8 nM (1 pg 

ievadīts sistēmā). Šī vērtība ir salīdzināma vai mazāka, nekā pēdējā laikā literatūrā publicētās 

AEŠH – MS2 un GH – MS metožu attiecīgās vērtības [127-131]. Nepieciešams uzsvērt, ka dotā 

pieeja ir daudz vienkāršāka, jo analīzi veic bez hromatogrāfijas un tandēmmasspektrometrijas, 

kas ievērojami samazina analīzes laiku un līdzekļu patēriņu vienai analīzei. 

Validācijas procedūra parādīja, ka metode ir precīza, pareiza un reproducējama pie 

abām kvalitātes kontroles šķīdumu koncentrācijām (10 un 100 nM). Nosaukto parametru 

vērtības un citas detaļas ir atrodamās pēdējā publikācijā, kuru var apskatīt Pielikumos (158. 

lpp). Metodei piemīt neliels matricas efekts (≤1,2) un zema analīta starpinjekciju pārnese (0,3 

%), kas atbilst 9,6 % no LOQ parauga laukuma. Rezultātā var secināt, ka iegūto validācijas 

parametru vērtības atbilst EMA prasībām bioanalītisko metožu validācijai5. 

 

                                                 
5 European Medicines Agency guideline on bioanalytical method validation, revision 1, corr. 2, 2011. 
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3.6.3. Teļa vairogdziedzera DNS analīze 

 

Lai demonstrētu metodes pielietošanas iespēju 5-metilcitozīna noteikšanai reālajā 

paraugā, kā piemēru izvēlējāmies komerciāli pieejamo teļa vairogdziedzera DNS. Sākotnēji 

hidrolīzei ņemtais daudzums bija 2,5 µg, atbilstoši metodei [105], bet rezultāts parādīja, ka 

daudz lielāks atšķaidījums vajadzīgs (vismaz 100 reizes), lai nepārslogotu zemās dispersijas 

PIA sistēmu. Tāpēc tālākajās analīzēs paraugu sagatavoja atbilstoši 2.6.3. apakšnodaļā 

aprakstītajam. Kā alternatīvu var izmantot analīzei ņemtā DNS parauga daudzuma 

samazinājumu. Tas būtu izdevīgi gadījumos, ja DNS parauga lielums ir ierobežots, piemēram, 

mikrobioloģiskos pētījumos. 

Kompleksam [MeImPS+5-MC+H]+ atbilstošais signāla pieraksts, iegūts DNS 

hidrolizāta PIA – EIJ – MS analīzes gaitā, redzams 3.36. att. 

 

 

3.36. att. Kompleksam (m/z 330) atbilstošā signāla SIR pieraksts, iegūts pēc 6 atkārtoti 

veiktām teļa vairogdziedzera DNS hidrolizāta injekcijām PIA – EIJ – MS apstākļos 

 

Kā redzams, injekcijas veiktas ar vidēju ātrumu, ļaujot iepriekšējam paraugam pilnīgi 

izdalīties no sistēmas. Pat šī samērā lēnā parauga ievadīšanas metode dod iespēju veikt ap 60 

analīžu stundā. Injekciju ātrumu var ievērojami palielināt, tās veicot vienu pēc otras. Procesu 

varētu paātrināt, pieslēdzot programmējamu automātisko paraugu ievadīšanas ierīci, ar kādām 

ir aprīkotas mūsdienu AEŠH sistēmas ar maziem iekšējiem tilpumiem. 

Divu dažādās dienās veikto DNS paraugu analīžu rezultāti parādīja, ka 2,5 µg DNS 

satur atbilstoši 13,2±0,4 un 13,5±0,8 ng 5-metilcitozīna. Veicot nelielu aprēķinu, ievietojot 

iegūtās vērtības 2.4. vien., var iegūt teļa vairogdziedzera DNS metilēšanas līmeņa vērtību, kas 

ir vienāda ar 6,7 un 6,8 molu % no kopējā citozīna daudzuma. Dotās vērtības labi sakrīt ar 

literatūrā atrastiem teļa vairogdziedzera DNS metilēšanas līmeņiem, piemēram, 6,5 [128] un 

6,9 [132] molu %. 
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Iegūtie rezultāti parāda, ka kompleksu veidošanās starp 5-metilcitozīnu un cviterjonu 

tipa savienojumiem ir pielietojama reālu DNS paraugu kvantitatīvajā analīzē. Metodes 

selektivitāti var mainīt, izvēloties lielāko daļu no darbā izmantotajiem cviterjoniem, kuri 

nobīda 5-metilcitozīna signālu lielāko m/z vērtību diapazonā. Cviterjonu tipa savienojumi ir 

viegli sintezējami, tāpēc jebkuram gadījumam var viegli piemeklēt efektīvu reaģentu. 

Pēdējā laikā mūsu laboratorijā veiktie pētījumi parādīja, ka dotie cviterjoni veido 

līdzīgus kompleksus arī ar citiem bioloģiski aktīviem mazmolekulāriem savienojumiem, kuri 

satur amidīna un guanidīna grupas, kā kreatinīns un metformīns. Tāpēc aprakstītā metode ir 

lietojama arī citu savienojumu noteikšanai, kuri atrodas sarežģītā bioloģiskā matricā. Darbs 

šajā virzienā tiek turpināts. 
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SECINĀJUMI 

 

1. Sadursmju inducētās disociācijas pētījumi parādīja, ka protonēto sulfonāta un 

karboksilāta rindas CJŠ molekulu fragmentācija ir vērsta uz imidazolija ciklu saturošo 

katjonu veidošanos. Šo jonu stabilitāte saistīta ar pozitīvā lādiņa delokalizāciju 

imidazolija gredzenā. 

2. Sulfonāta rindas CJŠ EIJ gaitā spēj veidot deprotonētas molekulas, kuru fragmentācijas 

virziens saistīts ar sulfonāta grupu saturošo anjonu un anjonradikāļu veidošanos. 

Savukārt karboksilāta rindas CJŠ līdzīgos apstākļos stabilas deprotonētas daļiņas 

neveido. 

3. CJŠ šķīdumā spēj veidot kompleksus ar dažādiem amīniem. Doto kompleksu rašanās 

spēja atkarīga no CJŠ funkcionālās grupas un amīna pKa vērtībām. Turklāt kompleksu 

stabilitāte ir stipri atkarīga no vairākiem apstākļiem: ūdens daudzuma kustīgajā fāzē, 

sārma metālu jonu satura un konusa sprieguma. 

4. Kvantu aprēķini parādīja, ka kompleksu veidošanās starp sulfonāta rindas CJŠ un 5-

metilcitozīnu notiek sulfonāta un amidīna fragmentu mijiedarbību rezultātā. Starp 

abiem fragmentiem pastāv ūdeņraža saites, kas veicina cikliskas struktūras rašanos. 

5. Asociācijas konstanšu vērtības 5-metilcitozīna kompleksiem ar N-alkilimidazolija CJŠ 

nelineāri mainās līdz ar alkilķēdes garumu gan acetonitrilā, gan metanolā. Dotie 

novērojumi saistīti ar atšķirīgiem solvatācijas mehānismiem šajos šķīdinātājos. 

6. Sadursmju inducētās disociācijas eksperimenti parādīja, ka kompleksu stabilitātes 

secība atkarībā no alkilķēdes garuma gan gāzes fāzē, gan acetonitrilā ir līdzīga. 

Savukārt metanola gadījumā šāda līdzība nepastāv. 

7. Kompleksu stabilitāti gāzes fāzē var izskaidrot ar divu faktoru kombināciju, kuri 

darbojas pretējā virzienā. No vienas puses, komplekss kļūst stabilāks, ja 5-metilcitozīna 

un atbilstošā CJŠ gāzes fāzes bāziskuma vērtības ir tuvas. No otras puses, iekšējās 

enerģijas pieaugums kompleksa sadursmju rezultātā, ir apgriezti proporcionāls 

kompleksa molmasai. Abu faktoru kombinācija nosaka butil – aizvietota CJŠ 

kompleksa ar 5-metilcitozīnu zemāku stabilitāti nekā pārējo homologu gadījumā. 

Nosaukto faktoru pārzināšana, rada priekšnoteikumus tādu cviterjonu tipa jonu 

šķidrumu iegūšanai, kas varētu veidot vēl stabilākus kompleksus ar 5-metilcitozīnu. 

8. Darbā izstrādāto metodi var izmantot 5-metilcitozīna noteikšanai DNS paraugos. 

Kustīgai fāzei pievienotais CJŠ spēj izmainīt 5-metilcitozīna noteikšanas selektivitāti, 
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nobīdot signālu lielāku m/z vērtību virzienā. Uzlabotā selektivitāte dod iespēju veikt 

plūsmas injekciju analīzi (flow injection analysis) ar sekojošu EIJ – MS detektēšanu. 

Sasniegtā jutība ir augstāka vai vienāda ar AEŠH/MS un AEŠH/MS2 metožu jutību, 

kas zināma no literatūras. Izstrādātās pieejas priekšrocība ir liels analīžu ātrums (≥ 50 

analīzes stundā) un iespēja to izmantot citu amidīna un guanidīna grupu saturošu 

savienojumu noteikšanai. 
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