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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na studium koordinacnich sloucenin boru, konktrétné
komplexu boru s pyrogallolovym a 2,3-dihydroxynaftalenovym ligandem, které mohou
slouzit jako potencialni farmaka pro lécbu rakovinnych onemocnéni.

V uvodni ¢asti prace jsou diskutovany vlastnosti borovych sloucenin, jejich ptiprava,
moznosti separace pomoci kapilarni elektroforézy a zplisoby strukturni charakterizace.

V prvni ¢asti prace jsou diskutovany zplisoby piipravy komplext a pro kazdy komplex
byla zvolena optimdlni reakce z hlediska vytéznosti. Vysledné produkty byly studovany
pomoci hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim.

Ve druhé casti prace jsou dikladnéji popsany jednotlivé struktury komplexti véetné
jejich modelovani v programu Gaussian. Komplexy byly charakterizovany pomoci
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlienim. Dale byly komplexy studovany pomoci !'B,
'H a '"H COSY NMR a IR spektroskopie.

Tteti Cast prace je zaméfena na separaci téchto sloucenin ze smési po reakci.
Pro separaci byly vyuzity techniky CE-UV a CE-MS. Separacni metoda byla vyvijena
v mravenc¢nanovych pufrech, které jsou kompatibilni s obéma pftistroji. Pomoci CE-UV byla
také sledovana rovnovéha mezi komplexy a ligandy v roztocich.

Zvlastni kapitolou je studium oxidace pyrogallolu pomoci UV-VIS spektrometrie
a CE-UV. Pomoci téchto technik byla popsana kinetika rozpadu pyrogallolu v bazickych

mraven¢nanovych pufrech.

Klicova slova:

bor, mraven¢nanovy pufr, koordinacni slou€eniny, hmotnostni spektrometrie, nuklearni
magnetickd rezonance, infracervend spektroskopie, kapilarni elektroforéza, oxidace

pyrogallolu



Abstract

This thesis is focused on the study of boron coordination compounds, specifically
boron pyrogallol and 2,3-dihydroxynaphthalene ligand complexes.

In the introductory part of the work are discussed the properties of boron
compounds, their preparation, the possibility of separation by capillary electrophoresis and
methods of structural characterization.

In the first part of the thesis, the methods of preparation of complexes are discussed
and for each complex the optimal yield response is chosen. The resulting products were
studied by low resolution mass spectrometry.

In the second part of the thesis, structures of complexes, including their modeling in
the Gaussian program, were described more precisely. Furthermore, the complexes were
characterized by high resolution mass spectrometry. The complexes were also studied by ''B,
'H and 'H COSY NMR and IR spectroscopy.

The third part was devoted to the separation of these substances from the mixture
after the reaction. CE-UV and CE-MS techniques were used for this purpose. To convert the
results, the separation method was developed in ammonium formate buffers that are
compatible with both instruments. The equilibration between complexes and ligands was also
monitored by CE-UV.

A special chapter is the study of pyrogallol autooxidation by UV-VIS and CE-UV.
Using these techniques, the kinetics of pyrogallol disintegration in basic formate buffers have

been described.

Keywords:

boron, formate buffer, coordination compounds, mass spectrometry, nuclear magnetic

resonance, infrared spectroscopy, capillary electrophoresis, pyrogallol oxidation



Obsah:

1 TEORETICKY UVOD 12
1.1 SLOUCENINY BORU A JEJICH VYUZITI 12
1.1.1 VYZNAM A REAKTIVITA SLOUCENIN BORU 12
1.1.2  ARYLSPIROBORATY, INTERAKCE BORU S DIOLY 13
1.1.3 NEUTRONOVA ZACHYTOVA TERAPIE 14
1.1.4 BOROVA NEUTRONOVA ZACHYTOVA TERAPIE (BNCT) 15
1.1.5 CILENA NADOROVA TERAPIE 16
1.1.6 SLOUCENINY BORU PRO BNCT 17
1.1.7 VYUZITi ARYLSPIROBORATU PRI LECBE RAKOVINNYCH ONEMOCNENI 19
1.1.8 OXIDACE PYROGALLOLU 19
1.2 ZPUSOBY ANALYZY SLOUCENIN BORU 20
1.2.1 MOZNOSTI ANALYZY METALOLECIV POMOCI KAPILARNI ELEKTROFOREZY 20
1.2.2 SROVNANI KAPILARNI ELEKTROFOREZY S HPLC 22
1.2.3 VYVOJKAPILARNI ELEKTROFOREZY S HMOTNOSTNI DETEKCI 23
1.2.4 SPRAZENI KAPILARNI ELEKTROFOREZY S HMOTNOSTNI DETEKCI 23
1.2.5 TYPY ROZHRANI PRO SPRAZENI CE S MS TECHNIKOU 24
1.2.6  HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE BOROVYCH SLOUCENIN 25
1.2.7 NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE 26
1.2.8 INFRACERVENA SPEKTROMETRIE, VIBRACE B-O VAZBY 27

6



2 EXPERIMENTALNI CAST 28
2.1 CHEMIKALIE 28
2.2 METODY PRIPRAVY KOMPLEXU BORU 28
2.2.1 POSTUPY PRIPRAVY KOMPLEXU BORU S PYROGALOLEM [B(PG)] 28
2.2.2 POSTUPY PRIPRAVY KOMPLEXU BORU S 2,3-DIHYDROXYNAFTALENEM [B(DHN),] 31
2.3 INSTRUMENTACE A PODMINKY MERENi 33
2.4 PRIPRAVA ROZTOKU 36
2.5 DALSI EXPERIMENTALNi POSTUPY 39
2.6 VYPOCTY A VYHODNOCENI EXPERIMENTALNICH DAT 41
3 VYSLEDKY A DISKUZE 46
3.1 MODELOVANi STRUKTUR KOMPLEXU BORU A PREDIKCE JEJICH IR SPEKTER 46
3.1.1 MODELOVANI STRUKTUR KOMPLEXU [B(PG).]" A [B(DHN),] 46
3.1.2 PREDIKCE IR SPEKTER POMOC{ PROGRAMU GAUSSIAN 48
3.2 VYBER POSTUPU PRIPRAVY BOROVYCH KOMPLEXU 50
3.2.1 VYHODNOCENi{ JEDNOTLIVYCH POSTUPU: 50
3.3 STRUKTURNI CHARAKTERIZACE KOMPLEXU BORU 54
3.3.1 CHARAKTERIZACE SLOUCENIN BORU POMOCi HRMS 54
3.3.2 CHARAKTERIZACE SLOUCENIN BORU POMOCIi NMR 59
3.3.3 CHARAKTERIZACE SLOUCENIN BORU POMOC]I INFRACERVENE SPEKTROMETRIE 63
3.4 SEPARACE KOMPLEXU BORU ZE SMESI PRODUKTU REAKCE POMOCI CE 65
3.4.1 OVERENI VLASTNOSTI NOSNYCH ELEKTROLYTU O HODNOTACH PH vV ROZMEZ] 3,6 - 10,1 65

7



3.4.2 VZOROVA SEPARACE SLOUCENIN POMOCI CE-UV 75
3.4.3 STABILITY AROVNOVAHY KOMPLEXU A NEZREAGOVANYCH LIGANDU V ROZTOCICH 77
3.5 KAPILARNi ELEKTROFOREZA S HMOTNOSTNIi DETEKCi 80
3.6 STUDIUM OXIDACE PYROGALLOLU 81
3.6.1 SLEDOVANI OXIDACE PYROGALLOLU POMOCI UV-VIS ABSORPCNi SPEKTROMETRIE 82
3.6.2 SLEDOVANI OXIDACE PYROGALLOLU POMOCI CE-UV 84
4 ZAVER 86
5 LITERATURA 88




Seznam pouzitych zkratek:
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I-aminocyklobutankarboxylova kyselina
1-amino-3-borocyklopentankarboxylova kyselina
akceleratory na bazi neutronového zdroje
acetonitril

komplex boru s 2,3-dihydroxynaftalenem
borova neutronova zachytova terapie
4-dihydroxyborylfenylalanin
merkaptoundekahydrododekaborat sodny
komplex boru s pyrogallolem

kapilarni elektrochromatografie

kapilarni elektroforéza sptazena s iontovym
cyklotronem

kapilarni elektroforéza s hmotnostni detekci
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deoxyribonukleova kyselina

elektroosmoticky tok

ionizace elektrosprejem

infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
infraervena spektroskopie

hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za ucasti matrice

micelarni elektrokinetick4 kapilarni



MS
MS/MS
NACE
NCT
NMR
QQQ
q-TOF
THF
TOF

UV-VIS

elektrochromatografie

hmotnostni spektrometrie

2D hmotnostni spektrometrie

kapilarni elektroforéza v nevodném prostiedi
neutronova zachytova terapie

nuklearni magnetické rezonance

trojity kvadrupol

kvadrupdl-priletovy analyzator
tetrahydrofuran

priletovy analyzator
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elektromagnetického zareni
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Cile prace:

Tato diplomova prace si klade za cil rozsifit znalosti o komplexech boru zvanych
arylspiroboraty. Konkrétné se jednd o komplexni slouceniny boru s pyrogallolem

a s 2,3-dihydroxynaftalenem.

Dil¢i cile diplomové prace jsou nasledujici:

* Optimalizace zptsobu ptipravy a izolace komplexii v pevné fazi

*  Modelovani struktur pfipravenych komplexi a predikénich IR spekter pomoci
programu Gaussian

* Detailni charakterizace struktury komplexi pomoci hmotnostni spektrometrie
s vysoky rozliSenim, nuklearni magnetické rezonance a infraervené spektrometrie

* Charakterizace nosnych elektrolyti s kyselinou mravenc¢i a amoniakem pro pouziti
v CE-MS

* Vyvoj separacni metody pro separaci piipravenych komplexi v reakéni smési
a izolovanych z roztoku. K tomuto ucelu budou techniky CE-UV a CE-MS. Podminky
separace budou optimalizovany tak, aby byla zajiSténa jejich pfevoditelnost mezi
obéma pfistroji. Pomoci CE-UV budou podrobnéji studovany rovnovahy komplext
a ligandl v roztocich a sledovana kinetika probihajicich reakci.

* Studium oxidace pyrogallolu v bazickych roztocich s pomoci UV-VIS absorpéni
spektrometrie a CE-UV, jako vyznamné konkuren¢ni reakce pii pfipravé komplexu

boru s pyrogallolem
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Sloudeniny boru a jejich vyuziti

1.1.1 Vyznam a reaktivita slouc¢enin boru

Vyznamnost sloucenin boru zejména kyseliny borité a jejich derivatl v poslednich
letech stoupa. Napftiklad kyselina boritd je dillezitym intermedidtem, ktery je bézné uzivan
v Suzukiho reakcich, jako chrénici skupina diold, v Diels-Alderovych reakcich,
asymetrickych syntézach aminokyselin, selektivni redukci aldehydii a borové neutronové
zAchytové terapii'.

Vétsina kyselin a esteri boru je na vzduchu stabilni a ve vétSin€ reakénich podminek,
az na n¢kolik vyjimek, 1ze tyto slouceniny povazovat za pomérné stalé. Alifatické kyseliny
boru a jejich estery vykazuji tendenci oxidovat se vice nez aryl a alkenyl derivaty. Tyto
slouceniny jsou také nachylné k deboronaci pii styku s kyselinami, nukleofily a oxidanty
kviili prazdnému p-orbitalu boru?.

Analogicky s karboxylovymi kyselinami vznikne nahrazenim alkoxy nebo aryloxy
skupiny ester. Ztratou vodikové vazby a donorového potencidlu hydroxylovych skupin jsou
estery kyselin méné polarni a snadnéji se s nimi pracuje. Také mohou slouzit jako chranici
skupiny pro zmirnéni reaktivity bor-uhlikové vazby’. Acyklické estery boru jsou nichylné
k hydrolyze, kdeZto cyklické estery boru jsou vice stalé.

Na rozdil od karboxylovych kyselin se kyseliny boru nechovaji jako Brenstedovské
kyseliny ale jako slabé Lewisovské kyseliny. Tyto slouCeniny a jejich estery jsou slabsimi
Lewisovskymi kyselinami neZ borany kvili interakci volného elektronového part na atomech
kysliku s volnym p-orbitalem boru. Ve vod¢ se tyto slouceniny ionizuji na boratovy aniont a
hydroxoniovy iont. Hodnota pK. téchto sloucenin ve vodé zavisi nepiimo na jejich
Lewisovské kyselosti. Obvykle se pKa pro kyseliny boru pohybuje mezi 4,0 az 10,5. Estery

téchto kyselin mivaji pKa vy$si neZ jejich kyseliny asi o 2-4 jednotky?.
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1.1.2 Arylspiroboraty, interakce boru s dioly

Arylspiroboraty jsou pozoruhodnou skupinou slouc¢enin boru obsahujici dva ligandy
odvozené od katecholu vazané na centrdlni atom boru. Jsou obvykle netoxické, tepelné,
chemicky a elektrochemicky stabilni. Nejjednodussim arylspiroboratem je komplex se dvéma

katecholovymi ligandy, ktery znazorfiuje obrazek 14

. ]
M* e

Obrdazek 1: Komplexni sloucenina boru se dvéma katecholovymi ligandy’

Samotny bor je silnou Lewisovskou kyselinou nebot” spadd mezi systémy s otevienou
elektronovou slupkou!. Kyselina boritd je pak zndma svou velkou afinitou k slou¢enindm
obsahujicim diol pfes reverzibilni tvorbu esteru, jehoz stabilita je zavisla na pH a
rozpoustédle’. Interakce mezi kyselinou fenylboritou a diolem ve vodnych roztocich je

zobrazena na obrazku 2.

EH HO  OH P‘j>
“OH B
H-0O
pK; (acid) pKj (ester)
A :
© HO OH / />
A oH — 80
\
OH H,0 OH

Obrazek 2: Mnohondsobné rovnovahy v roztocich kyseliny fenylborité a diolu®

Reverzibilni a kovalentni povaha interakci mezi kyselinami boru a dioly byla ve

vodném prostiedi intenzivné studovana. Prvni studie interakce mezi kyselinami boru a
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polyalkoholy byla provedena vroce 1959 Lorandem a Edwardsem. Tato studie zjistila,
ze v roztocich o vysokém pH je upiednostiiovana tvorba esteru. Toto chovani ve srovnani
s neutrdlnimi podminkami je pfipisovano uvolnéni napéti thlu pfi tvorbé hydroxyesteru a
tedy rehybridizaci boru zsp? na sp’ konfiguraci’. Tvorba esteru neni upiednosthovana
v oblasti fyziologického pH a v silné kyselém prostiedi k ni viibec nedochazi®. Rovnovahy
v roztocich kyseliny fenylborité a diolu pfi rizném pH znézorniuje obrazek 3. Reakce byvaji
velmi citlivé na strukturu a stereochemii konkrétniho diolu. Napftiklad 1,2-dioly se vazi na bor
Iépe nez 1,3-dioly, tetrahydrofurany Iépe nez tetrahydropyrany a cis dioly reaguji 1épe nez
trans nebo jednoduché acyklické dioly. V nepolarnich rozpoustédlech se estery boru chovaji

jako neutralni, zatimco ve vodé& tvoii zporné nabité ionty”.

OH HO. _R pH 7.5 /O R
Ph—B + I ~ Ph—B_ I + 2H,0

OH HO” R 0~ "R

OH HO.__R pH>10 HO. /O R
Ph*B\*OH + I ~ / \@I + 2H,0

OH HO” "R P 0”7 "R

Obrdzek 3: Posuny rovnovah pii interakci boru s dioly v neutralnim a bazickém prostiedi®

1.1.3 Neutronova zachytova terapie

Neutronova zachytova terapie (NCT) je termin wuzivany pro Ilécbu zéafenim
generovanym diky zachytové reakci termalnich neutronli riznymi jadry. Tato energie je
pouzita pro selektivni destrukci tkané, zejména k ni¢eni malignich nadort. Cilem terapie je
vymyceni nadorovych bunék, jejichZ ptesna lokace v organizmu nemusi byt zcela znama a
mohou zplisobovat recidivu nadoru. Bézné radiaéni procedury takovou selektivitu
neposkytuji. Jsou zaloZeny na ptedpokladu, ze maligni bunky jsou citlivéjsi na radia¢ni zafeni
nez buiiky zdravé. Tento predpoklad vSak neni vzdy splnén a mnoho nadorovych bunék je
rezistentnich jak vic¢i chemoterapii, tak i radioterapii.

NCT je zalozena na schopnosti nuklidi urcitych prvka absorbovat tepelné nebo
pomalé neutrony'®. Jako zdroje neutron@i se pouzivaji nukledrni reaktory a zdroje zalozené

na akceleratoru ABNS (accelerator-based neutron sources) nebo naptiklad cyklotrony. Zdroj
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musi byt schopen regulovat pritok neutrond a jejich energii!!. Emitované zafeni obsahuje
Castice s vysokym linearnim pfenosem energie. Tyto ¢astice maji kratky dolet a jejich energie
je rozlozena podél kratké drahy. Diky velikosti a energii téchto Castic plisobi radiacni zareni
pouze uvnitt builky. Zdrava tkan tak muaze pii spravném zacileni 1éCiva zistat nepoSkozena.
Jednou z nejvétsich vyzev NCT je chemicky design 1éCiva. Je tieba syntetizovat latky, které
svou strukturou dokéazi 1é¢ivo zacilit vyhradné na poskozenou tkan. Vyzkum je pfevazné
zaméfen na slou¢eniny boru jehoz neradioaktivni izotop '°B m4 uniké4tni schopnost tvofit
stabilni slouceniny s chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi analogickymi jejich uhlikovym

proté&jskam!°.

1.1.4 Borova neutronova zachytova terapie (BNCT)

Velkou vyhodou boru oproti ostatnim nuklidiim je jeho malé velikost, a tedy moznost
synteticky napodobovat uhlikaté analogy nahrazovanim atomu uhliku atomem boru
v uhlikatém skeletu. Borova neutronova zichytova terapie je zaloZena na schopnosti ''B
rozpadat se na na 'Li a emitovat alfa ¢astice v diisledku ozafeni neutrony. Alfa &astice
destruuji tkan pouze na velmi kratkou vzdalenost, coZ je pro radioterapii vyhodné, nebot’
poskozuji téméf vyhradn€ nadorovou buiikku - jsou to idealni Castice pro lokalizovanou
radiaéni terapii. Usp&$na aplikace BNCT vyZaduje vyvoj sloudenin boru, které transportuji
vyznamn&j$§i mnozstvi B piimo do cilovych bunék!. Mechanismus BNCT je znazornén

na obrazku 4.
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Tumor cell

Thermal neutron
@

W +n— "Li+ o+ 231 MeV
L W7Li + vt 0.48 M

Obrdzek 4: Mechanismus borové neutronové zachytové terapie’

1.1.5 Cilena nadorova terapie

Koncept cilené terapie vychazi z myslenek Paula Ehrlicha, ktery predikoval existenci
specifickych receptori, na které jsou schopné se vazat pouze latky urcité struktury.
Ptedpokléddal, Ze tyto receptory jsou bud’ spojené s buitkami nebo distribuované v krevnim
ob¢hu. Podle této teorie existuje mnoho druhli receptort s riznou strukturou a vazebnymi
skupinami na které se mize konkrétni latka (1é¢ivo) véazat. Cilem syntetické chemie by tedy
méla byt modifikace prvotniho 1é¢iva, aby bylo schopné se vazat pouze na urcité receptory,

coz by ve svém disledku zpiisobilo distribuci 1éku pouze ve specifické tkani'®!,

Vétsina vyvijenych metaloléciv vykazuje nezadouci vedlejsi uinky a tato 1éCiva jsou
ucinna pouze proti n€kolika typlim rakoviny. Z tohoto diivodu jsou neustdle vyvijena nova
metaloléCiva se snahou zvysit spektrum ucinnosti 1éku a snizit jeho toxicitu. Vyvoj
protirakovinnych 1é¢iv zaloZenych na kovech je v soucasné dobé velmi aktivni oblasti.
Jednim z cild je objasnéni mechanismll imunitniho u¢inku komplexnich kovovych forem
a snaha o optimalizaci imunoregulacni biologické aktivity prostfednictvim vhodné syntetické
modifikace kovu, pfipadné¢ zapouzdieni do nanonosi¢ii nebo makrocyklickych nosict.

Neékteré druhy nanonosictli pro transport 1€€iv v organismu jsou zndzornény na obrazku 5.
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Obrazek 5: Nanonosice pro transport 1é¢iv v organismu'’

Tyto upravy mohou zvySovat specifickou selektivitu, stabilitu pfipadné bioaktivitu
1écival®. Design 1é¢iva se odviji od koordinaéni sféry kovu. Kovovy iont poskytuje mnoho
moznosti, jak jemné ladit koordinaéni sféru kovu. Kromé linedrni a planarni geometrie se
nabizi 1 moZnost uspofaddni do tvaru tetraedru, pyramidy, trigondlni bipyramidy a oktaedru.
S rostoucim poctem substituenti kolem kovového stfedu se zvySuje i pocet moznych
stereoisomerti. Kromé koordina¢ni sféry kovového iontu 1ze modifikovat i samotné ligandy.

Zpiisob modifikace se pak odviji od konkrétniho cile v organismu.

Prestoze se ligandova vymeéna probihajici v organismu cCasto povazuje za
mechanismus ucinku 1éku, kone¢nou ucinnou latkou je pouze kovovy iont. Pokud je
koordina¢ni sféra kovu designovana s ohledem na prostfedi v organismu, kovovy iont je
schopen Ucastnit se biologickych redoxnich reakci a prechdzet mezi jednotlivymi oxida¢nimi
stavy. Pro néktera potencialni 1é¢iva mize prechod mezi oxida¢nimi stavy znamenat pteménu
na ucinnou specii kovu, ktera se dokaze specificky vazat na cilovou biomolekulu (napft.

DNA)'7.
1.1.6 Slouceniny boru pro BNCT

Nejdulezitéjsi pozadavky pro BNCT lé¢iva jsou nizka vnitini toxicita (vici zdravé
tkani), vysokd absorpce nadoru a nizka absorpce tkané nejlépe s pomeérem koncentrace boru
nador:normalni tkdn a nador:krev vysS$im nez 3:1. DalS§im pozadavkem muze byt schopnost

téla relativné rychle odstranit latku z krve a zdravé tkané. Latka vSak ale musi byt schopna
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pietrvat v nadorové tkani alespon nékolik dal$ich hodin b&hem ozafovani neutrony'8. Existuji
celkem tii generace slou¢enin boru, které¢ vyuzivda BNCT.

Prvni generace odvozend od kyseliny borit¢ a jejich derivati. Poprvé byly tyto
slouc¢eniny vyvijeny a testovany v 50. a 60. letech minulého stoleti, jakozto elementarni
slouc¢eniny vSak nevykazovaly spravnou distribuci v tkanich.

Slouc¢eniny druhé generace BPA  (4-dihydroxyborylfenylalanin) a BSH
(merkaptoundekahydrododekaborat sodny) vykazovaly nizsi toxicitu a byly schopné ptetrvat
v nadorech testovanych zvitat delsi dobu ve srovnani s prvni generaci 1é¢iv'!. BPA a BSH
bylo klinicky testovano roku 1988 prevazné k 1écb¢ pacientii s koznimi malignimi melanomy
a BPA-fruktéza byla uzita k 1é¢bé glioblastomy (maligni nddorové onemocnéni mozku),
pricemz pomér koncentraci v nddoru a v mozku byl vyssi nez 1. Od té¢ doby je BPA-fruktdza
nejb&znéji uzivanym klinickym lé¢ivem pro kranialni nadory'. Slou¢eniny jsou zndzornény

na obrazku 6.

COOH

NH
HO—_ 2

OH

Obrdzek 6: Slouceniny druhé generace pro BNFT — BPA (vlevo) a BSH (vpravo)*’

Snaha zlepSit selektivitu 1é¢iv se u tfeti generace 1éCiv rozvinula predevSim
v zapouzdfovani boru do nddorové cilenych nosi¢li jako jsou aminokyseliny, polyaminy,
peptidy, proteiny, nukleosidy, cukry, porfyriny, lipozomy a nanocastice. Mezi
nizkomolekularni latky pouzivané jako borové nosiCe patii ptirodni aminokyseliny 1 borové
derivaty dalSich aminokyselin jako je kyselina aspartovd, tyrosin, cystein, methionin a serin.
Nékteré zcela nové syntetizované aminokyseliny byly studovany také kvuli jejich vyssi
metabolické stabilit¢ ve srovndni s pfirodnimi aminokyselinami. Ptikladem takovychto
aminokyselin mizou byt napiiklad borové derivaty kyseliny 1-aminocyklobutankarboxylové

(ABCHC) a 1-amino-3-borocyklopentankarboxylové (ABCPC). Vyssi nadorovou koncentraci
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a pomér koncentrace slouceniny boru nador:mozek bylo dosazeno s ABCPC, ale pomér

koncentraci nador:krev byly srovnatelné s BPA!®,
1.1.7 Vyuziti arylspiroborati pri 1é¢bé rakovinnych onemocnéni

Arylspiroboraty byly testovany ve tiech rtiznych modelech zhoubného karcinomu
ledvin. Toxicita téchto sloucenin vii¢i nddorovym buinikam byla sledovana v ledvinné tkani.
Bunééna tkan projevila citlivost na kontrolni slou¢eninu NBus[Bcat2]. Gallolové derivaty
amonnych soli protinddorovou aktivitu neprokazaly. Dtlezité je vSak pozorovani,
ze v normalnich bunkach ledvin nebyla zachycena Zadnd vyznamna Uroven cytotoxicity.
NBuy[Bcatz] selektivné cilil pouze na rakovinné bunky, zatimco zdravé zlstaly neporusSené.
Tento objev je pozoruhodny, jelikoz dosavadni protinddorova 1é¢iva jako je cisplatina
vykazuji nedostatek specifity a interaguji i se zdravymi bunkami nebezpeCnymi zplisoby

se znaénym mnozstvim vedlejsich u¢ink?!.
1.1.8 Oxidace pyrogallolu

Pyrogallol neboli benzen-1,2,3-triol je za laboratornich podminek bily krystalicky
prasek a silné redukéni Cinidlo. Poprvé byl pfipraven v roce 1786 zahfivanim kyseliny
gallové. DalS§im zplGsobem piipravy této slouceniny mize byt =zahfivani para-
chlorfenoldisulfonové kyseliny s hydroxidem draselnym??.  Struktura pyrogallolu je

znazornéna na obrazku 7.

OH

OH

OH

Obrdzek 7: Struktura pyrogallolu®

Rozklad pyrogallolu v bazickém prostfedi v disledku oxidace pyrogallolu vzduSnym
kyslikem za soucasné tvorby vice barevnych produktd jiz byl popsan ve vice Clancich.

Mechanismus reakce je vSak pomérné komplikovany, a ne vzdy se c¢lanky shoduji
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na jednotlivych reakénich krocich. V literatuie? je popisovana oxidace pyrogallolu zejména
pomoci spektrometrickych metod. Dle této studie zahrnuje mechanismus reakce
pravdépodobné nékolik oxida¢nich krokd, z nichz ne vSechny koncentrace meziproduktti jsou

detekovatelné?>.

Dle literatury?* vznikaji jako okamzité produkty autooxidace pyrogallolu
pyrogallol-ortho-chinon a H»0,. Jako jeden =z produkti reakce se mulze vyskytovat
purpurogallin - bicyklicky produkt pyrogallolu a jeho ortho-chinon. Tyto latky vSak nejsou
jedinymi ani termindlnimi produkty reakce a netvofi se béhem pomalych oxidaci
v homogennich systémech. Pyrogallol tedy mlze reagovat v bazickych roztocich za tvorby
purpurogallinu s absorpénim maximem 325 nm, nasledné se tvoii modré specie, které jsou
povazovany za dianinon chinonu purpurogallinu (absorpéni maximum kolem 600 nm)
aprechdzeji na slouceniny s absorpénim maximem 440 nm - koneény produkt

pyrogallolového rozkladu?*. Pfedpokladany mechanismus oxidace pyrogallolu je znizornén

OH Q oH Q aH 8] o] aOH
O
H"J@ ﬁﬁ ”"’ °
HO HO HO HO

pyrogallol pyrogallol-quinone purpurogallin purpurogallin-quinone

na obrazku 8.

0Oy pyrogallol+0; 0O
pyrogallol 41—5 p}-mgallnl-()—l—b purpumgalliHAl—D purpurogallin-Q——» A440 species

Ha00s COAH.0 H0)s

Obrdzek 8: Predpokladany mechanismus autooxidace pyrogallolu®*

1.2 Zpusoby analyzy sloucenin boru

1.2.1 MozZnosti analyzy metalolé¢iv pomoci kapilarni elektroforézy

Je obecné znamo, Ze proces vytvafeni nového 1éku, zahrnujici i chemoterapeutika a
metalolé¢iva je naro¢ny a malo ucinny. Jeho produkce farmaceutickymi spolecnostmi je

zélezitost enormné draha a samotny vyvoj nového léCiva (od vyzkumného pocatku az
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po vypusténi 1é¢iva na trh) miZe trvat desetileti>. Nové 1é¢ivo musi projit nékolika fizemi
od vyvoje a navrhnuti designu pies klinické testy az po schvaleni ptisluSnymi institucemi a
uvedeni na trh?. Kviili mnozstvi a komplikovanosti dostupnych dat je nutné, aby schopnost
zpracovat signal a samotna analyza drzely krok s vyvojem léciv.

Z téchto poznatki vyplyva, Ze je nezbytné nutné rozSifovat spektrum analytickych
technik. Slozitost vzorkl, kterd u chemoterapeutik (metalolé¢iv, radioterapeutik) muiize
zahrnovat obsah anorganickych, organickych a biologickych latek, podléhajicich riznym
metabolickym procesim a ligandovym vyménam, klade na analytické metody zvlastni
pozadavky.

Zakladnim schopnosti analytické metody je schopnost oddélit a zméfit jednotlivé
specie kovu a separovat je od ostatnich komponent, pfi¢emz by metoda méla byt co nejméné
citlivd na biologickou matrici®®. Kapilarni elektroforéza vykazuje velmi dobré vlastnosti pro
studium reaktivity a stability potencidlnich 1é¢iv obsahujicich specie kovil v biologickych
systémech?’. Anorganické specie lze analyzovat s detekénimi limity v fadech pikogramii
v relativné jednoduchych nosnych elektrolytech?®,

Mezi mnohé aplikace kapilarni elektroforézy spadd i charakterizace a hodnoceni
stability komplexnich sloucenin kovi s bioaktivnimi ligandy, dale popis kinetiky a rovnovahy
téchto sloucenin v metabolickych procesech a jejich charakterizace pfimo v matrici (v télnich
tekutinach). Vhodnéa kombinace této separacni metody s prvkové a molekulové specifickymi
hmotnostnimi spektrometry zvySila vyznamnost kapilarni elektroforézy jako nastroje
v biochemické specia¢ni analyze®. Zatimco pocatecni aplikace kapilarnich elektroforetickych
metod pro analyzu léCiv byla zaméfena pfevazné na protirakovinné slouCeniny platiny,
v poslednich letech se pole ptsobnosti techniky CE pomérné rozsifilo a bylo provedeno
mnozstvi novych studii pro slou€eniny Ru, Sb, Gd etc. s potencialnimi terapeutickymi ucinky.
Vyzkum byl zamé&fen na vazebnou kinetiku, speciaci a optimalizaci designu 1é€iva se snahou
1épe pochopit vlastnosti ptipravovanych slou¢enin kovi®®.

Velmi dobie lze kapilarni elektroforézy vyuzit pii sledovani stability metaloléCiv.
Jakmile je sloucenina aplikovdna do organizmu, za¢ne podléhat metabolickym pfeménam a
muize dochazet k ligandové vyméné, piipadné k hydrolyze. Produkt pfemény muze byt
separovan CE od primarni specie diky odlisSnému poméru velikosti naboje ku velikosti
molekuly. Krom¢ toho mlZe byt monitorovina 1 samotnd kinetika pfemény
slouceniny, a to pomoci integrace ploch pikii ptivodni slou¢eniny a produktu (hydrolytické)

pfemény v zdvislosti na case®.
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Monitorovani kinetiky hydrolyzy jiz bylo provedeno napiiklad u sloucenin
platiny(I)**3!, ruthenia(Il[)*>* a titanu (IV)**. Méfeni bylo provedeno za pouziti
fyziologickych podminek. V pfipadé¢ platiny se jednalo o separaci tzv. cisplatiny
cis-[PtCI2(NH3)2] od produkti hydrolytické reakce této slouceniny [PtCI(NH3)(H20)]"
a [Pt(NH3)2(H20)2]*" pomoci kapilarni zonové elektroforézy a micelarniho elektrolytu. Hlavni
produkt [Pt(NH3)2(H20)2]*" byl pomoci CE kvantifikovan v krevnim séru. Jednou z dal3ich
moznych metabolickych cest metaloléciv mize byti jejich redoxni pfeména v disledku
pritomnosti nékterych redukcnich ¢inidel v télnich tekutinach (napf. kyselina askorbova nebo
glutathion). Pomoci CE byla dokazana konverze ruthenia(Ill) na ruthenium(II) specie vlivem

plsobeni kyseliny askorobové?.
1.2.2 Srovnani kapilarni elektroforézy s HPLC

V medicinskych aplikacich poskytuje CE nékolik vyhod oproti bézné rozsifenému
systtmu HPLC. CE systémy lze pomém¢ snadno ovladat, neni nutné pracovat s velkymi
mnozstvimi organickych rozpoustédel. CE vykazuje i lepsi kompatibilitu pfi méfeni
za fyziologickych podminek. Vykazuje vynikajici rozliSovaci schopnosti pii separaci smési
obsahujicich riizn€ nabité formy metalokomplext. Velkd vyhoda spociva i1 v krat$i dobé¢
analyzy: pravdépodobnost, Ze béhem priichodu CE syst¢émem dojde k nechténym reakcim
slozek vzorku, je nizsi®®. Je aplikovatelnd v mnoha riznych separa¢nich médech, které jsou
urceny typem uzitého pufru. CZE zistava nejbe€znéji uzivanou technikou, Casto se uzivaji
imicelarni elektrokinetickd chromatografie, kapilarni gelova elektroforéza, kapilarni
isoelektricka fokusace a dalsi. Nevyhodou tradi¢niho uspotadani CE-UV je obvykle nizké
rozliSeni pro strukturné ptibuzné slozky vzorku. V ptipadé analyzy komplext to mize byt
problém pro specie vznikajici ligandovou vyménou a oxidaci, kterd bézné poskytuje velky
pocet strukturné blizkych produktd®>. Ve spojeni s MS detektorem miiZeme ziskat pfimou
informaci o molekularni struktufe a (v pfipadé vysokého rozliSeni) kvantitativni informaci
s ohledem na prvkové slozeni. Vzhledem k tomu, Ze nejb&znéji uzivané kovy v lécCivech
nejsou v organismu pritomny piirozené, mizeme provadét pomeérné citlivou analyzu
biologickych vzorka*®.

CE-MS stale trpi nedostatkem robustnosti, kterd tuto metodu limituje pii validaci
vyvinutych metod pro rutinni pouZiti. NejbéZznéjsi komercni realizace propojeni kapilarni

elektroforézy s hmotnostnim detektorem vyuZivd rozhrani s pfipojenim stinici kapaliny,
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platinovou zemnici elektrodu a soustavu koncentrickych kapilar zajist'ujici rozpraseni kapalné

faze pied vstupem do hmotnostniho spektrometru®®3’.

1.2.3 Vyvoj kapilarni elektroforézy s hmotnostni detekci

O prvni sprazeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim detektorem se pokusila
vyzkumna skupina R.D. Smithe, pfi¢emz prvni ¢lanek o uspésné aplikaci této metody

publikovali v roce 1987383,

V prvnim CE-MS experimentu slouzila jako mobilni faze
smé&s voda-methanol. Testovaci vzorek obsahoval pét organickych kvarternich amonnych
soli, které v hmotnostnim spektru poskytly velmi zietelné nedeformované signaly.
V experimentu byla vyuzita kfemennda kapildra, ionizace elektrosprejem a kvadrupdlovy

hmotnostni spektrometr®:4!,

1.2.4 SpraZeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni detekci

Kapilarni elektroforéza sprazend s hmotnostni spektrometrii kombinuje separaci
v disledku rozdili v hodnotach elektroforetickych mobilit jednotlivych analyt
s poskytnutim strukturnich informaci z hmotnostniho spektrometru. V jedné analyze je
mozné slouceniny s vysokou uc¢innosti separovat a zaroven ziskat informaci o jejich
struktufe, molekulové hmotnosti, elementarnim slozeni a pfipadné¢ 1 fragmentacnim
mechanismu**%,

V praxi je CE-MS slozeno z vlastni kapilarni elektroforézy, rozhrani spojujiciho
ob¢ techniky a hmotnostniho detektoru. Rozhrani pro kapilarni elektroforézu s hmotnostni
detekci je konkurenéné odvozeno z techniky LC-MS, s pfihlédnutim k odliSnostem obou
separacnich technik. BéZn¢ se pritoky v CE pohybuji v rozsahu 0 az 100 nl/min zatimco
v LC se jedna o 100 — 500 pl/min, coz miize zptisobovat obtize (napft. nestabilitu iontového
zdroje). Pro CE systém je tedy dulezité udrzet rychlost prutok kapaliny pfi pienosu
analytu z vystupu kapilary do vstupu sprejovaci kapilary. Pro feSeni problémi
s pratokovou nekompatibilitou se c¢asto pouZziva stinici kapalina, kterd navic slouZzi
1 pro zajiSténi vodivého spojeni konce separacni kapildry se zemnici elektroforetickou
elektrodou®®*,

Kapilarni elektroforézu Ize spojit s prakticky libovolnym typem hmotnostniho
spektrometru. Lze méfit jak v nizkém rozliSeni (iontova past, kvadrupél)®, tak ve vysokém

rozliSeni (iontova cyklotronovd rezonance s Fourrierovou transformaci, priletovy

hmotnostni spektrometr)*®*’. Za nejlepsi volbu z hlediska rozliseni a piesnosti se povazuje
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pravé CE-FT-ICR-MS, jeho nevyhodou jsou vSak vysoké pofizovaci naklady a nizsi

Cetnost sbéru dat*®+,
1.2.5 Typy rozhrani pro spiazeni CE s MS technikou

Byly popsany tifi zakladni typy rozhrani (viz obrdazek 9) pro spojeni CE
s hmotnostnim spektrometrem. Jednd se o rozhrani s ptfidavnou kapalinou, rozhrani

s kapalinovym spojem a rozhrani bez piidavné kapaliny™°.
¢ Rozhrani s pfidavnou kapalinou

V praxi je nejbéznéjsi spojeni pies rozhrani s ptfidavnou kapalinou. Rozhrani je
znazornéno na obrazku 9(a). V tomto usporadani je separacni kapilara umisténa koaxialné
do kapilary vétsich rozméra, kterd uzavira vodivy okruh. Vodiva stinici kapalina, na kterou
je vlozeno napéti elektrospreje, proudi touto vnéjsi trubici a misi se se zdkladnim
elektrolytem vytékajici na vystupu z CE kapilary. Obvykle se uziva i plynu, ktery protéka
treti kapilarou a usnadiiuje tvorbu spreje v elektrosprejovém zdroji’!. Vyznam stinici
kapaliny spoc¢iva jednak v uzavieni vodivého obvodu a dale ve zvySeni pratoku kapaliny a
vytvofeni stabilniho elektrospreje®’. Neddvno vyvinuté nizkopritokové —rozhrani
zpochybnilo doposud zastdvany nazor o vlivu zfedéni analytu stinici kapalinou
na dosazitelnou citlivost analyzy. Zd4a se, Ze na citlivost ma mnohem vétsi vliv ucinnost
ionizace pii prenosu analytu do MS pfistroje. PiestoZe Ui¢innost ionizace je odhadovana
v optimalnim ptipad¢ az na 20 %, pfi béZném provedeni obvykle nepiekroc¢i 1 %. Dal§im
dilezitym aspektem ovlivilujicim citlivost detekce je kvalita ESI emitoru dana upravou
konce separacni kapilary - predpokladem pro tvorbu stabilniho a symetrického kuzele

rozpraSené kapaliny je tizky, symetricky a hydrofobni vystup kapilary>*.
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Obrazek 9: Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim spektrometrem: (a) rozhrani s pridavnou kapalinou (b)
rozhrani s kapalinovym spojem (c) rozhrani bez pridavné kapaliny™?

1.2.6 Hmotnostni spektrometrie borovych slouc¢enin

Bor je lehky prvek a ma dva izotopy '°B a ''B s procentualnim zastoupenim v piirodé
19,9 % a 80, 1 %. V roztocich existuje ve dvou forméch — jako trigonalni kyselina borita
a tetraedralni boratovy anion B(OH)s. Trigondlni forma je upfednostiiovana v kyselych
roztocich a je vice obohacena ''B, zatimco anion B(OH)4™ je vice obohacen '°B. Tento jev je
zpusoben rozdily ve vibracnich frekvencich obou izotopli a molekularnim koordinacnim
stavem v roztocich borovych specii. Pfi béZném méteni hmotnostnich spekter je vSak tento
rozdil zcela zanedbatelny a nezjistitelny>>.

NejdilezitéjSim parametrem pii vybéru vhodné kombinace hmotnostnich spektrometri
pii tandemové hmotnostni spektrometrii byva obvykle rozliSovaci schopnost spektrometru a
pfesnost meéfeni v kazdém stupni hmotnostni analyzy. Spektrometr q-TOF kombinuje

skenovaci schopnosti kvadrupolu s rozliSovacimi moznostmi TOF analyzatoru. UmozZiuje
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i spektroskopicka méfeni s dlouhym interakénim ¢asem’®®>’. Kritickym parametrem pro vybér
spektrometri maze byt i kineticka energie pouzita pro CID v zavislosti na tom, jaké spektralni
informace potiebujeme. Zasadni mize byt rychlost analyzy — mnoho MS/MS pfistrojit bylo
vyvinuto pro rychlou hmotnostni analyzu s vysokou skenovaci frekvenci kvili prediazeni

separaéniho kroku®®>°.

Jednou z nejvétsich vyhod g-TOF analyzatoru je moznost jednoduchého propojeni
s ionizacnimi technikami ESI a MALDI. Dal§imi vyhodami q-TOF piistroji je snadna
manipulace, vysoké rozliSeni, vysoka piesnost méfeni a asi stonasobné zvySeni citlivosti
v porovnani s trojitym kvadrupdlem QqgQ. Nicméné¢ QqQ pfistroje jsou vhodnéj$i pro
kvantitativni studie a také pro skenovani prekurzorového iontu, ve kterych Ize
rozeznat charakteristicky profil iontu ze specifické fragmentace®. Hybridni piistroj q-TOF je

znazornén na obrazku 10.
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Obrazek 10: Schématické zndzornéni tandemového hmotnostniho spektrometru q-TOF®

1.2.7 Nuklearni magneticka rezonance

Existuji dva stabilni izotopy boru '°B a ''B s ptirodnim zastoupenim 19,6 % a 81,4 %.
Oba izotopy maji magnetické momenty, tudiz vykazuji charakteristickou NMR absorpci.
1B izotop se pro NMR prokézal jako uZitecn&jsi znékolika diivodt. ''B signaly jsou
intenzivné&jsi diky jeho vétsimu zastoupeni v piirodé. ''Bor mé také vétsi jaderny magneticky
moment nez '°B - obecné lIze Fici, Z2¢ NMR pomér signal/Sum se zvysuje se zvysujicim se
jadernym momentem. DalSim divodem pro jeho pouziti je, Ze, Ze spin / v jednotkach h/m ma
pro izotop ''B hodnotu 3/2 zatimco pro izotop '°B m4 hodnotu 3. V disledku toho ma '°B

vétsi jaderny kvadrupolovy moment a jeho NMR spektra nejsou tak ostra jako spektra 'BS!.
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Spektra ''B méfend u arylspiroboratii by méla poskytovat ostry singlet v oblasti pfiblizné
14ti ppm. Tento posun odpovida ctyfvaznému boru. V protonovych a uhlikovych spektrech

nelze oéekavat vyraznéj$i zmény v chemickych posunech oproti volnym ligandtim?!2,

1.2.8 Infracervena spektrometrie, vibrace B-O vazby

Vibrace vazby B-O odpovida pro estery boru a smésné estery vlno¢tu pfiblizné

63,64

1340 cm™!. Tento pas mé4 vysokou intenzitu byva zfetelny Spektra halogenovanych

amonnych soli arylspiroboratii poskytla pasy v oblasti pfiblizné 1450, 1350 a 1280 cm™ .
Ve studovanych komplexech boru [B(PG)2]" a [B(DHN)2]" by v IR spektrech obou slou¢enin
mél byt znatelny rozdil. [B(PG):]" obsahuje na rozdil od [B(DHN):]" dvé hydroxylové
skupiny véazané na benzen, které by mély poskytovat Siroky signal v oblasti 3550-

3200 cm™' %,
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

Tetraboritan sodny dekahydrat 99%, hydroxid sodny 98 %, kyselina chlorovodikova
35% kyselina mravenci 85%, amoniak 25%, kyselina boritd 99,5%, tetrahydrofuran 99,5%,
methanol 99,5% (Lach:ner s.r.o., CR), tetrahydridoboritan sodny 96%, thiomocovina 99,0%
(Sigma Aldrich, Némecko), pyrogallol 99%, 2,3-dihydroxynaftalen 98% (Alfa Aesar,
Némecko), acetonitril 99,9% (Carl Roth, Némecko), 1,2-dichlorethan 99,9% (PENTA s.r.o.,
CR), deuterovany acetonitril 99,8% (Eurisotop, Francie), deionizovana voda (Milli-Qprus

systém - Millipore, USA, specificky elektricky odpor 18,2 MOhm-cm)

2.2 Metody pripravy komplexii boru

2.2.1 Postupy pripravy komplexu boru s pyrogalolem [B(PG):]

Pro ptipravu komplexu boru s pyrogalolem bylo vyuzito celkem ¢ty postupd.
Ptipravy komplexu z tetrahydridoboritanu sodného jsou pifevzaté a modifikované
z literatury®!, z kyseliny borité z literatury®®>. P¥iprava komplexu z tetraboritanu sodného
doposud popséana nebyla. Schémata piiprav znazoriiuje obrazek 11. Jednotlivé reakéni cesty

jsou pro prehlednost v dalsi diskuzi oznaeny pismenem A-D.
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Obrazek 11: Schématické znazornéni postupit pro pripravu komplexu [B(PG)2]", *reakci D vznikaji ctyri moly

komplexu [B(PG)2]
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e Reakeni cesta A

119, 88 mg (1,94 mmol) kyseliny borité¢ bylo rozpusténo ve 2,39 ml vody. Navazka
487,15 mg (3,86 mmol) pyrogallolu byla rozpusténa v 1,22 ml vody. Po smichani roztokt
sloucenin byl ke smési pfidan roztok hydroxidu sodného 83,12 mg (2,08 mmol) ve 2 ml vody.

Smés byla pfivedena k varu a pod refluxem zahiivana a michana po dobu dvou hodin.

e Reakéni cesta B

Postup 1B)

K navézce 630,13 mg (5,00 mmol) pyrogallolu bylo pfiddno 15 ml THF. Za stalého
michani byl ligand v THF rozpustén a k roztoku byl pfidan pevny tetrahydridoboritan sodny
94,93 mg (2,54 mmol). Smés byla michdna po dobu 24 h na magnetické michacce. Produkt

byl ze smési odfiltrovan, promyt 5ti ml THF, vysuSen a zvazen.
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Postup 2B)

Vzhledem k malému vytézku 1B byl postup modifikovan. K navazce 1,2048 g
(9,55 mmol) pyrogallolu bylo ptidano 15 ml THF. Za stalého michéani byl ligand rozpustén
a k roztoku byl pfidan pevny tetrahydridoboritan sodny 193,42 mg (5,11 mmol). Smés byla
michana po dobu 24 h na magnetické michacce. Z roztoku byl 20ti ml 1,2-dichlorethanu

vysrazen produkt, jenz byl odfiltrovan a zvazen.

e Reakéni cesta C

K navazce 631,92 mg (5,01 mmol) pyrogallolu bylo ptidano 15 ml vody. Za stalého
michani byl pyrogallol ve vod¢ rozpustén a k roztoku byl pfidan pevny tetrahydridoboritan
sodny 94,18 mg (2,49 mmol). Smés byla michdna na magnetické michacce pii laboratorni

teploté po dobu 24 h.

e Reakéni cesta D

Nejprve byly pfipraveny nasycené roztoky tetraboritanu sodného dekahydratu a
pyrogallolu. Bylo navaZzeno 147,58 mg (0,387 mmol) tetraboritanu sodného dekahydratu a
navazka byla rozpusténa v 3,86 ml vody. Dale bylo navazeno 389,57 mg (3,09 mmol)
pyrogallolu a rozpusténo v 0,65 ml vody. Oba roztoky byly smiseny a nasledné¢ michany

na magnetické michacce pti laboratorni teploté po dobu 24 hodin.
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2.2.2 Postupy pripravy komplexu

[B(DHN):|

boru s 2,3-dihydroxynaftalenem

Pro piipravu komplexu boru s 2,3-dihydroxynaftalenem bylo vyuzito celkem Cctyt

postupt. Pfiprava komplexu z tetrahydridoboritanu sodného je pfevzata a modifikovana

z literatury?!, postupy piipravy zkyseliny borité z literatury®>. Pfiprava komplexu

z tetraboritanu sodného doposud popsana nebyla. Jednotlivé reakéni cesty jsou pro

prehlednost oznacovany pismenem E-H. Schémata ptiprav znazoriiuje obrazek 12.

E)

F)

G)

H)*

NeBH, + 2

OH
e ’ ?
OH

D

Obrazek 12: Schématické znazornéni reakct pro pripravu komplexu [B(DHN):]",*reakci H vznikaji ctyri moly
komplexu [B(DHN):]

e Reak¢ni cesta E

Navazka 100,78 mg (0,63 mmol) 2,3-dihydroxynaftalenu byla rozpusténa v 7,5 ml

vody. K tomuto roztoku byly pfidany navazky hydroxidu sodného 13,04 mg (0,33 mmol) a

kyseliny borité 20,16 mg (0,33 mmol). Smés byla piivedena k varu (100 °C) a refluxovana po

dobu 2 hodin. Krystalicky produkt byl ze smési odfiltrovan, vysuSen a zvazen.
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e Reakéni cesta F

K navazce 104,12 mg (0,65 mmol) 2,3-dihydroxynaftalenu bylo ptidano 7,5 ml THF.
Za stalého michani byl 2,3-dihydroxynaftalen v THF rozpustén a k roztoku byl pfidan pevny
tetrahydridoboritan sodny 10,14 mg (0,27 mmol). Smés byla michana 24 hodin za laboratorni

teploty, ze smési byl odfiltrovan, vysuSen a zvazen pevny produkt.

e Reakéni cesta G

K navazce 107,11 mg (0,67 mmol) 2,3-dihydroxynaftalenu bylo ptidano 7,5 ml vody.
Za stalého michani byl 2,3-dihydroxynaftalen ve vodé rozpustén a k roztoku byl pfidan pevny
tetrahydridoboritan sodny 15,11 mg (0,40 mmol). Smés byla michana na magnetické

michacce 24 hodin. Ze smési byl odfiltrovan pevny produkt, ktery byl vysuSen a zvazen.

e Reak¢ni cesta H

Navazka 29,76 mg (0,08 mmol)) tetraboritanu sodného byla rozpusténa v 7,5 ml vody.
K roztoku byl ptfidan pevny 2,3-dihydroxynaftalen 100,63 mg (0,63 mmol) a smés byla za
laboratorni teploty michdna po dobu 24 hodin. Po této dobé byl z roztoku odfiltrovan, vysusen

a zvazen pevny produkt.
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2.3 Instrumentace a podminky méreni

e Hmotnostni spektrometrie

Pro ziskani hmotnostnich spekter nizkého rozliSeni byl pouzit pfistroj
AMAZON SL (BRUKER, Daltonic, Némecko). Pii méfeni v negativnim modu byly

pouzity nasledujici experimentalni podminky:

* rozsah skenovani: m/z 50 az m/z 1000
* tlak zmlZovace: 0,5 bar

* teplota susiciho plynu (N2): 200 °C

* pritok susiciho plynu (Nz): 4,0 I/min
* napéti na kapilaie: 4500 V

Pro ziskani hmotnostnich spekter vysokého rozliSeni byl pouzit ptistroj q-TOF
compact (Bruker, Daltonic, Némecko). Pfi méfeni v negativnim modu byly pouZity

nasledujici experimentalni podminky:

* rychlost davkovani vzorku: 3 pl/min

* rozsah skenovani: m/z 50 az m/z 1000
* tlak zmlZovace: 0,3 bar

* teplota susiciho plynu (N2): 220 °C

* pritok susiciho plynu (N2): 3,0 I/min
* napéti na kapilate: 2800 V

33



e Nukleiarni magneticka rezonance

Pro méfeni 'H a "B NMR spekter byl pouzit piistroj Bruker Ascend ™

(400 MHz) NMR spektrometr (Bruker Daltonik, Némecko). Métfeni vzorkli probihalo
ve sklenénych kyvetach s vnitinim primérem 5 mm za nasledujicich experimentéalnich

podminek:

» referencni vzorek: tetramethylsilan
« frekvence 'H spekter 400 MHz v CDCls, reference na signl 7,26 ppm
« frekvence ''B spekter 128 MHz, bez reference.

e Infracervena spektroskopie

Pro méfeni infradervenych spekter byl pouzit pfistroj Nicolet inl0
spektromikroskop ThermoScientific. Pfi méfeni pevnych vzorkd v reflexnim mdédu

s detektorem chlazenym kapalnym dusikem byly pouzity nésledujici podminky méfeni:

» referencni vzorek: zlatd vrstva
* pocet akumulaci spektra: 256
* spektralni rozliseni: 8 cm™!

» velikost métené oblasti: 150 x 150 um

e UV-VIS absorp¢ni spektrometrie

Pro méteni UV-VIS absorp¢nich spekter byl pouzit jednopaprskovy spektrometr
Thermo Evolution 60 (Thermo Fischer Scientific — USA) s kfemennymi kyvetami
o objemu 3 ml s definovanou optickou délkou 1 cm. Pfi méfeni vzorkll byly pouzity

nasledujici podminky méteni:
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» skenovaci rozsah: 200 — 800 nm
* skenovaci krok: 5 nm

* rychost skenu: vysoka (100 nm/min)

e Kapilarni elektroforéza s UV detekei

Pro méfeni CE-UV byl vyuzivan ptistroj Agilent Technologies 7100 (Némecko)
s DAD detektorem. Pfi meéfeni vzorki byly pouzity nasledujici experimentalni

podminky:

» kapiléra: ktemenna 50/375 pm (Polymicro Technologies, Phoenix, U.S.A.)
* délka do detektoru 39,5 cm, celkova délka 47,5 cm

* napéti: 25 kV

* teplota termostatu: 25 °C

* davkovani tlakové: 30 mbar, 5 s

» detekce: absorpcni fotometrickd, Amax [B(DHN)2]™ 236 nm, Amax [B(PG)2]” 210 nm

e Kapilarni elektroforéza s hmotnostni detekci

Pro méfeni CE-MS byl vyuzivan pfistroj pro kapilarni zénovou elektroforézu
Agilent Technologies 7100 (Némecko) v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem
Bruker qTOF compact (Némecko). Pro veskera méteni byly pouzity nasledujici

experimentalni podminky:

* separacni kapildra: kiemenna 50/375 um (Polymicro Technologies, Phoenix, U.S.A.)
» délka kapilary: 50 cm
* separacni napéti: 25 kV

* nosny elektrolyt: 10 mM kyselina mravenc¢i + NH4OH (pH 10,08)
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» stinici roztok (sheat fluid): 10 mM kyselna mravenci/methanol (50:50 v/v), prutok
5,0 ul/min

* davkovani vzorku: tlakové, 50 mbar, 10 s

» prutok susiciho plynu (N2): 10 I/min

* teplota susiciho plynu: 200 °C

* napéti na kapilare (ESI): 2800 V

e tlak zmlzovace: 2 bar

e Dalsi pouzita instrumentace

«  JENWAY 3540Y Conductivity Meter and pH meter (P-LAB, Ceska Republika)

«  stolni pH metr XS pH 50 (Verkon, Ceska Republika)

+ analytické vahy Sartorius 2004 MP (Sartorius, Némecko)

* mikrovahy Sartorius 7085011 (Sartorius, Némecko)

* elektromagneticka michacka s ohfevem IKA RCT basic IKAMAG (Verkon, Ceska
Republika)

* ultrazvukova lazen Elmasonic S (Elma Smidchbauer, Némecko)

* linearni davkovac (KD Scientific, USA)

2.4 Priprava roztoku

* Piiprava nosnych elektrolyti o hodnotach pH v rozmezi 3,6 — 10,1

Bylo pfipraveno 9 pufri obsahujicich 20 mM kyselinu mravenci a proménnou
koncentraci amoniaku, které byly nasledné pouZity jako nosné elektrolyty v CZE. Pii
praktické pfipravé nosnych elektrolytii bylo za stalé kontroly pH titrovano 100 ml
roztoku 20 mM kyseliny mraven¢i 10 pl ptidavky 25% vodného roztoku amoniaku. Po
dosazeni pozadovaného pH byl roztok pieveden do uzaviené sklenéné nédoby a
uchovavan v lednici pro dal§i pouziti. Efekt zmény koncentrace kyseliny mravenci

nafedénim pfi titraci byl zanedbéan. Parametry pufrl jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Hodnoty pH jednotlivych roztokii 20 mmol/l kyseliny mravenci a amoniaku

pH cNH3 [mmol/l]
2,83 0,00

3,63 9,06

4,00 12,89
4,54 17,46
4,98 18,91

6,10 19,89
7,04 20,12
8,03 21,23
9,08 33,52
10,08 150,52

* Priprava roztoki vzorki pro méireni hmotnostni spektrometrii

Byly odvézeny 2 mg tuhého vzorku a v ultrazvukové 14zni rozpustény v 10 ml

acetonitrilu. Pfed méfenim byl tento roztok 100krat nafedén ¢istym acetonitrilem.

* Piiprava roztoku vzorkii pro méreni NMR

Vzorky pro nuklearni magnetickou rezonanci byly pfipraveny rozpusténim 2 mg

vzorku 2B a 2 mg vzorku H v 1 ml deuterovaného acetonitrilu.

* Priprava roztokii vzorki pro méreni vzorovych elektroforegrami pomoci

CE-UV

Vzorky byly fedény takovym zplsobem, aby se plochy piku komplexii boru

pohybovaly pfiblizné mezi 100 — 150 mAU:-s. Pro vzorovou separaci latek byl do
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10 ml odmérné banky piipraven roztok vzorku 2B komplexu [B(PG):] o koncentraci
I mg/ml ve smésném poméru ACN/HO (2/3 v/v). Do vialky byl roztok fedén
s vodou v poméru 1:1. Obdobné bylo postupovano pfi piipravé vzorku H komplexu

[B(DHN).] pouze fedéni do vialky vzorek:voda bylo upraveno na pomér 5:1.

* Priprava roztoki vzorku pro studium rovnovahy mezi ligandem a komplexem

pomoci pomoci CE-UV

Vzorky byly fedény takovym zplisobem, aby se plochy piku komplexi boru
pohybovaly pfiblizné mezi 100 — 200 mAU-s. Pro méfeni stability ve vodnych roztocich
s piidavkem acetonitrilu ve smésném poméru ACN/H>O (2/3 v/v) byly piipraveny
roztoky vzorku 2B a vzorku H do 10 ml odmémé banky o koncentraci 1 mg/ml.
Do vialky byly nasledné roztoky fedény v poméru 1:1 s vodou. Pro méfeni stability
v Cisté¢ acetonitrilovém roztoku byly pfipraveny roztoky obou vzorkll v acetonitrilu

o koncentraci 1 mg/ml. Do vialky byly roztoky fedény s acetonitrilem v poméru 1:1.

* Priprava roztoku vzorki pro méreni pomoci CE-MS

Koncentrace byla volena tak, aby vyska piku komplexu [B(PG):]” poskytovala
intenzitu piiblizné 1-10*. Pro vzorovou separaci latek byl do 10 ml odmérné baiiky
piipraven roztok vzorku 2B komplexu [B(PG)2]" o koncentraci 1 mg/ml ve smésném

poméru ACN/H:0 (2/3 v/v). Do vialky pak byl vzorek fedén v poméru 1:20 s vodou.

* Priprava roztoki vzorka pro sledovani oxidace pyrogallolu pomoci UV-VIS

spektrometrie

Vzorek byl fedén do kyvety takovym zplsobem, aby se zméfend hodnota
absorbance pohybovala mezi 0,1 — 1 AU v méfené oblasti spektra. Nejprve
byl pfipraven zasobni roztok pyrogallolu bez pfidavku baze o koncentraci

4-10* mol-dm>. Pro studium pfemény pyrogallolu v bazickém roztoku byl pfipraven
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pracovni roztok smisenim 1,5 ml pyrogallolu o koncentraci 0,002 mol-dm™ s 1,5 ml
0,020 mol-dm™ mravenénanového pufru. Vysledné pH roztoku ¢&inilo 10,01. Z tohoto

roztoku bylo do kyvety pipetovano 0,6 ml a doplnéno na 3 ml deionizovanou vodou.

* Priprava roztoki vzorku pro sledovani oxidace pyrogallolu pomoci CE-UV

Vychozi koncentrace pyrogallolového ligandu byla volena tak, aby se plocha
pyrogallolu pohybovala v oblasti pfiblizné 100 mAU-s jednotek v Case nula.
Pro studium oxidace pyrogallolu byl pfipraven zasobni roztok pyrogallolu o koncentraci
1 mg/ml a mraven¢nanovy pufr o pH 10,06. 300 pl roztoku pyrogallolu o koncentraci
1 mg/ml bylo pipetovano do vialky spole¢né s 300 ul 0,020 mol-dm™ mravenénanového
pufru opH 10,08. Pro sestrojeni kalibraéni zavislosti absorbance pyrogallolu na
koncentraci pyrogallolu v roztoku bylo pfipraveno ze zasobniho roztoku 5 kalibra¢nich

roztokl pyrogallolu v koncentra¢nim rozmezi 0,17 — 0,83 mg/ml.

2.5 Dalsi experimentalni postupy

* Méreni vodivosti nosnych elektrolyta

Nejprve byla opakovanym (celkem desetinasobnym) méfenim vodivosti 0,1 mol/l
roztoku chloridu draselného urcena odporové konstanta nadobky. Pro urceni vodivosti
analyzovanych pufrt bylo do deseti izkych kadinek pipetovano 20 ml jednotlivych pufrt a
za stalého michani byla pomoci konduktometru zmétfena jejich vodivost. Hodnoty
specifické vodivosti byly srovnany s teoretickymi hodnotami ziskanymi v programu

PeakMaster. VSechna méteni byla provedena tfikrat.
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* Urceni pufraéni kapacity nosnych elektrolyti

Uréeni pufraéni kapacity Metodou 1 bylo provedeno dle literatury®’. Do kadinky
bylo odpipetovano 50 ml mravencnanového pufru a pomoci pH metru byla zméiena
hodnota pH. Nasledné¢ byl ke kyselym/bazickym pufrim pifidan 1 ml kyseliny
chlorovodikové/hydroxidu sodného a opét byla proméfena hodnota pH. Poté byly
kysel¢/bazické pufry titrovany 200 ul piidavky hydroxidu sodného/kyseliny
chlorovodikové, po kazdém piidavku bylo proméfeno pH, az do celkové spotieby
odmérmného roztoku 2 ml. Ve vysledcich je experiment oznaCovan jako Metoda 1. Cely
experiment byl proveden i opacnym zpisobem. Ke kyselym pufrim byl pfidan 1 ml
NaOH, ktery byl titrovan 200 pl ptidavky HCL. Analogicky bylo postupovano v ptipadé
bazickych pufri. Ve vysledcich je experiment oznacovan jako Metoda 2. Koncentrace
baze/kyseliny v roztoku zmensend o koncentraci ptidané kyseliny/baze (viz vztah 4) byla
vynesena do grafu oproti naméfenému pH. Kiivky byly prolozeny pfimkou a z rovnice
pifimky byla urena hodnota pufracni kapacity (pufrac¢ni kapacita odpovida absolutni
hodnoté smérnice dané ptimky v bodu ekvivalence). U pufri, které nebylo mozné prolozit
linedrni zavislosti, byly k vypoctu pufracni kapacity a grafickému zndzornéni zavislosti
pouzity pouze hodnoty kolem nulového bodu koncentrace baze/kyseliny. Experimentalné
naméfené hodnoty byly srovndny s hodnotami predikovanymi program PeakMaster a
vypoctem pufraéni kapacity dle vztahli 5 a 6, které jsou pievzaty z literatury®®, jedna se o

vypocet dle D. van Slykea.

¢ Sledovani oxidace pyrogallolu pomoci UV-VIS spektrometrie

Oxidace pyrogallolu za tvorby dalSich barevnych produktl byla proméfovana pomoci

UV-VIS spektrometrie ve dvouminutovych c¢asovych intervalech od zapoceti reakce

pfidavkem bazického mraven¢nanového pufru.

Nejprve byl proméfen Cisty roztok pyrogallolu bez pfidavku baze. Pomoci UV-VIS

spektrometrie byla snimana spektra po dobu osmi minut ve dvouminutovych intervalech. Dale

byla sledovana pfeména pyrogallolu na jeho barevné oxidacni produkty po piidavku

bazického mravencnanového pufru k roztoku pyrogallolu. Spektra byla zaznamendvana

po dvou minutach po dobu dvou hodin.
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2.6 Vypocty a vyhodnoceni experimentalnich dat

Koncentrace baze/kyseliny pii urCeni pufracni kapacity roztokli byla vypocitana dle
vztahu prejatého z literatury®’. Vypodet pufracni kapacity byl proveden dle vtahu piejatého

z literatury®®,

1) Pouzité vyrazy a vzorce

e Chyba urceni presné hmoty v hmotnostnich spektrech vysokého rozliSeni byla

vypo¢itana dle vztahu:

_ (m/Zexperiment - m/Zpredikce) )

106
m/Zpredikce

Am

(1)

Kde 4m je chyba méifeni [ppm], M/Zexperiment j€ €xperimentalné urend hodnota

hmoty komplexu, m/Z,,cgikce j€ predikovand hodnota hmoty komplexu.

* Odporova konstanta nadobky pri méreni vodivosti byla vypocitana dle vztahu:

2)

Kde K je odporova konstanta nddobky [m™!], k,5 je znama specificka vodivost pii

25°C 0,01 mol/1 KCI tj 141,3 [mS-m™'], G [S] je nam&fena vodivost roztoku.
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* Specificka vodivost byla vypocitiana dle vztahu:

3)

Kde K je specificka vodivost [S'm™], K je odporova konstanta nadobky [m™'], G [S]

je naméfend vodivost roztoku.

* Koncentrace baze/kyseliny pri urceni pufra¢ni kapacity roztoki byla vypocitana

dle vztahu

s _ CNnaoH/HCL® VNaoH/HCL 'fNaOH/ch — Chci/Naon * 1 ml - fHCl/NaOH
BAZE/KYSELINY 50 ml + 1ml + Vyaon mel

“)

* Vypocet pufracni kapacity dle D. van Slykea pro kyselé pufry — vztah S a pro
bazické pufry vztah 6

Ka - [H307]

F=23 O+ 1,072

()
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(6)

Kde B je pufracni kapacita [mol/l], C je suma koncentraci soli a kyseliny/baze [mol],
Kaje disociaéni konstanta kyseliny mravenéi, Kb disociaéni konstanta amoniaku, [H307]
je koncentrace hydroxoniovych iontl v roztoku [mol/l], [0H™] je koncentrace hydroxidovych

ionta v roztoku [mol/1].

* Elektroosmoticka mobilita byla urcena dle vztahu

_ Lp - Leeik
K=",

7)

Kde Lp[cm] je délka kapilary k detektoru, L.y je celkova délka kapilary [cm], U je

vloZené napéti [V], t,, je migraéni cas EOF markeru [min].

* Elektroforeticka mobilita analytu byla urcena dle vztahu

u= Lp 'Lcelk<i_ 1 )
U tn teof

)

Kde Lp[cm] je délka kapilary k detektoru, L.y, je celkova délka kapilary [cm], U je
vlozené napéti [V], ¢, je migraéni cas EOF markeru [s], t.,s je migracni ¢as analytu [s].
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* Procentuilni zastoupeni analytu ve vzorku byla urcovina metodou vnitini

normalizace dle vztahu:

A
A%) = =

™M
e
3

©)

Kde A, je plocha jednoho piku a }; A,, suma ploch vSech pikd.

» Kalibraéni zavislosti byly proloZeny kalibra¢ni pfimkou ve tvaru:

A(A) =k-c(A) +q

(10)

Kde k je smérnice regresni piimky a ¢ je usek regresni piimky.

2) Pouzité programy

* OriginPro 9.3 (OriginLab, USA) byl uzit pro tvorbu grafli, tabulek a statistické
hodnoceni vysledkt

+  PeakMaster 5.3 (Univerzita Karlova, Ceska Republika) byl uzit k predikci hodnot
vodivosti a pufracni kapacity mravencnanovych pufra

* Vision Lite Scan 5 (Thermo Fischer Scientific, USA) byl uZit k vyhodnoceni UV-
VIS absorpénich spekter

* CHemBioDraw Ultra 14.0 (PerkinElmer, USA) byl uZit k tvorbé chemickych

vzorcl
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Avogadro 1.1"Y byl uzit k vyhodnoceni a tpravé struktur modelovanych komplexti a
predikénich IR spekter ziskanych pomoci programu Gaussian

Agilent ChemStation 8.04 (Agilent Technologies, USA) byl uzit k vyhodnoceni dat
ziskanych métenim na kapilarni elektroforéze

Compass DataAnalysis 4.4 (Bruker Daltonik, USA) byl uzit k vyhodnoceni dat
ziskanych méfenim hmotnostni spektrometrii

MestReNova 6.0 (Mestrelab Research S.L., Spanélsko) byl uzit k vyhodnoceni a
upravé NMR spekter

Gaussian 16 (Carnegie Mellon University, USA) byl uzit k vypoctim 3D struktur,
délky vazeb a IR spekter, které byly provedeny pomoci teorie funkciondlu hustoty
(DFT) na urovni B3LYP s pouzitim baze 3-21G+ v programu Gaussian 16. Pfi

optimalizacich nebyla pouzita Zddnd omezeni symetrie.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Modelovani struktur komplexi boru a predikce jejich IR spekter

3.1.1 Modelovani struktur komplexi [B(PG):]"a [B(DHN):|

Pomoci programu Gaussian byly urceny struktury komplext [B(PG):]" a [B(DHN):],
véetné délky vazeb mezi atomy a vazebnych thli. Strukturu komplexu [B(PG):]" znazoriuje
obrazek 13, komplexu [B(DHN).]" nalezi obrazek 14. V obou komplexech je bor koordinovan
Styfmi atomy kysliku, coz odpovida tetraedrickému uspoiadani a sp® hybridizaci. Velikost
vazebnych Uhli mezi dvéma atomy kysliku a borem ¢ini 113,2° pro komplex [B(PG):]
a 102,6° pro komplex [B(DHN).]". Sevieni uhlu je tedy pro pyrogallolovy komplex nizsi nez
u idedlniho tetraedru (109,5°) a pro dihydroxynaftalenovy komplex vyssi. Pti¢inou rozdild
mezi vazebnymi uhly jednotlivych komplexi mize byt velikost 2,3-dihydroxynaftalenového
ligandu, pfipadné pfitomnost hydroxylovych skupin na aromatickém jadfe komplexu
[B(PG).], ovliviyjici rozloZeni elektronové hustoty v molekule. Délky vazeb mezi borem a
kyslikem se pro jednotlivé komplexy nelisi, stejné jako délky vazeb mezi kyslikem a uhlikem.
Uhly mezi borem kyslikem a uhlikem a se pro oba komplexy shoduji. Rozdil v thlech mezi
dvéma atomy uhliku a kyslikem je pouze nepatrny. Délky vazeb a tihly pro oba komplexy

shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Délky vazeb mezi jednotlivymi atomy a velikosti uhlit mezi atomy vypocitané programem Gaussian

Vazba mezi atomy [A] B-O: 0:-C
[B(PG)2]" 1,467 1,227
[B(DHN)2J 1,467 1,227
Uhel mezi atomy 0:1-B-0:  B-0:-C C-C-O:
[B(PG)2]" 113,2° 106,0° 113,0°
[B(DHN)2J 102,6° 106,0° 112,8°
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Obrazek 13: Struktura komplexu [B(PG)>]" ziskana modelovanim v programu Gaussian, znaceni: uhlikové atomy —
svétle Seda, vodikové atomy — tmave Seda

Obrazek 14. Struktura komplexu [B(DHN)2]" ziskand modelovanim v programu Gaussian, znaceni: uhlikové atomy
— svétle Seda, vodikové atomy — tmave Seda
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3.1.2 Predikce IR spekter pomoci programu Gaussian

Obé spektra komplext [B(PG):]” a [B(DHN):]" predikovand pomoci programu
Gaussian jsou pocitana pro molekuly v plynném stavu.

IR spektrum je pro komplex [B(PG):] znazornéno na obrazku 15. Vibrace B-O vazby
odpovida vino¢tu 1103 cm™. Valenénim vibracim hydroxylovych skupin (O-H vazby)
odpovidd pas 3488 - 3528 cm’!. Vibra¢ni pas valenéni vibrace C-O se nachazi v oblasti
1240 cm™. Vibrace aromatického jadra se nachazi v oblasti vlno¢tu 3150 cm™ (valenéni
vibrace C-H), 1450 cm’! (valenéni vibrace C=C), 1040 cm™ (deformacni rovinné vibrace
C-H) a 795 cm™ (deformaéni mimorovinné vibrace C-H).

Na obrazku 16 se nachazi predikované spektrum komplexu [B(DHN).]" v plynné fazi.
V predikénim spektru, které nalezi komplexu [B(DHN).], lze rozeznat vibracni pas vazby
B-O s vino¢tem 1103 cm’!. Déle lze ve spektru pozorovat pasy nélezici aromatickym jadrim.
Konkrétné se jednd o valen¢ni vibrace C-H vazeb s vlnoStem v oblasti 3200 cm™, pas
valenéni vibrace C=C vazeb s vlnodtem 1468 cm™!, deformacni rovinné vibrace C-H vazby
s vlnogtem 1191 - 1251 cm™ a deforma¢ni mimorovinné vibrace C-H vazeb aromatického
jadra s vino¢tem 890 - 985 cm’!.

NejvyznamnéjSim rozdilem mezi obéma spektry je pfitomnost past nalezicich
vibracim hydroxylové vazby ve spektru komplexu [B(PG):], naopak vibracni pasy

aromatickych jader a bor-kyslikovych vazeb jsou si hodnotami vino¢ti velmi podobné.
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Obrazek 15: IR spektrum komplexu [B(PG):]” predikované programem Gaussian pro plynnou fazi (val. je valencni
vibrace, def. je deformacni vibrace)
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Obrazek 16: IR spektrum komplexu[B(DHN)>]" predikované programem Gaussian pro plynnou fazi (val. je
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3.2 Vybér postupii pripravy borovych komplexi

3.2.1 Vyhodnoceni jednotlivych postupi:

V nésledujicim textu je popsano pozorovani béhem jednotlivych postupl pfiprav
komplexii a vytézky reakci v piipadé vzniku pevné faze. Cisté komplexy jsou pevné bilé
latky, zbarveni roztoku tedy indikuje pfitomnost necistot (nezreagovanych ligandi nebo
vedlejSich produkti reakce). U pyrogallolovych komplexit mohou roztoky béhem reakci
nabyvat hnédého =zbarveni. Barva roztoku je zplisobena degradaci nezreagovaného
pyrogallolu. V ptipadé¢ komplexu boru s 2,3-dihydroxynaftalenem dochdzi ke zbarvovani
smeési  produkti reakce do ruzovofialova, pravdépodobné v dusledku dekompozice
dihydroxynaftalenového ligandu.

Produkty zpiisobii ptfiprav A, C a D neposkytuji vytézek ve formé& pevné faze,
ale zlstavaji rozpustény v roztoku. Roztoky jsou zbarveny cervénohnédé, coz indikuje
pritomnost oxidacnich produkti nezreagovaného pyrogallolu. Reakce 1B poskytuje pevnou
fazi komplexu [B(PG)2]" s vytézkem 43,2 mg. Vzhledem k nizkému vytézku byl postup
piipravy upraven a produkt byl z roztoku THF vysrazen 1,2-dichlorethanem, pficemz vytézek
reakce se zvysil na 598,9 mg. Nejpravdépodobnéjsi necistotou ve vzorku je nezreagovany
ligand.

Pevné faze komplexu [B(DHN):]" byly ziskdny reakcemi F s vytézkem 96,6 mg,
G s vytézkem 36,0 mg a H s vytéZzkem 210,0 mg. Reakce E sice poskytovala krystalicky
produkt, jednalo se ale o kyselinu boritou. Nartizovélé zbarveni produktt reakce muze byt
zpisobeno pfitomnosti dihydroxynaftalenového komplexu, jehoz roztoky nabyvaji stejného
zbarveni po del$im stani.

Z hlediska vytéznosti reakce se nejlépe pro komplex [B(PG):]” jevi pfiprava 2B
apro komplex [B(DHN):]" ptiprava H. Tyto reakéni postupy byly zvoleny pro ptipravu
véts§iho mnozstvi komplexii pro dalsi experimenty. Lze konstatovat, ze produkty reakce boru
s pyrogallolovym ligandem jsou ve vodé vice rozpustné nez produkty reakce boru
s 2,3-dihydroxynaftalenovym komplexem, jelikoz srazenina komplexu [B(PG):]" vznikala

pouze béhem jediného zplsobu piipravy. Divodem je pfitomnost hydroxylovych skupin
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na pyrogallolovém jadie komplexu. Proto je komplikované€jsi ziskat pevnou fazi komplexu
[B(PG)2] a produkt je nutné z roztoku srazet.

Jednotlivé smési produktti reakci byly studovany pomoci hmotnostni spektrometrie
s nizkym rozliSenim. Jedinym postupem, pii kterém komplex boru nevznikal, byla pfiprava
komplexu E. Reakce sice poskytovala krystalicky produkt, méfeni hmotnostni spektrometrii
vsak vznik komplexu boru nepotvrdilo. Ze smési vykrystalizovala kyselina borita, coz muze
byt zpisobeno nedostatecnou alkalizaci roztoku. Ve spektru vzorku C bylo pfitomno
mnozstvi necistot, proto byl vzorek vyrazen.

Obrazek 17 a obrazek 18 zndzoriiuje hmotnostni spektra fazi, ve kterych byly
komplexy detegovany. Cervend jsou oznaleny molekularni piky borovych komplexd,
ovéfovan byl i charakteristicky izotopovy profil boru “B/'B, ktery odpovidd zastoupeni
v poméru 20/80 %.

Molekularni pik komplexu [B(PG):]” odpovidd m/z 259. Ve spektru vzorki A
lze rozpoznat iont m/z 125 bez typického izotopového profilu boru, odpovidajici
nezreagovanému pyrogallolovému ligandu. Ve spektru vzorku 1B lze dale pozorovat ionty
s hodnotami m/z 223 a 541. Tyto ionty obsahujici charakteristicky izotopovy profil boru,
ale nevznikaji fragmentaci komplexu [B(PG):]. Jednd se bud’ o nelistoty nebo ionty
vznikajici v ESI zdroji. Struktura obou sloucenin je vice popsana v kapitole 3.3.1.

Molekularni pik komplexu [B(DHN):]" odpovidd hmoté m/z 327. Dalsi ionty
vyskytujici se ve spektrech vzorki F, G a H maji velmi nizkou intenzitu. Jedna se o ionty
s hodnotami m/z 485 a 677, obsahujici charakteristicky izotopovy profil boru. Struktura obou

iontl je dale feSena v kapitole 3.3.1.
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Obrazek 17: Hmotnostni spektra vzorkit A, 1B, 2B a D ( pripravy komplexu [B(PG)2]") mérena pomoci LR-MS,

Cervené oznacovan molekularni pik komplexu, zZluté oznacovany ostatni ionty a fragmenty
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Obrazek 18: Hmotnostni spektra vzorki F, G, H (pripravy komplexu [B(DHN)2]") mérena pomoci LR-MS, cervené
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oznacovan molekularni pik komplexu boru, zluté oznacovany ostatni ionty a fragmenty
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3.3 Strukturni charakterizace komplexi boru

3.3.1 Charakterizace slou¢enin boru pomoci HRMS

Pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim byla urena pfesna hodnota
m/z komplexu [B(PG)2]" a dalSich iontl pfitomnych ve spektrech. Hmotnostni spektrum
je zndzornéno na obrazku 19. Experimentalné zmétené hodnoty m/z komplexu a dalSich
iontll pfitomnych ve vzorku se velmi dobie shodovaly s predikovanymi hodnotami, chyba
meéteni nepfesahla 2 ppm. Dale byl pomoci MS/MS experimentu studovan fragmentacni
mechanismus komplexu boru s pyrogallolem. Jedna se o doplnéni informaci k bakalafské
praci’!. Presné hmoty fragmentovych iontli byly naméfeny s ponékud vétsi chybou
(do 20ti ppm). Tato chyba miiZze byt zplsobena niz§i presnosti méfeni béhem MS/MS
experimentu, jelikoz v MS/MS spektru principidlné nelze pouZit interni standard. Namétené
hmoty shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3: Experimentdlné ziskané hodnoty presnych hmot komplexu [B(PG)2J", ostatnich iontii a fragmentii srovnané
s predikovanymi hodnotami, chyba méreni

Sloucenina Vzorec m/z m/z Chyba
experimentalni predikovana  [ppm]
[B(PG)2] C12HsBOs 259,0424 259,0419 1,9
Ionty
1 CeH503 125,0245 125,0244 0,8
2 CoHsBOg 223,0420 223,0419 0,4
3 C24H16B2NaO12 541,0739 541,0731 1,5
Fragmenty
iontu [B(PG)2]
1 CoHsBO3 175,0603 175,0572 17,7
2 CcH4BO4 151,0234 151,0208 17,2
3 CeH302 107,0156 107,0139 15,9
4 CsHs;02 95,0158 95,0139 20,0
5 CsHs0 79,0204 79,0189 19,0
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Obrazek 19: Hmotnostni spektra komplexu [B(PG)z], méreni presné hodnoty m/z a MS/MS fragmentace iontu
m/z 259

Pomoci MS/MS experimentu jehoz spektrum znazoriiuje obrazek 19, byl studovan
mechanismus fragmentace komplexu [B(PG):]. Komplex se postupné rozpada na iont
o hodnoté m/z 175, obsahujici cyklopropanovy zbytek z jednoho pyrogallolového ligandu,
vazany pres kyslik na bor. Dale se iont m/z 175 fragmentuje na iont m/z 151, ktery vznika
ztratou uhlikatého zbytku z pyrogallolového ligandu a tvorbou dvojné vazby kysliku k boru.
Dalsi fragmentace jiz poskytuje ionty bez charakteristického izotopového profilu boru. Jedna
se o iont s hodnotou m/z 107, obsahujici benzenové jadro a dva kysliky, dale o iont m/z 95
vznikajici pfimo z m/z 151. Ztratou kysliku vznikd z iontu m/z 95 iont m/z 79. Fragmentacni

schéma je zndzornéno na obrazku 20.
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Obrazek 20: Fragmentacni schéma komplexu [B(PG)2/

Pro objasnéni struktury necistot byly méfeny MS/MS experimenty dalSich iontd
ptitomnych ve spektru. Ve spektru lze ve vysSich oblastech zaznamenat iont o hodnoté
m/z 541. ZMS/MS experimentu bylo zjiSténo, Ze tento iont se S$t€&pi na m/z 259,
tedy pyrogallolovy komplex [B(PG):]". Vzhledem k nizké hodnoté kolizni energie potiebné
k fragmentaci se s nejvyssi pravdépodobnosti jedna o iontovy asociat, vznikajici pouze v ESI
zdroji hmotnostniho spektrometru. Strukturné se jedna se o dimer tvofeny dvéma komplexy
boru s pyrogallolovym ligandem a se sodnym kationtem. Pyrogallolova jadra k sob& poutaji
slabé vazebné interakce. DalSi necistotou pfitomnou ve vzorku je iont m/z 223. Navrhnuté

struktury obou iontil jsou zobrazeny na obrazku 21.
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Obrazek 21: Struktura iontit m/z 541 a 223
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Pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim byla ur¢ena pfesna hodnota

m/z borového komplexu [B(DHN).], fragmentl a ostatnich iontd pfitomnych ve spektru.

Hmotnostni spektra jsou znazornéna na obrazku 22. Experimentalné zméfené hodnoty m/z

komplexu a ostatnich ionti pfitomnych ve spektru se velmi dobie shoduji s predikovanymi

hodnotami, chyba méteni neptesahla 2 ppm. Vyjimkou je iont m/z 227, ktery se ve spektru

vykytuje s velmi nizkou intenzitou a jeho struktura nebyla podrobnéji studovdna. Chyba

méfeni pro fragmentové ionty nepiesahuje 6 ppm, hodnoty se tedy velmi dobte shoduji

s predikci. VSechny naméfené hodnoty m/z jsou uvedeny v tabulce 4. Fragmentacni

mechanismus komplexu [B(DHN)2]" neni uvadén, nebot’ vysledky odpovidaji literatufe’!.

Pomoci MS/MS experimenti byly studovany ionty m/z 485 a m/z 677.

Tabulka 4: Experimentalné ziskané hodnoty presnych hmot komplexu [B(DHN):J", ostatnich iontii a fragmentii srovhané
s predikovanymi hodnotami, chyba meéreni

Sloucenina Vzorec m/z m/z Chyba
experimentalni predikovana [ppm]
[B(DHN):] C20H12BO4 327,0842 327,0834 2,4
Ionty

1 C10H704 159,0452 159,0452 0,0
2 Ci3H704 227,0326 227,0350 -10,6
3 C30Hi13BOg 485,1210 485,1202 1,6
4 Ca0H24B2NaOs 677,1568 677,1560 1,2

Fragmenty

iontu m/z 485

1 C29H18BOs 457,1232 457,1253 -4,6
2 CasHi3BO4 429,1288 429,1304 -3,7
3 C20H11BOs 342,0710 342,0705 1,5
4 C20H12BO4 327,0842 327,0834 2,4
5 CisH12BOg 299,0715 299,0732 -5,7
6 CisHiO 243,0819 243,0815 1,6
7 CioHe¢BO3 185,0418 185,0415 1,6
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Obrdzek 22: Hmotnosmi spektra komplexu [B(DH]\;)(S_%, méeni presné hodnoty m/z a MS/MS fragmentace iontit m/z

Pro bliz8i urceni struktury dalSich iontli pfitomnych ve spektru byly provedeny
MS/MS experimenty. V prvnim experimentu byla sledovana fragmentace iontu m/z 677
naiont m/z 327, tedy komplex [B(DHN),]". Navrzend struktura slouceniny je zobrazena
na obrazku 23. Jednd se o dimer tvofeny dvéma molekulami [B(DHN):]" se sodnym
kationtem. S nejvyssi pravdépodobnosti se jedna o iontovy asociat, vznikajici pouze v ESI
zdroji hmotnostniho spektrometru, o ¢emz vypovida i1 nizka hodnota kolizni energie potfebna
k jeho fragmentaci na monomer.

Dalsi iont pfitomny ve spektru ma hodnotu m/z 485, spektrum MS/MS experimentu
je zndzornéno na obrazku 22. Navrzend struktura slouceniny je zobrazena na obrazku 23.
Hodnota kolizni energie potfebné k fragmentaci ¢inila 50 eV, coz vypovida o kovalentni
povaze interakci ve sloucenin€. Pravdépodobné se jednda molekulu, vniz jsou tii
dihydroxynaftalenové ligandy vazané najeden atom boru. Z fragmentaniho spektra lze
vyCist opakované odstoupeni oxidu uhelnatého. DalSi fragmentacni mechanismy jsou

komplikované a nebyly podrobnéji studovany.
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677 485

Obrazek 23: Struktura iontu o hodnote m/z 485 a m/z 677

3.3.2 Charakterizace slou¢enin boru pomoci NMR

Komplexy [B(PG):]” a [B(DHN).]" byly charakterizovany pomoci "B , 'H a
'H-'H COSY NMR. Experimenty poskytly informace o koordina¢nim &isle atomu boru,
chemickych posunech vodikli vazanych na aromatickém jadie a jejich vzajemnych
interakcich. "B NMR spektra jsou zndzornéna na obrazku 24 pro [B(PG).]” a na obrazku 25
pro [B(DHN).]".
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Obrazek 24: ''B NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(PG)z] 6 = 14,42 ppm
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Obrdzek 25: "B NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(DHN)2]- 6 = 14,31 ppm

Ob&¢ "B NMR spektra komplextt [B(PG)2]" a [B(DHN).]" obsahuji ostry singlet
s posunem pfiblizné¢ 14 ppm. Tento posun odpovida atomu boru koordinovanému Ctyfmi
atomy kysliku.?! Bor se tedy ve slouéeninich nachézi jako &étyfvazny v hybridizaci sp°.

Hodnota experimentalné zméfeného posunu pro komplex [B(PG):] €ini 14,42 ppm.
Tato hodnota je ve srovnani s literaturou?!, ktera uvadi posun 13,4 ppm, vy$si. Diivodem
rozdill mezi naméfenymi hodnotami je s nejvyssi pravdépodobnosti pouzité rozpoustédlo.
Experimenty byly provadény v ACN, zatimco dle literatury?! je pro méfeni pouzit THF.

"H NMR spektra znazortuje obrazek 26 pro [B(PG).] a obrazek 27 pro [B(DHN),]".
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Obrdzek 26: 'H NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(PG)z]" 6 = 6,21-6,24 (4H,d) J=6,45Hz, 5 =
6,4 (2H, t) J = 6,2 Hz
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Obrazek 27: 'H NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(DHN)z2]- 6 = 6,93 (2H, s), 6 = 7,17 (2H, 2 m), §
= 7,65 (2H, m)

Protonova spektra nevykazuji dle ocekavani vyraznou zménu chemickych posunt
oproti nevazanym ligandim. Signaly lze nalézt v aromatické oblasti spektra. V 'H spektru
komplexu [B(DHN):]", vjehoz vzorku se nachédzi vétsi mnozstvi nezreagovaného ligandu
(viz kapitola 3.4.2), vSak lze pozorovat signdly obou, jak nezreagované¢ho ligandu, tak
komplexu boru, které se nepatrné lisi ve svych chemickych posunech. Konkrétné signaly
nezreagovaného ligandu jsou mirné posunuty k vys$im hodnotdm chemického posunu.

Ostatni piky s niz§im chemickym posunem nalezi rozpoustédlim.
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'H-'"H COSY NMR spektra jsou zobrazena na obrazku 28 pro [B(PG):]
a na obrazku 29 pro [B(DHN).]".
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Obrézek 28:'H-"H COSY NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(PG)2]~ 6 = [6,17; 6,22], 6 = [6,42;
6,44]
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Obrazek 29: 'H-"H COSY NMR (400 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [B(DHN)z2]- 6 = [6,91, 6,92], 6 = [7,18;
7,17], 0 = [7,59; 7,60]
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"H-'TH COSY NMR spektra poskytuji detailni informaci o vazebnych interakcich
protonti. Krospiky ve spektru [B(PG)2]” naznacuji vazebnou interakci protonti aromatického
jadra s posunem 6,2 ppm s protony s posunem 6,4 ppm. Vysledek koresponduje s namérenym
'"H NMR spektrem v posunech jednotlivych protonovych signald, pouze signal s posunem
6,21 ppm je velmi $patné rozlisitelny a odpovida signalim 'H NMR spektra s posunem
6,21 a 6,23 ppm. Ve spektru Ize tedy kvuli zhorSené citlivosti rozli§it pouze dva druhy
protontl vazanych na aromatickém jadie pyrogallolu.

Stejn¢ tak lze diky pritomnosti krospiku u komplexu B[(DHN).]" ptfedpokladat
vazebnou interakci protonti s posunem piiblizn€¢ 7,2 ppm a 7,7 ppm. Jedna se o protony
vazané na sousedni uhliky naftalenového jadra. Signal sposunem 6,93 ppm odpovida
vodikim na aromatickém jadie v nejvétsi blizkosti borového jadra. Tyto protony vazebné
neinteraguji s ostatnimi protony, nebot’ jsou vzdalené pres Ctyfi vazby (NMR COSY

experimenty jsou bézné schopny rozlisit interakci ptes tii vazby).

3.3.3 Charakterizace slou¢enin boru pomoci infracervené spektrometrie

Experimentalni reflexni IR spektra métend v pevné fazi znazoriiuje pro komplex
[B(PG)2]" obrazek 30 a obrazek 31 pro komplex [B(DHN):]. Studovany byly zejména
vibracni pasy B-O vazby, O-H vazby piitomné v komplexu [B(PG);]" a aromatickych jader.
Nameétend spektra byla porovnavéana se spektry ziskanymi predikénimi vypocty v programu
Gaussian.

V prvnim uvedeném spektru, které odpovida komplexu [B(PG).], lze pozorovat
charakteristické valen¢ni O-H vibrace hydroxylové skupiny vézané na aromatickém jadie
a valen¢ni vibrace C-H vazeb aromatického jadra. Jedna se o Siroky pés s vinoctem zhruba
3000 - 3550 cm™!. Ve spektru lze dale nalézt deformaéni vibrace C-H vazeb aromatického
jadra (v oblasti 800 - 900 cm™) a vibraci oxidu uhli¢itého (pfiblizné 1600 cm™). Vibraci bor-
kyslikové vazby v ocekavané oblasti spektra nelze jasné rozeznat, protoze odpovidajici pas
splyva s ostatnimi vibracemi (jedna se o oblast pfiblizné 1000 - 1300 cm™). Je nutné
podotknout, Ze méfeni vibraci v reflexnim mddu byva problematické a vzhled ziskanych
spekter vyrazné¢ zavisi na krystalinit¢ vzorkl, zbytkové vlhkosti a dalSich faktorech
souvisejicich s morfologii. Dle predikovaného IR spektra (viz kapitola 3.1.2) pak vibrace

B-O vazby molekuly v plynném stavu odpovida vinoétu 1103 cm™’. Predikované vibra¢ni
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pasy O-H vazby (od 3450 - 3600 cm™) jsou ve srovnani s experimentalnimi hodnotami mirné
posunuty k vys$sim hodnotam.

Ve spektru, které nalezi komplexu [B(DHN).], Ize naopak velmi jasné rozeznat pas
v oblasti 1214 cm™ odpovidajici vibraci bor-kyslikové vazby. Dale je mozné pozorovat
signaly valen¢nich vibraci C-H vazeb aromatického jadra s vilnoftem pfiblizn¢ 3250 -
3700 cm™ a ptitomnost oxidu uhli¢itého s vlnogtem 1500 - 2000 cm™. Ve spektru Ize déle
nalézt deformacni vibrace C-H vazeb aromatického jadra (mimorovinné 800 - 900 cm™).
Dle predikovaného IR spektra pak vibrace B-O vazby molekuly v plynném stavu odpovida
vlnoétu 1102 cm™!. Predikovany vlnocet vibrace se tedy oproti naméfené hodnoté posunuje

Cv v v

smérem k niz§im hodnotam, coz odpovida nizsi hodnot¢ energie vazby v plynné fazi.

40 1 B-O7? ~-Arval. (C-H)
|-Ar def. O-H val.
m"l:cl-H} " e CO3 \
.
a0
10 -
i

L L L L] L L
1000 1500 2000 2500 3000 3500

viem'|

Obrazek 30: FTIR spektrum komplexu [B(PG)2]- mérené v pevné fazi (-Ar val. je valencni vibrace aromatického
Jjadra,-Ar def. je deformacni vibrace aromatického jadra, -0H val. je valencni vibrace hydroxylové skupiny
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Obrazek 31: FTIR spektrum komplexu [B(DHN)z]" mérené v pevné fazi (-Ar val. jsou valencni vibracni pdsy
aromatického jadra, ,-Ar def. je deformacni vibrace aromatického jadra)

3.4 Separace komplexii boru ze smési produktii reakce pomoci CE

3.4.1 Ovéreni vlastnosti nosnych elektrolyti o hodnotach pH v rozmezi
3,6 -10,1

1) Méfeni vodivosti pufri

Hodnoty  experimentdlné naméfené¢  specifické  vodivosti  jednotlivych
mraven¢nanovych pufrii a predikované specifické vodivosti pomoci programu PeakMaster

v zévislosti na postupné se zvySujicim pH nosného elektrolytu zndzortiuje obrazek 32.
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Obrazek 32: Zavislost specifické vodivosti na pH pufii, srovnani teoretickych a predikovanych hodnot
(experimentalni body jsou primérnymi hodnotami ze tii méreni, chybova tisecka je vyjadienim smerodatné odchylky)

Experimentalni a predikovana zavislost hodnot specifické vodivosti na pH vykazuji
podobny prubéh. Nejvyssi specifickou vodivost vykazuji dle ocekavani pufry s nejvyssim
pH, které obsahuji nejvyssi koncentraci amonnych iontii. Obecné byvaji pro separace
kapilarni elektroforézou uzivany pufry s nizsi vodivosti, jelikoZ nedochazi k nadmérnému
zahtivani kapilary. Volba niz§iho pH je tedy pro separaci analytii v mraven¢nanovém pufru

vhodnéjsi, pfi pouziti pufri o vy$sim pH lze vysokou vodivost kompenzovat fedénim

pfipravenych pufri.

2) Urceni pufracéni kapacity

Jednotlivé nosné elektrolyty byly dale charakterizovany urenim pufracni kapacity.
Tato veli¢ina je dualezitou charakteristikou nosného elektrolytu, nebot’ zména pH béhem
elektroforetickych separaci je neZadouci. Idealni nosny elektrolyt by vykazoval co nejvyssi
hodnotu pufrac¢ni kapacity, tedy schopnosti udrzet pH na konstantni hodnoté¢ po piidani
malého mnozstvi kyseliny nebo baze do roztoku.

Nameétené hodnoty pH po pfidavcich odmérnych roztoku NaOH/HCI shrnuje
pro Metodu 1 tabulka 5 pro Metodu 2 tabulka 6. Titra¢ni kifivky, ve kterych je vynesena

zména koncentrace odmeérného roztoku oproti méfenému pH, shrnuji pro Metodu 1
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obrazek 33 (kyselé pufry) a obrazek 34 (bazické pufry). Pro Metodu 2 jsou titracni kiivky
znazornény na obrazku 35 (kyselé pufry) a na obrazku 36 (bazické pufry). Zavislosti
obsahuji pouze hodnoty kolem nulového bodu koncentrace baze/kyseliny, které bylo
mozné prolozit linedrni funkci (v tabulkdch jsou tyto hodnoty vyznacCeny cervenc).
V tabulce 7 jsou uvedeny rovnice jednotlivych pfimek pro obé metody. Obrazek 37
znazoriuje zavislost experimentalné uréenych hodnot pufra¢ni kapacity na pH (Metoda 1
a Metoda 2), zavislost predikovanych hodnot pufrac¢nich kapacit ziskanych pomoci
programu PeakMaster a predikovanych hodnot pufra¢nich kapacit ziskané vypoctem dle D.
van Slykea.

Tabulka 5: Urceni pufracni kapacity - Metoda 1 - koncentrace odmérnych roztokic NaOH/HCI v roztocich po 200 ul

pridaveich odmérnych roztokii NaOH/HCI (v hlavicce uvedeny vychozi hodnoty pH jednotlivych pufrii) a namérené hodnoty

pH roztoku pri titraci 200 ul pridavky NaOH/HCI (nulovy bod pridavku NaOH/HCI odpovida pH po pridavku 1 ml
NaOH/HCI), hodnoty pH vyznacené cervené byly pouzity pro prolozeni primkou

v cNaOH  cHc pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
NaOH/HCl  [mol/l]  [mol/l] 2,83 363 400 454 498 6,10 704 803 9,08 10,08

[ml]

0,0 -0,0105 -0,0103 2,08 2,56 2,96 3,45 357 362 966 963 987 1054
0,2 -0,0085 -0,0081 2,13 2,73 3,19 362 3,79 3,78 947 946 9,73 1047
0,4 -0,0064 -0,0060 2,22 2,96 3,40 3,78 390 3,97 925 926 960 10,40
0,6 -0,0043 -0,0039 2,33 3,18 3,59 396 4,10 4,17 897 899 946 10,33
0,8 -0,0023 -0,0018 2,47 3,39 3,77 416 432 442 847 855 932 1027
1,0 -0,0003 0,0003 2,66 3,57 394 440 466 485 525 573 915 10,21
1,2 0,0018 0,0023 2,90 3,75 4,14 4,77 566 803 4,54 462 895 10,16
1,4 0,0038 0,0044 3,12 392 438 7,80 860 877 421 426 867 10,11
1,6 0,0057 0,0064 333 411 477 879 901 909 3,97 402 809 10,06
1,8 0,0077 00084 352 435 7,88 9,14 926 932 3,76 381 518 10,02
2,0 0,0097 0,0104 369 471 896 939 947 950 3,56 361 450 9,97
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Tabulka 6. Urceni pufracni kapacity - Metoda 2 - koncentrace odmérnych roztokii NaOH/HCI v roztocich po 200 ul
pridavcich odmeérnych roztokit NaOH/HCI (v hlavicce uvedeny vychozi hodnoty pH jednotlivych pufiii) a namérené hodnoty
pH roztokii pri titraci 200 ul pridavky NaOH/HCI (nulovy bod pridavku NaOH/HCI odpovida pH po pridavku 1 ml
NaOH/HCI), hodnoty pH vyznacené cervené byly pouzity pro prolozeni primkou

v ¢ Hcl cNaOH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
NaOH/HCl  [mol/l] [mol/] 2,83 363 400 454 498 6,10 7,04 803 9,08 10,08

[ml]

0,0 -0,0103 -0,0105 3,80 509 9504 932 941 943 359 365 4,40 9,84
0,2 -0,0081  -0,0085 3,62 4,44 857 910 922 925 375 380 482 9,86
0,4 -0,0060  -0,0064 3,41 4,14 5,18 877 89 902 393 398 7,74 9,90
0,6 -0,0039  -0,0043 3,20 3,91 446 802 858 873 414 4,19 842 9,94
0,8 -0,0018  -0,0023 2,96 3,71 4,15 4,77 6,11 8,15 4,40 4,47 8,70 9,98
1,0 0,0003 -0,0003 2,72 3,51 392 431 457 488 489 507 890 10,02
1,2 0,0023 0,0018 2,52 3,31 3,71 404 421 436 800 816 9,06 10,06
14 0,0044 0,0038 2,37 3,08 3,52 382 397 407 860 865 920 1011
1,6 0,0064 0,0057 2,26 2,84 331 362 3,76 385 8950 892 926 10,17
1,8 0,0084 0,0077 2,17 2,62 3,09 342 356 365 911 913 944 10,22
2,0 0,0104 0,0097 2,09 245 2,85 321 336 346 930 930 956 10,29

0,010 +

0,005

0,000

Cpaon [MoOl/l]

-0,005

-0,010 -

2,5 3,0 3,5 4,0 45 5,0
pH

[O pH283 O pH3,63 A pH4,00 [> pH454 < pH4,98 v pHE,10|

Obrazek 33: Metoda 1 - titracni krivky kyselych mravencnanovych pufii
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Obrazek 34: Metoda 1 - titracni krivky bazickych mravencnanovych pufrii
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Obrazek 35: Metoda 2 - titracni kifivky kyselych mravencnanovych pufii
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Obrazek 36: Metoda 2 - titracni krivky bazickych mravencnanovych pufrii

Tabulka 7: Rovnice primek ziskané linedarnim prolozenim titracnich krivek pro Metodu 1 a Metodu 2

Rovnice primky

pH Metoda 1 Metoda 2
2,83 y =0,0096x - 0,0259 y=-0,0112x + 0,0318
3,63 y =0,0093x - 0,0331 y =-0,0084x + 0,0300
4,00 y = 0,0095x - 0,0385 y =-0,0092x + 0,0367
4,54 y =0,0095x - 0,0425 y=-0,0081x + 0,0357
4,98 y =0,0097x - 0,0447 y =-0,0085x + 0,0387
6,10 y =0,0084x - 0,0401 y =-0,0072x + 0,0345
7,04 y =-0,007x + 0,0584 y =0,0059x - 0,0464
8,03 y =-0,0077x + 0,0648 y =0,0068x - 0,0545
9,08 y=-0,0125x +0,1141 y=0,0127x - 0,1121
10,08 y =-0,0363x + 0,3719 y =0,0445x - 0,4473
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Obrazek 37: Experimentalni zavislosti pufracni kapacity pufii na pH urcené Metodou 1 a Metodou 2, predikované
hodnoty pufracni kapacity urcené programem PeakMaster a dle D. van Slykea v zavislosti na pH (experimentalni body jsou
primérnymi hodnotami ze tri mérent, chybova uisecka je 5% odchyleni od priiméru)

Experimentalni hodnoty pufracni kapacity uréené Metodou 1 a Metodou 2

se vzajemné pomeérné shoduji. Vyraznéj$i odchyleni od predikovanych hodnot lze

pozorovat u pufru s hodnotou pH 3,5. Zde je predikovana pufra¢ni kapacita vyS$s$i nez

u experimentalnich vysledk. Naopak pfi dalSim zvySovani pH klesaji predikované

hodnoty pufracni kapacity vice nez hodnoty ziskané experimentalné. Nejvyssi hodnotu této

veli¢iny vykazuje nosny elektrolyt o pH 10,08. Praktickd méfeni ukézala, Ze pufracni

kapacita ma pomérné vysokou hodnotu i mimo oblast pH odpovidajici pKa kyseliny

mraven¢i a pKp amoniaku. Rozdily v chovani mohou byt zpisobeny naptiklad

rozpousténim oxidu uhli¢itého v roztoku, tedy vznikem dal$iho pufra¢niho systému.
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1) Urceni elektroforetické mobility EOF markeru v nosnych elektrolytech o riznych

hodnotach pH

Dalsi charakteristikou mraven¢nanového pufru je hodnota elektroosmotické
mobility generované v nepokryté kfemenné kapilare. Mobilita EOF markeru zavisi na pH
roztoku, které ovliviiuje deprotonaci silanolovych skupin na kapilare. Také je ovliviiovana
iontovou silou roztoku, nebot pfi vysokych koncentracich nosného elektrolytu brani
migraci EOF markeru ostatni ionty pfitomné v roztoku.

Experimentalné urcené hodnoty elektroosmotickych mobilit EOF markeru

v zavislosti na pH mraven¢nanovych pufrii jsou vyneseny v grafu na obrazku 38.
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Obrazek 38: Elektroforeticka mobilita EOF markeru v zavislosti na pH jednotlivych pufiii (experimentalni body
Jjsou prumeérnymi hodnotami ze tii méreni, chybova uisecka je vyjadrenim smérodatné odchylky)

Zavislost elektroosmotické mobility na pH ma ocekavatelny pribé&h. S rostoucim
pH klesd migraéni ¢as EOF markeru a roste elektroosmotickd mobilita v dasledku
zvySujici se deprotonace silanolovych skupin kiemenné kapilary zptsobujicich
elektroosmozu. Pii pH 8 se vSak zacina uplatiovat 1 vysokd iontova sila roztoku

a elektroosmoticky tok slabne.
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2) Zavislost elektroforetickych mobilit komplexi boru a ligandi na pH nosného

elektrolytu

Pro separaci vSech hlavnich komponent reakénich smési pii pfipravé komplexii bylo
tteba zvolit optimalni pH, pfi némz slozky roztoku migruji jako nabité ionty s dostatecné
rozdilnou efektivni elektroforetickou pohyblivosti a jsou tedy vzajemné separovany a
dostatecn¢ oddéleny 1 od elektroneutralniho EOF markeru. Hodnoty efektivnich
elektroforetickych mobilit volnych ligandt a vzniklych komplexti v zavislosti na pH nosného
mravencnanového elektrolytu znazornuje obrazek 39 pro komplex boru s pyrogallolem

a obrazek 40 pro komplex boru s 2,3-dihydroxynaftalenem.
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‘O pyrogallol vzorek - -/\- - komplex [B(PG)Z]"

Obrazek 39: Zavislost elektroforetické mobility standardu pyrogallolu a jednotlivych komponent vzorku 2B na pH
Jednotlivych mravencénanovych pufri (experimentalni body jsou primernymi hodnotami ze tr'i méreni, chybova usecka je
vyjadrenim smérodatné odchylky)

73



0,0 (O O O--------- O----mmmee Q
-0,5 1
» -1,0
2 :
8, -1,5 1 |
b
e
< 2.0
el
p
o
-3,0 1
T T T T T T T T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10 1"
pH

r'O' 2,3-dihydroxynaftalen vzorek - /- komplex [B(DHN)Q]‘

Obrazek 40: Zavislost elektroforetické mobility standardu 2,3-dihydroxynafialenu a jednotlivych komponent vzorku
H na pH jednotlivych mravencnanovych pufiii (experimentalni body jsou priimérnymi hodnotami ze t7'i mérent, chybova
usecka je vyjadienim smerodatné odchylky)

Z Obrazek 39 vyplyva, ze pyrogallol je deprotonovan a tedy oddélen od EOF markeru
(thimo€oviny) pfi pouZiti nosnych elektrolyti o pH 9 a 10. To je v souladu se znamou
hodnotou pK, = 9,01dle literatury’?. Komplex boru [B(PG),]" se chova jako slaby elektrolyt
se sigmoidnim pribéhem mobilitni zavislosti. To je zjevné dano deprotonaci volnych
hydroxylovych skupin, které se nepodileji na koordina¢né kovalentnich vazbach v komplexu.
Z mobilitnich zévislosti na obrazku 40 vyplyva, Ze 2,3-dihydroxynaftalen disociuje a je
prokazatelné¢ separovan od EOF markeru v nosnych elektrolytech nad pH 9. Komplex
[B(DHN)2]" se chova jako silny elektrolyt a migruje jako aniont s prakticky konstantni
zapornou hodnotou elektroosmotické mobility. Divodem je zjevné absence volnych

hydroxylovych skupin na jadie dihydroxynaftalenu po navazani do komplexu.
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3.4.2 Vzorova separace slou¢enin pomoci CE-UV

Pro separaci majoritnich slou¢enin pfitomnych v reakéni smési pfi pfipravé komplexii

byl zvolen 10 mM mraven¢nanovy pufr o pH 10,08. Tento pufr vykazuje vysokou pufracni

kapacitu a schopnost separovat vSechny hlavni komponenty smési u obou komplexti boru

(komplex a nezreagovany ligand). Ma vhodnou vodivost, pfi vlozeném separa¢nim napéti

25 kV byl pro danou délku kapilary generovan proud 14 pA. Tento nosny elektrolyt byl

pouzit ve vSech nasledujicich elektroforetickych meéfenich. Charakteristiky jednotlivych

komponent

smési

naméfené pomoci

CE-UV jsou uvedeny v tabulce 8§,

elektroferogramy zndzoriiuje obrazek 41 pro vzorek 2B a obrazek 42 pro vzorek H.

VZOrové

Tabulka 8: Prumerné hodnoty ze tr'i méreni a smerodatné odchylky elektroforetickych charakteristik komplexu [B(PG).J",

pyrogalolového ligandu a komplexu [B(DHN)2] a 2,3-dihydroxynafialenu ze ti'i méreni

Sloucenina Veli¢cina  Migracni cas Plocha Vyska piku Siika piku  Plocha Symetrie
[min] [mAU-min] [mAU] [min] piku [%] piku
PG X 2,64 8,67 1,73 0,09 7,65 1,29
SD 0,01 1,66 0,51 0,02 2,17 0,57
x 2,88 106,83 30,20 0,06 92,35 1,26
[B(PG)2]
SD 0,01 14,86 3,70 0,01 2,17 0,12
X 2,69 166,03 55,34 0,05 56,59 0,99
[B(DHN)z]-
SD 0,01 6,36 491 0,00 7,40 0,07
X 291 110,12 34,77 0,05 37,82 0,96
DHN
SD 0,01 4,62 0,31 0,00 2,34 0,06
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Obrazek 41: Vzorové elektroferogramy vzorku 2B mérené v 10 mM mravencnanovém pufiu o pH 10,08:
1- nezreagovany pyrogallolovy ligand, 2-komplex [B(PG)z]",méreno pri Amax [B(PG)2]~ 210 nm
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Obrazek 42: Vzorové elektroferogramy vzorkit H merené v 10 mM mravencnanovém pufru o pH 10,08: 1- komplex
[B(DHN):]", 2-nezreagovany 2,3-dihydroxynaftalenovy ligand, méreno pri Amax [B(DHN)2] 236 nm
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Pfi pouziti optimalizovanych podminek je dosahovano dostatecné vysoké separacni
ucinnosti. Piky obou komplext i ligandii pomérn€ tzké, symetrické a ostré a za uvedenych
podminek migruji do tfeti minuty. V ptipadé vzorku 2B je pomérové vice zastoupen komplex
[B(PG)2] s procentudlnim zastoupenim ziskanym integraci ploch pikd 92,35 %, ligand
je pritomen pouze ve velmi malém mnozstvi (procentudlni zastoupeni 7,65 %). V piipadé
vzorku H je produkt [B(DHN):] zneciStén nezreagovanym ligandem vice. Procentualni

zastoupeni komplexu ve vzorku je 56,59 % a ligandu 37,82 %.

3.4.3 Stability a rovnovahy komplexii a nezreagovanych ligandi

v roztocich

V této kapitole byla studovana stabilita pfipravenych komplexu a volnych ligandii
ve vodnych roztocich s ptidavkem acetonitrilu a v roztoku ¢istého acetonitrilu. Acetonitril byl
ke vzorkim a k vodnym roztokiim ptidavan diky schopnosti komplexy rozpoustét. Bylo
predpokladéano, ze ptipadny rozklad komplexu je spojen s ndrGstem koncentrace volného
ligandu. K degradaci komplexu mohou pfispét ptipadné i dal§i degradacni mechanismy
spojené s oxidaci ¢i ligandovou vyménou.

Grafy zavislosti koncentrace komplexu a ligandu na ¢ase ve vodné-acetonitrilovém
roztoku ve smésném poméru ACN/H2O (2/3 v/v) znazorfiuje pro komplex [B(PG):]
obrazek 43 a pro komplex [B(DHN)2]" obrazek 44.
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Obrazek 43: Stabilita komplexu [B(PG)2]” ve vodné-acetonitrilovém prostiedi ACN/H20 (2/3 v/v) (experimentalni
body jsou primeérnymi hodnotami ze ti'i mereni, chybova usecka je vyjadrenim smérodatné odchylky)
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Obrazek 44: Stabilita komplexu [B(DHN):] vodné-acetonitrilovém prostredi ACN/H>O0 (2/3 v/v) (experimentalni
body jsou priimérnymi hodnotami ze ti'i mereni, chybova usecka je vyjadienim smérodatné odchylky)
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Ve vodnych roztocich s pfidavkem acetonitrilu vykazuje vyraznou nestabilitu
ptedevsim komplex [B(PG):], jenz se prakticky uplné rozklada v pribéhu nékolika hodin.
Zaroven lze pozorovat mirny nérGst plochy pyrogallolového ligandu jako primarniho
produktu pfi rozkladu komplexu [B(PG):]. Komplex [B(DHN):]" vykazuje ve vodnych
roztocich s piidavkem acetonitrilu podstatné vétsi stabilitu. Jeho koncentrace se pouze mirné
snizuje a neklesd na nulu ani po péti dnech. Plocha piku ligandu dihydroxynaftalenu byla
odecitana pouze do tietiho dne méfeni, poté se tvar piku znacné deformoval, coz znemoznilo

piesné urceni plochy.

Grafy zavislosti koncentrace komplexu a ligandu na Case v acetonitrilu znazornuje

pro komplex [B(PG):]” obrazek 45 a pro komplex [B(DHN),] obrazek 46.
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Obrazek 45: Stabilita komplexu [B(PG)2]" v acetonitrilu (experimentalni body jsou priimérnymi hodnotami ze ti1
meéreni, chybova usecka je vyjadrenim smérodatné odchylky)
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Obrazek 46: Stabilita komplexu [B(DHN)2]™ v acetonitrilu (experimentalni body jsou priimérnymi hodnotami ze tii
mereni, chybova usecka je vyjadrenim smérodatné odchylky)

Vyraznou stabilitu vykazuji oba komplexy i volné ligandy v Cistém acetonitrilu.
Béhem péti dnti se plochy pyrogallolu a komplexu [B(PG)2]” t¢éméf neméni. Plochy pika
komplexu [B(DHN)]™ a dihydroxynaftalenu se méni vice, pfesto vSak jejich hodnota béhem
péti dnit vyraznéji neklesd. Pfipravené komplexy i volné ligandy jsou v prostfedi €istého

acetonitrilu stabilnéjsi diky absenci rozpusténého kysliku.

3.5 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni detekci

Podminky zvolené¢ pro CE-UV byly GspéSné uzity i pro separaci pomoci CE-MS.
Touto technikou bylo mozno ovéfit strukturni identitu a potfadi migrace analyti nebot
pro syntetizované komplexy neexistuji standardy. Zaroven se jednd o vyrazné citlivejsi
metodu detekce, kterda miize ptfinést hlubSi informace o minoritnich slozkach vzorku.
Ukazkovy elektroferogram vzorku 2B (komplexu [B(PG):]) je zndzornén na obrazku 47.
Meéteni vzorku H, tedy komplexu [B(DHN)2]™ z ¢asovych divodi nebylo uskute¢néno.

Z elektroforegramu je zfejmé, Ze dominantni slozky vzorku jsou komplex a
nezreagovany ligand. Mé&feni ovéfilo, ze za daného pH jednotlivé analyty migruji v poradi
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ligand (5,2 minuty) a nasledné komplex [B(PG)2]™ (7,1 minuty). Migracni Casy slozek jsou ale
ve srovnani s CE-UV delsi (separace obou komponent probihaly pomoci CE-UV do treti

minuty, pro separaci CE-MS je tfeba § minut).

Iriers
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Obrazek 47: Ukazkovy CE-MS elektroferogram vzorku 2B , cervené vyznacen celkovy iontovy elektroferogram,
Cerné vyznaceny extrahované iontové elektroferogramy

3.6 Studium oxidace pyrogallolu

Béhem experimentt s ptipravou pyrogallolového komplexu bylo mozné si povSimnout
zabarvovani reakénich smési do hnédé barvy. Tento jev je zplisoben oxidaci samotného
ligandu za tvorby produktii absorbujicich ve viditelné oblasti spektra. Reakce probiha
zejména v bazickych roztocich v disledku absorpce kysliku rozpusténého v roztoku
molekulou pyrogallolu. V literatufe byva popisovana jako takzvana autooxidace pyrogallolu
(viz kapitola 1.1.8) a v naSem pfipad¢ je vyznamnou konkurencni reakei snizujici koncentraci

volného pyrogallolu pii komplexotvorné reakci. V této kapitole je experimentalné studovan
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rozklad pyrogallolu v bazickém prostiedi mravencnanového pufru o pH 10,08 pomoci

UV-VIS absorp¢ni spektrometrie a CE-UV techniky.

3.6.1 Sledovani oxidace pyrogallolu pomoci UV-VIS absorpcni

spektrometrie

V experimentu byly pomoci UV-VIS absorpéni spektrometrie sledovany casové
zmény absorpcnich spekter pyrogallolu v bazickém roztoku o pH 10,08. Na zakladé
ptedbéznych vizudlnich pozorovani byl ofekavan rast absorpénich maxim ve viditelné Casti
spektra. Z absorpcnich spekter uvedenych na obrazku 48 je zjevné, jak je proces oxidace
pyrogallolu komplikovany. Urceni Ctyt isosbestickych bodti dokazuje rovnovahu mezi péti

slou¢eninami.
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Obrizek 48: Vybrand UV-VIS spektra roztoku 4-10°* mol-dm= pyrogallolového ligandu s piidavkem
bazického mravencnanového pufru nameérenda ve dvouminutovych intervalech behem dvou hodin
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Ihned po ptidavku baze do roztoku lze pozorovat vyrazny pokles absorpcnich maxim
o vlnovych délkéch 260 nm a 355 nm. Maxima s vinovou délkou 279 a 450 nm naopak v Case
narlstaji a zjevné pfislusi zbarvenym oxida¢nim produktim. VInové délky pozorovanych
absorp¢nich maxim a isosbestickych bodii shrnuje tabulka 9.

Literatura®* popisuje oxidaci pyrogallolu (0,1 mM) ve fosfitovém pufru (50mM)
opH 8. V pétiminutovych intervalech byl pozorovan vzrust absorbance v maximu 440 nm.
Dale bylo ve spektru sledovano absorpéni maximum o vinové délce 600 nm, které nejprve
prudce vzrostlo a nasledné s rostoucim ¢asem klesalo. Ve spektru byl indikovan isosbesticky
bod o vinové délce 480 nm. Dle uvedené literatury existuje v roztoku rovnovéha mezi dvémi
slou¢eninami. Specie o vlnové délce 600 nm pravdépodobné¢ odpovidd chinonu
purpurogallinu. Specie s absorpénim maximem o vinové délce 440 nm potom s velkou
pravdépodobnosti odpovidaji derivatim chinonu purpurogallinu.

Ve srovnani stimto experimentem bylo v experimentdlné¢ uréeném spektru v této
diplomové praci registrovano vice absorpénich maxim a isosbestickych bodii. Maximum
260 nm odpovida pyrogallolovému ligandu a v ¢ase klesd v dusledku jeho dekompozice.
Maximum v oblasti 600 nm, které literatura®* popisuje jako oxidaéni prekurzor pro tvorbu
specii s vlnovym maximem 440 nm, nebylo ve spektru nalezeno. Specie s vinovou délkou
440 nm mohou korespondovat se slouceninami absorbujicimi pfi vinové délce 450 nm,
jednalo by se tedy o derivaty chinonu purpurogallinu (viz Obrazek 8). Rozdily mezi spektry
ziejmé vznikaji v disledku pouZiti odlisného pufru a pH, jehoz hodnota miiZze ovliviiovat jak

rychlost, tak i reakéni mechanismus oxidace.

Tabulka 9: Vinové délky absorpcnich maxim v priibéhu casu rostoucich/klesajicich, vinové délky isosbestickych bodii

Maximum v ¢ase rostouci [nm] 279 450
Maximum v ¢ase klesajici [nm] 260 355
Isosbestické body [nm] 253 270 321 413
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3.6.2 Sledovani oxidace pyrogallolu pomoci CE-UV

V experimentu byl pomoci CE-UV studovan rozklad pyrogallolu sledovanim ubytku
plochy piku pyrogallolu béhem 24 hodin. Nejprve byl sestrojen kalibracni graf
(viz obrazek 49) umoznujici urcit koncentraci pyrogallolu v roztoku béhem vlastniho
kinetického méfeni. PiepocCtena zavislost ubytku koncentrace pyrogallolu v ¢ase je uvedena

na obrazku 50.
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Obrazek 49: Kalibracni zavislost absorbance pyrogallolového ligandu na jeho koncentraci v roztoku, proloZeni
primkouy = 61288x — 13,44
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Obrazek 50: Urceni rychlostni konstanty - koncentrace pyrogallolového ligandu v roztoku v zavislosti na case,
proloZeni primkouy = -3,01-10°% + 1,10-107

Experimentalni body byly prolozeny piimkou s urcenou hodnotou koeficientu
determinace 0,98. Plocha piku pyrogallolu a tedy i koncentrace klesa linearng. Z hlediska
reak¢ni kinetiky se jednalo o kinetiku 0. fadu, kdy se rychlost pfemény latky se zvysujici se
koncentraci neméni. Rychlostni konstanta takovéto reakce pak odpovidd smérnici primky
zavislosti, tedy 3,01-10® mol/l-s. Hodnoty smérnic a usek@ piimek kalibra¢ni a kinetické

zavislosti jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Smérnice a useky primek prolozenych kalibracni zavislosti a zavislosti koncentrace pyrogallolu na case

Zavislost Smérnice Usek Koeficient
determinace
Kalibra¢ni zavislost 61288 [mAU- I/mol] -13,44 [mAU] 0,97
Urceni rychlostni konstanty -3,01-10° [mol/s1] 1,10-1073 [mol/1] 0,98
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4 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala arylspiroboraty - komplexnimi slouc¢eninami boru
s aromatickymi ligandy odvozenymi od katecholu, které jsou vyuzitelné jako potencionalni
farmaka k1écbé rakovinnych onemocnéni a v dalSich vyzkumnych a primyslovych
aplikacich. Jako ligandy vazané na bor byly uzity pyrogallol a 2,3-dihydroxynaftalen.

Struktury obou pfipravovanych komplexti byly modelované pomoci programu
Gaussian, diky ¢emuz byla ziskana pfedbéznd piedstava o geometrii jejich molekul a
vypocteny piesné uhly a délky jednotlivych vazeb. Molekulové modelovani vyloucilo
potencidlné moznou cis-trans izomerii borového komplexu s pyrogallolem. Dale byla
vypocetné predikovana IR spektra v plynné fazi, kterd byla néasledn¢ porovnana se spektry
namétfenymi.

V praci byly optimalizovany podminky piipravy obou komplexd. Podatilo se
navrhnout postupy, pii kterych pfislusny komplex vypadédval zreakéni smési ve formé
precipitaitu.  Jako nejvhodnéjsi se pro komplex boru s pyrogallolem jevi
reakce tetrahydridoboritanu sodného s pyrogallolem v roztoku THF. Ptipraveny komplex je
v tomto rozpoustédle velmi dobfe rozpustny a po reakci jej bylo nutné z roztoku vysrazet
pridavkem 1,2-dichlorethanu. Optimalni pripravou pro komplex boru
s 1,2-dihydroxynftalenem je reakce z tetraboritanu sodného s danym ligandem ve vodé.
Veskeré pokusy o rekrystalizaci produktii z vodnych a vodné methanolickych roztoku,
jakoz 1 z bezvodého methanolu a THF nebyly tspésné.

Soucasti prace byla také podrobna strukturni charakterizace jednotlivych komplext
boru spomoci hmotnostni spektrometrie. Spektra nizkého rozliSeni umoznila potvrdit
pritomnost vznikajiciho komplexu v reakénich smésich a ve vysraZzenych pevnych
produktech. Spektra vysokého rozliSeni umoznila urcit pfesnou molekulovou hmotnost
komplexii, urcit jejich elementarni sloZzeni a na zdklad¢é charakteristického izotopového
profilu potvrdit pfitomnost atomu boru ve struktufe. Provedené MS/MS experimenty
umoznily studovat fragmenta¢ni mechanismy komplext a ostatnich doprovodnych latek
vznikajicich pfi pfipraveé. Dalsi technikou, kterd umoznila popsat strukturu vybranych
komplexil je nuklearni magnetickd rezonance. Pomoci ''B NMR byla ve vzorcich potvrzena
piitomnost &tyivazného boru. 'H NMR spektra poskytla signdly v aromatické oblasti
chemického posunu, jenz se nepatrné 1iSily v hodnotach chemického posunu oproti volnym
ligandim.  Pomoci 'H-'H COSY NMR byla popsiana vazebna interakce protoni

na aromatickych jadrech sloucenin. IR spektra pfipravenych komplexii, méfend v reflexnim
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modu prokazala piitomnost hydroxylové skupiny na aromatickém jadie komplexu [B(PG).].
Ve spektru komplexu [B(DHN),]" byla zméfena vibrace vazby B-O s vlnoétem 1214 cm.
Experimentdlni IR spektra byla porovnana s predikénimi spektry pro plynnou fazi,
vypoctenymi programem Gaussian.

Prace se dale zabyvala vyvojem separacni metody pro hodnoceni Cistoty pfipravenych
komplexii boru v reakéni smési a po jejich izolaci z roztoku. Byly paralelné¢ optimalizovany
podminky separace v CE-UV a CE-MS s cilem maximaln¢ sjednotit pouzité experimentalni
podminky obou technik. Byl optimalizovan vybér spoletného nosného elektrolytu,
jako nejvhodnéjsi se jevilo uziti 10 mM mravencnanového pufru o pH 10,08. Tento elektrolyt
vykazuje vysokou pufracni kapacitu a schopnost separovat vSechny hlavni slozky reakéni
smési, je bez problémi pouzitelny pro hmotnostni spektrometr jako detektor.
V optimalizovaném nosném elektrolytu byly proméfeny vzorové -elektroferogramy
jednotlivych vzork a urceno relativni zastoupeni sloucenin ve vzorku. Nasledné byla
za stejnych podminek prostudovana stabilita ptipravenych komplexa a dal§ich doprovodnych
latek ve vodnych roztocich s ptidavkem acetonitrilu a v Cisté acetonitrilovych roztocich.
Jako velmi maélo stabilni se jevil komplex [B(PG)2]" ve vodném prostiedi (pln€ se rozlozil
v pribéhu nékolika hodin). V tomto prostiedi naopak vykazoval vysokou stabilitu komplex
[B(DHN).]". V prostiedi bezvodého acetonitrilu vykazovaly vysokou stabilitu oba pfipravené
komplexy. Experimentalni podminky pro separaci CE-UV byly UspéSné vyuzity v technice
CE-MS. Vzorek komplexu [B(PG):]” byl separovan od doprovodnych produkti a
v chromatogramech byly identifikovany pfitomné majoritni slozky. CE-MS meéfteni vzorku
komplexu [B(DHN)] nebylo z ¢asovych ditvodi uskutecnéno.

Posledni ¢ast prace je vénovana studiu oxidace pyrogallolu. Tato reakce vyznamné
konkuruje vlastni komplexaéni reakci a odebird pfitomny volny ligand z reakéni smési.
Pomoci UV-VIS absorpcni spektrometrie byly sledovany pfemény pyrogallolového ligandu
v bazickém prostiedi. V sérii naméfenych UV-VIS absorp¢nich spekter bylo mozné urcit ¢tyii
isosbestické body, které dokazuji rovnovahu mezi péti slou¢eninami (pyrogallolem a ¢tyimi
vznikajicimi produkty oxidace). Pomoci CE-UV byla nasledné urcena rychlostni konstanta

reakce oxidace pyrogallolu, ktera ¢inila 3,01- 10" mol/I-s pro kinetiku 0. ¥adu.
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