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Abstrakt

V této praci byla studovana hydrolyza fenylisothiokyanatu a nésledny samovolny
rozpad difenylthiomocoviny. Pro sledovani téchto reakci byla vybrana metoda
RP-HPLC sUV detekci. Byla vyvinuta metoda isokratické eluce, kde bylo
optimalizovéano sloZzeni mobilni faze a rychlost pratoku. Rozpad fenylisothiokyanatu
ve vodném prostiedi byl sledovan v zavislosti na pH a na teploté¢ reakce. Nasledny
samovolny rozpad difenylthiomocCoviny byl sledovan pii teploté 80 °C a v zavislosti

na pH.

Abstract

In this work hydrolysis of phenylisothiocyanate and subsequent decomposition
of diphenylthiourea were studied. RP-HPLC with UV detection was selected
for monitoring of these reactions. The new method of isocratic elution was developed
and mobile phase composition and flow rate were optimized. Hydrolysis
of isothiocyanate was studied asafunction of pH and reaction temperature.
The subsequent decomposition of diphenylthiourea was carried out at 80 °C depending

on the pH.



Klicova slova

chemicka kinetika
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
spojovaci reakce

fenylisothiokyanat



Obsah

Seznam pouzZitych zKratek a symbolii.................ccocooiiiiiiiiii 8
L VO oottt 9
2 Teoreticka CASE........ccoiiiiiiiicc s 11
2.1  Cilend l1écba (Targeted therapy)......cccovveiiriiiiiiiiiie s 11
2.2  Isothiokyanaty a jejich reakce S @aMINY ......cccveieeiieiieiiec e 13
2.2.1  FenyliSOthIOKYANAt ........cccciiiviiiiiiiiiiii it 14

2.3 DifenylthiomoCovina (DPTU) .....ccoeiiiiiiiiiiiiieciiie i 15
2.4  Reaktivita ITC a hydrolyza fenylisothiokyanatu .............cccoovviiiiiiiiiiin, 16
2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a detekce ............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiinn, 18
2.6  Separace a detekce isothiokyanati pomoci HPLC-UV ..o 18
2.7 Chemickd KINEtiKa ........ccoveiiiiiiiiiiiii i 19
2.7.1  ReaKee 1. TAAU ...ooiiiiiicc e 20
2.7.2  Reakce pseudo-prvniho FAQU ........ccooviiiiiiiiiic e 21
2.7.3  P0lOCas TOZPAAU......ccueiiiiiiiiiiiieeie e 21

3 EXperimentalni CAST...........ocooiiiiiiiiiiie 22
3.1 PHStrOJOVE VYDAVENT ..oveiiiiiiiiciiicie s 22
3.2 Pouzit€ CheMIKAIIC ........ccoiiiiiiiiiiet e 22
3.3 Priprava vzorkll @ puffl ......ccoooviiiiiiiieec e 23
3.3.1  Piiprava vzorkil pro vyvoj] metody ........cccocvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
3.3.2  Piiprava pufrd a vzorki pro hydrolyzy PITC a rozpady DPTU.............ccceeeee. 23
3.3.3  Piiprava vzorki pro kalibrani zavislost ..........cccovviiiiiiiiiii 24

3.4  Experimentalni podminky a mobilni faze............cccoceiiiiiiiiiiii 25

4 VysledKy a diSKUSE............cocoiiiiiiiiiiiic 26
4.1  Vyvoj metody separace isokratickou eluc ...........ccocvviiiiiiiicii 26
4.2 Kalibratni ZAVISIOSET ......eiveeiiiiiiieii e 28



4.3  Studium hydrolyzy PITC ..o 29

4.3.1  Vybér vhodnych pufrt a rozpousténi PITC v dioxanu a pufru .........c.ccceeueneee. 29
4.3.2  Studium hydrolyzy v zavislosti na teplot€ a pH.........ccccocevviiiiiiiiiieniie s 29
4.3.2.1 Studium hydrolyzy PITC v zavislosti na pH ..........cccccevviiniiiniiieniiieiee 30
4.3.2.2 Studium hydrolyzy PITC v zavislosti na teplot€ ...........ccccevvviriiinniiieniiennnn, 34

4.3.3 Porovnani hydrolyzy PITC v zavislosti na pH a v zavislosti na teplot¢............. 36

4.4 Studium rozpadu DPTU Vv zavislosti na pH........cccceeiriiiiiniiiiiecce e 37

O U ZLAVEL .t b et e et e e e ne e aee e 41
LIEBIATUNE ... 42



Seznam pouzitych zkratek a symboli

APCI

Cis

Ci

DPTU
ESI
GS-MS
HPLC
HPLC-UV
HPLC-MS
ITC
MOPS

pH

PITC

R

R2
RP-HPLC
TEA

t

UV-VIS
viv

Vi

v

\Y

G

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
oktadecylova stacionarni faze

koncentrace latky i

difenylthiomocovina

ionizace elektrosprejem

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s hmotnostni detekci
isothiokyanaty

(3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina)

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontd
fenylisothiokyanat

postranni fetézec

korela¢ni koeficient

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s reverzni fazi
triethylamin

cas

ultrafialova a viditelna oblast zareni

objemova procenta

stechiometricky koeficient latky i

reak¢ni rychlost

objem

zmeéna latkového mnoZstvi latky



1 Uvod

V soucasné dobé zhoubna nadorova onemocnéni predstavuji zavazny celosveétovy
problém. Do minulého stoleti byla nadorova onemocnéni pomijena pro nedostatek
informaci o tomto onemocnéni a medicina se soustiedovala na lécbu predevsim
infek¢nich smrticich onemocnéni. Do 20. let 20. stoleti byla chirurgickd 1écba jedinou
protinadorovou lécebnou metodou. Jeji moznosti byly znaéné omezené. Objev a vyuziti
rentgenovych paprskii v mediciné piedstavoval novy zpiisob 1écby nadorti, vznikl tim
novy medicinsky obor radioterapie. Oba typy 1écby se S postupem Casu zdokonalovaly.
Onkologicka chirurgie se stavala odvazn€jsi a radikalnéjSi a ozarovaci technika
postupné zavadéla nové zdroje ionizujiciho zafeni. Radioterapie se zdokonalovala
ve vétsi ucinnosti zdsahu na nador a s mensim zasahem poskozeni na normalni tkani.
Ve 40. letech minulého stoleti se zacaly objevovat zacatky nové léCebné metody
tzv. chemoterapie, ktera byla brana jako dopliikova metoda a postupné b&hem 60. let
sez ni stala jedna zhlavnich 1é¢ebnych metod. Chemoterapie nové umoznovala
systémovy lécebny ucinek na rozdil od chirurgické 1é¢by a radioterapie.

Diky novym poznatkim o mechanismu kancerogeneze a patofyziologie
nadorovych onemocnéni doSlo krozvoji vyvoje a syntézy novych chemickych
sloucenin, které maji cilen¢ blokovat nitrobunééné pochody nadorovych bunék. Takto
vznikla nova disciplina, tzv. cilena terapie a stala se soucasti komplexni protinddorové
lécby. Tato nova cilend terapie ma za kol zvysit selektivitu vii¢i nddorovym buiikam
a odstranit nezadouci Uc¢inky lécby, které maji dosud znamé aplikované metody lécby
[1, 2].

Molekuly téchto tzv. cilenych neboli chytrych 1é¢iv obsahuji terapeutickou ¢ast
aslozku, kterd se dokdze vazat na postizenou tkan. Toto propojeni probihd pies
tzv. spojovaci reakce, kdy dochazi k reakci reaktivnich funkénich skupin ptitomnych
v jednotlivych slozkach [3].

Tato diplomova prace je zamétena na vedlejsi reakce spojovaci techniky, ktera je
jednou z nejbéznéji pouzivanych. Jedna se o spojovaci techniku molekuly obsahujici
isothiokyanatovou skupinu s molekulou obsahujici amino skupinu, coz mohou byt
napf. t¢méf vSechny bilkoviny nebo peptidy a fada dalSich makromolekul. Vedlejsi
reakce isothiokyanat napi. s vodou nebo alkoholy jsou nevyhody této reakce, kterych

se neni mozno zcela vyvarovat. Vedlejsi reakce s alkoholy byla studovana v bakalaiské



praci [4]. V ramci této prace je zkoumana hydrolyza isothiokyanatu a nasledny rozpad
vzniklé R-thiomocoviny. Fenylisothiokyanat byl zvolen jako zastupce isothiokyanati
pro podrobnéjsi studovani spojovaci (konjugacni) reakce. V této praci je studovano,
jaky vliv ma pH a teplota na hydrolyzu fenylisothiokyanatu. VySe zminéna reakce byla

sledovana pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLC-UV).
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2 Teoreticka Cast

2.1 Cilena lécba (Targeted therapy)

Obor cilené terapie se zacal rozvijet na rozhrani makromolekuldrni chemie,
farmakologie, biologie a mediciny. Zabyva se vyvojem systému a Iékovych forem, které
umoziuji cileny transport 1€Civ a jejich fizené uvolnovani. Tyto systémy jsou zalozeny
na vyuziti makromolekuldrnich latek a to bud’ pfirodnich nebo ¢astéji pouzivanych
syntetickych polymert [5].

Rozdil mezi nadorovou a zdravou buiikou je velmi maly. Proto v souc¢asné dob¢
pii dostupné 1é¢bé dochéazi vedle plisobeni na patologické tkané také k zasazeni zdraveé
tkané. Cilené smétfovani 1éCiva, tzv. targeting, do postizeného mista umoziuje
efektivngjsi 1é¢bu, jak ve snizeni nezadoucich ucinki, tak i v prodlouzeni doby 1é¢iva
V krevnim ob¢hu a delSiho plsobeni v téle ¢loveéka. Uvolnéni 1éCiva v misté plisobeni
ma vyhodu 1 vtom, Ze sta¢i niz$i koncentrace 1é¢ivé davky, coz znamena,
Ze organismus je i toxicky mén¢ zasazen. Oproti chemoterapii, kde je organismus velmi
toxicky zasazen [3, 6-9].

Kompletni cilené 1écivo by mélo spliovat tyto vlastnosti: rychlé vstiebavani
v organismu, rychly transport k postizené tkani, pevnost vazby na plazmatické
a tkanové bilkoviny, schopnost 1é¢iva nepodléhat biotransforma¢nim pfeménam, snadné
vyluCovani substance lé¢iva i metaboliti z organismu a vysoky terapeuticky index,
nebo-li vysoky 1é¢ebny ucinek [8, 10].

Cilené 1é¢ivo se sklada z ¢asti, které maji riizné specifické vlastnosti, napft. slozku
pro vyhledani a rozpoznani postizeného mista, terapeutickou slozku, snadno
detekovatelnou slozku, ktera poskytuje informace o koncentraci 1é¢iva v organismu
a dalsi pottebné slozky pro danou 1é¢bu (Obr. 1) [3, 6-8, 11]. Spojenim jednotlivych
sloZzek vznikd nova sloucenina, kterd mé& kombinované vlastnosti jednotlivych asti

[11].
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skupina skupina

cilena léciva

Obr. 1: Schéma cileného 1é¢iva

Byla vyvinuta celd fada typl nosicu cilenych 1é¢iv, zalozenych na rozpustnych
polymerech (mikroc¢astice, dendrimery), liposomech, nanocasticich a polymernich
micelach. Mezi perspektivni 1ékové formy patii také komplexy s polymery [8].
V soucasnosti jsou nejvice vyvijena cytostaticka cilena 1éCiva, z divodi castych
vyskytd rakoviny, malo G¢inné 1é¢by a vysoké umrtnosti [6-8, 10, 11]. Pfes intenzivni
vyzkum provadény v poslednich letech je vétSina projektd ve stadiu laboratornich,
predklinickych a klinickych zkousek. Schvélenych cilenych 1é¢iv pouzivanych
v mediciné v soucasné dobé je jen né€kolik. Napi. 1éciva Cremophor ELw, Caelyxm
nebo TheraSpherem jsou ve fazi klinickych zkousek [8].

K ptipravé cileného léCiva se vyuziva tzv. spojovacich reakci nebo téz
konjugacnich reakci. Jednotlivé Casti cilen¢ho 1éCiva jsou spojeny reakci vhodnych
funk¢nich skupin, které jsou pfitomné v jednotlivych slozkach. K témto reakcim miize
dochédzet u sloucenin, které obsahuji reaktivni funkéni skupinu napf. aminovou,
hydroxylovou, sulfanylovou, karbonylovou nebo karboxylovou.

Spravné zvoleni a prob&hnuti spojovaci reakce je velmi dilezité napt. pti vzniku
vazby mezi terapeutickou a navigacni slozkou, ktera vyhledava postizenou tkan. Tato
spojovaci reakce musi zajistit dostatecnou vazbu mezi jednotlivymi slozkami, nesmi
porusit schopnost vazby naviga¢ni molekuly na jeji receptory a také nesmi dovolit
uvolnéni terapeutické slozky z vysledného konjugatu pted dosazenim postizené tkané

[2]. Idealni spojovaci reakce by méla poskytovat vysoky vytézek bez vedlejsich
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produkti a méla by byt rychla. Znalost vlastnosti jednotlivych molekul ¢i struktur

ptispiva ke vhodnému sestaveni a ptipravé cileného 1é¢iva [3].

2.2 Isothiokyanaty a jejich reakce s aminy

maji charakteristickou skupinu —N=C=S [12]. Tyto latky se vyskytuji pfirozené a maji
charakteristické chuté a pachy. Mizeme je nalézt bud’ ve volné form¢ nebo ve formé
glukosinolat v fadé vyssich rostlin a v brukvovité zeleniné z ¢eledi Brassicaceae, jako
je brokolice, zeli, kien, fedkvicky, fepa, feficha a ruzi¢kova kapusta. Lze je ziskat
i volnou enzymatickou hydrolyzou nebo chemickou pfeménou z glukosinolata [13, 14].
ITC jsou uspésné pouzivany v chemii bilkovin naptiklad pro stanoveni primarni
struktury proteinti a peptidi, protoZze reaguji s aminoskupinami téchto latek [15]. Tato
skupina latek vykazuje tadu toxickych a farmakologickych aktivit, mezi které patii
napiiklad antibakterialni, antimykotické a antiprotozoalni schopnosti, goitrogenicka
¢innost, cytotoxicita, indukéni chromozomalni abnormalita, blokovani chemické
karcinogeneze a schopnost pritahovat nebo odpuzovat hmyz. Jsou také zkoumany jako
mozni chemopreventivni zastupci pro konkrétni druhy lidské rakoviny, jelikoz brani
rozvoji nadord [16].

Pii reakci isothiokyanédtu s aminem dochazi k ataku nukleofilu na centralnim,
elektrofilnim uhliku v isothiokyanatové skupin€. Tento uhlik je zndzornén tu€nym

pismem v obrazku 2.

R—N=—7C=S

Obr. 2: Elektrofilni uhlik v isothiokyanatové skupiné
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Dochazi k vyslednému elektronovému posunu a ztrdté protonu a tim vzniké

substituovana thiomoc¢ovina (schéma 1).

w

@)
ZT

R—NH,+ R—N=—/=C=—7S > R
Schéma 1: Reakce aminu s isothiokyanatem

Isothiokyanaty jsou obecné¢ malo stabilni ve vodném prostiedi, proto je jejich

wev

[3, 12, 17, 18].

2.2.1 Fenylisothiokyandt

Fenylisothiokyanat (PITC) ma molekularni vzorec C¢HsNCS a je derivatem
benzenu (Obr. 3). Jedna se o bezbarvou kapalinu drazdivého zapachu, kterou lze
rozpustit v etheru nebo alkoholu. Ve vod¢ je omezené rozpustny a snadno se odpaiuje

s vodni parou [19].

N
CXS

Obr. 3: Fenylisothiokyanat

V analytické chemii se fenylisothiokyanat casto pouZiva pro piedkolonovou
derivatizaci primarnich nebo sekundarnich amind a aminokyselin. Tyto aminy
a aminokyseliny se poté stanovuji na reverzni fazi HPLC s UV detekci jako derivaty

fenylthiokarbamoylu aminokyselin [20, 21].
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2.3 Difenylthiomocovina (DPTU)

Difenylthiomoc¢ovina (DPTU) neboli thiokarbanilid (obr. 4) je bily az svétle

ruzovy prasek.

H H
N N
\C/

S

Obr. 4: Difenylthiomoc¢ovina

DPTU se pouziva jako urychlova¢ vulkanizace. DPTU je soucasti pryZovych
a plastovych vyrobkd, kde se pouziva jako stabilizator pii vyrob& polyvinylchloridu
(PVC) a jako urychlovac pii vyrobé neoprenu. Jeji rozsahlé pouzivani dokazuji i zpravy
z oblasti alergologie, jelikoz mize vyvolat kontaktni dermatitidu na DPTU, naptiklad
z kontaktu lidské kuze s ortopedickou ortézou [22-25].

Pfipravuje se zahfivanim anilinu se sirouhlikem. V prvnim kroku vznika
fenyldithiokarbaman anilinu. Po del$im zahfivani karbamanu dojde k rozkladu
na N,N’-difenylthiomocovinu a sirovodik. Thiomoc€ovina se tepelnym rozkladem muze
rozkladat na reaktivni isothiokyanat a vznika také pii hydrolyze isothiokyanata.

DPTU se ve vodném prostiedi hydrolyzuje na anilin a thiokarbamovou kyselinu,
ktera se nasledn¢ rozklada na dalsi anilin a thiouhli¢itan. Rozpadem DPTU vznikaji dva

aniliny a thiouhli¢itan (schéma 2) [26].
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H H
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NH2
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N
C HZO 2
| —_— + (COLS)~
S

Schéma 2: Hydrolyza DPTU

n=0

2.4 Reaktivita ITC a hydrolyza fenylisothiokyanatu

Centralni elektrofilni atom uhliku isothiokyanati ve skupiné — N=C=S reaguje
rychle s nukleofilnimi skupinami obsahujici siru, kyslik a dusik. Vznikaji tak

dithiokarbamaty, thiokarbamaty a thiomocovinové derivaty (schéma 3) [27].

R'—OH R—SH R——NH,

~

R——N=—=C=S

7N

O—R’ S—R- HN—R"’

Schéma 3: Reakce isothiokyanatii
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Rozpad isothiokyanati miuze probihat ptes hydrolyzu vazby R — N=C=S nebo
pies adicni reakci na — N=C=S. Isothiokyanatovd skupina je pomérné¢ nestabilni
ve vodném prostiedi a dochazi k hydrolyze. Hydrolyza ve vodném prostfedi probiha

adi¢ni reakci na isothiokyanatové skupiné (schéma 4).

H
R—N=—C=—S —=—> R—N—C—OH

R—N=—=C=—=S

\

H H
R—N—C—N—R

S

R—NH,

H,0
COS —2—> H,S + CO,

Schéma 4: Hydrolyza isothiokyanati

PITC reaguje s molekulami vody za vzniku fenylthiokarbamové kyseliny. Tato
kyselina spontanni reakci poskytuje anilin, ktery ptfes nukleofilni atak reaguje

se zbytkovym isothiokyanatem za vzniku difenylthiomocoviny (schéma 5) [28-30].

H
N\C N\C/OH
D | —
S

N
C\S

NH» ~
—_— ©/ r

Schéma 5: Hydrolyza fenylisothiokyanatu

ZT
ZT

n=0
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2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie a detekce

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z bézné pouzivanych
analytickych metod pro kvalitativni a kvantitativni analyzu. Pouziva se prevazné
v odvétvi farmaceutickém, primyslovém, forenznim, klinickém a v Zivotnim prostiedi.
Jedna se 0 univerzalni separacni metodu, pomoci které Ize analyzovat Sirokou skalu
latek polarnich, nepolarnich a iontovych. Lze analyzovat latky od nizkomolekularnich
az po latky vysokomolekularni [31]. Hlavni separacni mechanismus spociva
v mnohondsobném rozdéleni analytu mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou
(stacionarni) fazi. Jednotlivé analyty se déli podle vlastnosti, typu stacionarni faze
a slozeni mobilni faze [32].

Hlavnimi vyhodami HPLC je rychlost, selektivita a citlivost, nevyhodou
je nakladn¢j$i provoz a instrumentace [31]. Soucasny vyvoj této metody sméfuje
k vyuzivani kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC-MS) a k vyuzivani
velmi vysokych tlaki, tzv. UPLC, zanglického nazvu ultra performance liquid
chromatogramy.

Mezi nejbéznéji pouzivané HPLC detektory patii UV/VIS detektory, vodivostni,
chemiluminiscen¢ni, hmotnostni a elektrochemické. Detektor UV/VIS ma vyhodu
univerzalnosti a vyuziva zateni o vinovych délkach od 190 nm do 800 nm. Mgé&feni
se provadi pfi takové vlnové délce, kdy ma analyt maximdlni absorbanci a mobilni faze
co nejmens$i absorbanci, jelikoz pii takové vinové délce je detekce nejcitlivejsi.
Pfi méfeni v oblasti kratkych vlnovych délek je tieba peclivé volit organické

rozpoustédlo s ohledem na jeho absorpéni hranu [31, 33].

2.6 Separace a detekce isothiokyanati pomoci HPLC-UV

Isothiokyanaty byly nejcastéji separovany pomoci RP-HPLC s gradientovou eluci.
K'separaci byla pouzita pfevazné¢ kolona s oktadecylovou staciondrni fazi.
Isothiokyanaty = separované  pomoci HPLC  byly  vétSinou  detekovany
spektrofotometricky pii vinové délce od 205 nm do 250 nm, jelikoz skupina —N=C=S
vykazuje maximalni absorbanci UV zafeni pii 240 nm. Dalsi nejcastéjsi detekce

je pomoci hmotnostniho spektrometru [34-37].
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HPLC analyza PITC byla jiz v literatufe popsana, ale separace smési PITC
s anilinem a DPTU nebyla doposud publikovana. E. A. Wilson s kolektivem autort
ve své publikaci popsal stanoveni isothiokyanati za pouziti RP-HPLC na oktadecylové
stacionarni fazi. Pfiseparaci byla pouzita pro zrychleni analyz gradientova eluce
s mobilni fazi o slozeni acetonitril-voda s pritokovou rychlosti 0,8 ml-min™. Y. Zhanga
a kol. na rozdil od E. A. Wilsona a kol. pouzival isokratickou eluci S mobilni fazi
0 slozeni methanol/voda (80:20, v/v) s prittokovou rychlosti 2,0 ml-min™, pro zrychleni
analyzy [38, 39].

2.7 Chemicka kinetika

Chemicka kinetika se zabyva rychlosti chemické reakce a jejimi ovliviiujicimi
faktory. Faktory, které mohou ovlivnit rychlost reakce, jsou napf. vlastnosti
a koncentrace reaktantti, teplota reakce, tlak, katalyzator nebo plocha, kde dochazi ke
kontaktu reaktantti. Chemické reakce se mohou délit mnoha zptisoby podle jednotlivych
hledisek. Z hlediska reakéni kinetiky se reakce déli na elementarni (izolované), kam
patii reakce 1., 2. a 3. fadu. Druhym typem jsou reakce simultdnni (soucasné),
kde dochazi k vice elementarnim reakcim soucasné. Simultannimi reakcemi mohou byt
reakce boc¢né, kde zvychozi latky vznikd rozdilnou rychlosti vice produkti.
Dale tzv. zvratné reakce, kde dochazi ke dvéma elementarnim reakcim v opa¢ném
sméru nebo reakce nasledné, kde reakce probihad pfes meziprodukty. U komplexnich
simultannich reakci pak dochézi ke kombinaci ptechozich typt reakei.

Reakeni rychlost je dana zménou poctu moll reaktantu v objemu za jednotku Casu
nebo ji lze také popsat jako Ubytek koncentrace vychozi latky v ¢ase. Popisuje rovnice
(1), kde vje reakéni rychlost, V je objem, { je zména latkového mnozstvi latky i,

t je Cas, Vi je stechiometricky koeficient latky i a ¢; je koncentrace vychozi latky.

-2 ®
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2.7.1 Reakce 1. Fadu

Jednim z nejbéznéjsich typu reakci je rozklad latky na produkty. Tento typ reakce
je oznacovan jako reakce 1. fadu. Pro obecny popis slouzi nasledujici zapis chemické
rovnice, kde A je vychozi latka a pismena B a C oznacuji produkty reakce.

A—-B+C
Dochazi pti ném k plynulému exponencidlnimu poklesu koncentrace reagujici latky A.
Z obecné rovnice plati pro reakéni rychlost reakce rovnice (2), kde v je reakéni rychlost,
Ca koncentrace vychozi latky A, t ¢as, Kk rychlostni konstanta.

dc
—— 2 _k.c 2
dt a ()

Po ptfevedeni obecné rovnice na integralni tvar dostavame rovnici (3), kde v je reakéni

rychlost, t je ¢as, Cao koncentrace vychozi latky A v pocatku reakce, c, koncentrace
latky A v ur€itém (zvoleném) Case, K rychlostni konstanta.

Inc, =Inc,, —k-t (3
Po tprave rovnice (3) mizeme dostat vyraz popisujici pokles koncentrace vychozi latky
A v zavislosti na Case (4), kde cat je koncentrace vychozi latky A v ur¢itém case,
Ca,0 koncentrace vychozi latky A v pocatku reakce, t ¢as a Kk rychlostni konstanta.

Cay = Cap-€XP (K1) (4)
Pro reakce prvniho fadu je typické, Ze reak¢ni rychlost za dané teploty je pfimo umeérna
koncentraci.

Rychlostni konstanta, ozna¢ovana K, urCuje vztah mezi rychlosti reakce

a okamzitou koncentraci reagujici latky, tzn. Ze rychlostni konstanta ¢iseln¢ udava, jak
rychle reakce bude probihat pii jednotkové koncentraci vSech vychozich latek v reakci.
Rychlostni konstanta je zavisld na mechanismu reagujicich latek a na podminkach

reakce. Rychlostni konstantu 1ze uréit ze smérnice zavislosti (3).
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2.7.2 Reakce pseudo-prvniho iddu

Obecny zapis nasledujici chemické rovnice odpovida kinetické reakci 2. tadu,
kde A a B jsou vychozimi latkami a pismeno C oznacuje produkty reakce.
A+B—-C
Pokud jedna zreagujicich slozek je ve velkém koncentratnim piebytku,
napf. Cao >> Cgo, pak lze diferencialni rovnici 2. fadu (5) zjednodusit. V rovnici (5)
znamena V reak¢éni rychlost, cakoncentraci vychozi latky A, cpkoncentraci vychozi
latky B, t ¢as, k rychlostni konstantu.

v:—d(;a:k-ca-cb (5)

Formaln¢ se tato diferencialni rovnice (5) zjednodusi na diferencialni rovnici 1. fadu

(2). Témto reakcim se ftika reakce pseudo-prvniho fadu. Jedna se o izolované
bimolekularni reakce. Pokud by latka B vSechna zreagovala, tak by ubytek latky A byl
maly. Koncentrace latky A by se vyrazné nezménila a dalo by se ji povaZovat
za konstantni. Poté je reak¢ni rychlost pifimo umérna koncentraci latky B, ktera

se vyrazn¢ meni.

2.7.3 Polocas rozpadu

Poloc¢as rozpadu tip, je cas, béhem kterého klesne koncentrace reaktantu
na polovinu pocate¢niho mnozstvi. Polocas je dany rovnici (6), kde ti» je polocas
rozpadu, k rychlostni konstanta.

In2
t,, =—0 6
e = ©)

Z rovnice je mozno vidét, Ze polo€as rozpadu reakci 1. fadu nezavisi na pocatecni
koncentraci, ale jen na rychlostni konstanté. Koncentrace reagujici latky M klesne

z jakékoliv hodnoty [M] na “2[M] za stejnou dobu t jako z hodnoty 2[M] na 4[M] [40].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

Vzorky byly vazeny na analytickych vahach typu XE-100A (Denver Instrument
Company, USA) adavkovany stiikackou Microliter Syringes 25ul (Hamilton,
Switzerland). Roztoky pufrt byly upravovany na pozadované pH hodnoty pomoci
pH-metru Orion modelu 370 (Orion, USA). Vzorky uchovavané za vyssich teplot nez
za laboratorni teploty byly skladovany v klimatiza¢ni komote typu HCP 108 (Memmert,
Némecko). Analyzy byly provadény na kapalinovém chromatografu, ktery byl slozen
z gradientniho Gerpadla Beta (Ecom, CR), davkovaciho ventilu s davkovaci smyc¢kou
10ul (Ecom, CR), vakuového odplyiiovade pro mobilni fazi DG3014 (Ecom, CR)
a spektrofotometrického detektoru LCD 2084 (Ecom, CR). Pro separaci latek byla
pouzita kolona Purospherstar (Cyg), 150 x 4,6 mm, Sum (Merck, Némecko). Data byla
vyhodnocovana v pocitatovém programu Clarity verze 2.6.6.574. Ovétovani analytl
bylo provadéno na kapalinovém chromatografu Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies, Némecko) s trojitym kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6460 (Agilent Technologies, Némecko). Data méfena na HPLC-MS byla

vyhodnocena v pocitatovém programu Mass Hunter Workstation software.

3.2 Pouzité chemikalie

Standardy pro vzorky byly fenylisothiokyanat (98%, Sigma Aldrich, Némecko),
anilin (p.a., Sigma Aldrich, Némecko) a difenylthiomocovina (98%, Sigma Aldrich,
Némecko). Pro pfipravu mobilnich fazi byl pouzit acetonitril (pro HPLC > 99,9%,
Sigma Aldrich, Némecko) a deionizovana voda. Pro pfipravu roztokd pufri byly
pouzity tyto chemikalie: kyselina boritd (p.a., Penta, CR), kyselina octovéa
(p.a., Lach:ner, CR), kyselina fosforeéna (p.a., Lachmner, CR), hydroxid sodny
(p.a., Penta, CR), MOPS (99,5%; Sigma Aldrich, Némecko), tetraboritan sodny
dekahydrat (p.a., Chem aspol Praha Czechoslovakia), triethylamin (p.a., Sigma
Aldrich, Némecko), kyselina chlorovodikova (p.a., Sigma Aldrich, Némecko)

a deionizovana voda. K pfipravé a fedéni vzorkt byl pouzit 1,4-dioxan (p.a., Sigma
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Aldrich) a acetonitril (pro HPLC > 99,9%, Sigma Aldrich, Némecko). Deionizovana
voda byla piipravena piistrojem Milli-Q (Millipore Corporation, USA) pracujicim

na principu reverzni osmozy.

3.3 Priprava vzorku a pufri

Standard anilinu a PITC byl skladovan v lednici a DPTU, kterda ma pevné
skupenstvi, byla skladovana za laboratorni teploty. Zasobni roztoky acetonitrilu,
dioxanu a deionizované vody byly skladovany za laboratorni teploty. Veskeré

ptipravené pufry byly skladovany v lednici.

3.3.1 Piiprava vzorkit pro vyvoj metody

Rozpusténim nebo smisenim odpovidajiciho mnozstvi dané latky s acetonitrilem
byly pfipraveny zasobni roztoky vzorkd anilinu, DPTU a PITC o koncentraci
10 mmol-dm™. Pfed analyzou byly tyto zasobni roztoky v piipadé PITC a anilinu
stokrat ziedény acetonitrilem a u DPTU tisickrat zfedény acetonitrilem. Redénim bylo
dosazeno vhodné koncentrace pro ziskani podobné odezvy detektoru pro vsechny
analyty. Smisenim nebo rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi dané latky v acetonitrilu
byla pripravena zasobni smés obsahujici 10 mmol-dm™ anilinu, 10 mmol-dm™ DPTU
210 mmol-dm™ PITC. Tato smds analyti byla stokrat fedéna acetonitrilem pted

analyzou. Vzorky pro vyvoj metody byly skladovany v lednici.

3.3.2  P¥iprava pufrit a vzorkii pro hydrolyzy PITC a rozpady DPTU

Britton-Robinsontv pufr o pH hodnotach 5, 7, 9 a 11 a koncentraci 40 mmol-dm
byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku, obsahujici adekvatni mnozstvi kyseliny
borité, kyseliny octové a kyseliny fosfore€né odpovidajicim mnoZstvim deionizované
vody. Poté byl tento zasobni roztok pro piipravu pufru vzdy ¢asteéné neutralizovan
hydroxidem sodnym o koncentraci 2 mol-dm™ na pozadované pH hodnoty. Acetatovy
pufr o pH 5 a koncentraci 20 mmol-dm™ byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku
kyseliny octové odpovidajicim mnozstvim deionizované vody. Tento roztok ziedéné

kyseliny octové byl casteCné zneutralizovan hydroxidem sodnym o koncentraci
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2 mol-dm™. MOPS pufr o pH 7 a koncentraci 20 mmol-dm™ byl p¥ipraven rozpu§ténim
odpovidajiciho mnozstvi v deionizované vod¢ a poté upraven na hodnotu pH 7 pomoci
2 mol-dm™® hydroxidu sodného. Tetraboritanovy pufr o pH 9 a koncentraci
20 mmol-dm™ byl pfipraven rozpuiténim odpovidajiciho mnoZstvi v deionizované vodé

 upraven na hodnotu pH 9.

a poté kyselinou boritou o koncentraci 2 mol-dm’
Triethylaminovy pufr byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku triethylaminu (TEA)
odpovidajicim mnozstvim deionizované vody a poté CasteCnym zneutralizovanim
kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 2 mol-dm™.

Smisenim odpovidajiciho mnozstvi standardu PITC s 1,4-dioxanem byl pfipraven
zasobni roztok PITC o koncentraci 10 mmol-dm™. Tento zésobni roztok byl poté vzdy
stokrat fedén jednotlivymi pufry pro hydrolyzu PITC. Pro hydrolyzu pii pH 5 byl pouzit
acetatovy pufr, pti pH 7 MOPS pufr, pii pH 9 tetraboritanovy pufr a pii pH 11 TEA
pufr. Vzorky pro hydrolyzu PITC byly skladovany za laboratorni teploty,
pii 50, 65 a 80 °C. Pro uchovavani vzorkt pii vyssi teploté byla pouzita klimatiza¢ni
komora.

Byl piipraven zasobni roztok DPTU o koncentraci 10 mmol-dm™, rozpuiténim

odpovidajiciho mnozstvi DPTU v 1,4-dioxanu. Tento zasobni roztok byl vzdy stokrat

fedén jednotlivymi pufry pro studium rozpadu DPTU.

3.3.3 Priprava vzorkii pro kalibracni zavislost

Rozpusténim nebo smisenim anilinu, DPTU a PITC s odpovidajicim mnozstvim
acetonitrilu byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 10 mmol-dm>. Poté byly
zasobni roztoky anilinu, DPTU a PITC fedény acetonitrilem na pozadovanou kalibra¢ni
koncentraci. Rozsah kalibraéni koncentrace anilinu byl od 1-10° mol-dm™ do 1-10°®
mol-dm™®, DPTU od 1-10"* mol-dm™ do 1-10° mol-dm™® a PITC od 5-10™ mol-dm™
do 1-10°° mol-dm™. Vzorky pro kalibra¢ni zavislost byly skladovéany v lednici.
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3.4 Experimentalni podminky a mobilni faze

Veskeré analyzy na HPLC-UV byly méfeny za laboratorni teploty, isokratickou
eluci a pfi prutoku mobilni faze 0,5 ml'min™. SloZeni mobilni fize pfi vyvoji metody
separace je zpiehlednéno v tabulce 1. Samotné analyzy pfi studiu hydrolyz PITC byly
provadény v mobilni fazi acetonitril-deionizovana voda (75:25, v/v). Objem
davkovanych vzorkti byl 10 ul. Vlnova délka UV-VIS detektoru byla nastavena
na hodnotu 250 nm.

Tabulka 1: Prehled pouzitych mobilnich fazi pfi vyvoji metody separace

organicka slozka vodna slozka % (v/v) pritok (ml-min™)

acetonitril deionizovana voda  60:40 0,5
acetonitril deionizovana voda  70:30 0,5
acetonitril deionizovana voda  75:25 0,5
acetonitril deionizovana voda  80:20 0,5
acetonitril deionizovana voda  90:10 0,5
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4 Vysledky a diskuse

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu ke sledovani hydrolyzy PITC
pomoci HPLC a prostudovat hydrolyzu PITC v zavislosti na pH a teploté. HPLC byla
vybrana pro svoji rychlost, pfesnost, nendkladnou instrumentaci a pro jednoduché
experimentalni podminky. Jako zéastupce isothiokyanati byl vybran PITC pro svoji

snadnou detekci v UV oblasti zafeni.

4.1 Vyvoj metody separace isokratickou eluci

Vhodnd metoda ke sledovani hydrolyzy PITC musi umoZznit jak sledovani,
tak kvantifikaci PITC a produkti hydrolyzy, coz je anilin a DPTU. Na zaklad¢ struktur
studovanych latek bylo ptfedpokladano, ze nejdiive bude eluovat anilin, pot¢ PITC
a Vv posledni fadé¢ DPTU, jelikoz obsahuje dvé aromatickd jadra. Realné bylo zjisténo,
ze V nejkratSim reten¢nim Case eluuje anilin, poté DPTU a nakonec PITC. Reten¢ni Casy
analytil byly potvrzeny tzv. spikovanim. Identifikace piki DPTU a anilinu v realnych
smésich byla pro jistotu jest¢ ovéfena pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci (HPLC-ESI-MS). PITC nelze ionizovat pomoci elektrospreje (ESI)
ani chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI), a proto nemohl byt potvrzen
pomoci HPLC-MS. Byl potvrzen plynovou chromatografii shmotnostni detekci
(GC-MS), jelikoz bylo potieba pouzit tzv. electron impact, tvrdou ioniza¢ni techniku.

Nejprve bylo optimalizovano sloZeni a nasledné pritokova rychlost mobilni faze.
Byly testovany mobilni faze s podilem organické slozky acetonitrilu od 60% do 90%.
Pti sloZzeni mobilni faze acetonitril-deionizovand voda (60:40, v/v) s pratokovou
rychlosti 0,5 ml-min™ byly vSechny analyty separovany, ale celkova doba analyzy
24 minut byla ptili§ dlouhd. Podil organické slozky v mobilni fazi byl nadéle zvySovan,
aby se zkratila doba analyzy, jelikoZ cilem této prace bylo vyvinout rychlou a pfesnou
metodu. Déle slozeni mobilni faze bylo zvySeno na acetonitril-deionizovana voda
(70:30, v/v) s pratokovou rychlosti 0,5 ml-min™. Celkova doba analyzy byla zkracena
na 15 minut. Jako optimalni sloZzeni mobilni faze byly zjiSt€ény podminky
acetonitril-deionizovana voda (75:25, v/v) a pritokové rychlost 0,5 ml-min™. Zvysenim
organické slozky v mobilni fdzi o 5 % doSlo ke zkraceni celkové doby analyzy

na 12 minut. Pfi téchto podminkach byly piky vSech tii analytd (anilin, DPTU a PITC)

26



separovany az na zakladni linii. Celkové Casy analyzy a rozliSeni jednotlivych analyt
je zptehlednéno vtabulce 2. Byly vyzkouSseny i mobilni faze o slozeni
acetonitril-deionizovand voda (90:10, v/v), pritokovd rychlost 0,5 ml-min™
a acetonitril-deionizovana voda (80:20, v/v), prutokova rychlost 0,5 ml-min’?, ale zde
u téchto sloZzenich mobilni faze uz nedochazelo k dostate¢né separaci analytd anilinu

a DPTU.

Tabulka 2: Ptehled rozliSeni analytii a celkového ¢asu analyzy v zavislosti na slozeni

mobilni faze

celkovy cas

Mmobilni faze Ra,p Rp.p
analyzy [min]
60% ACN 5,76 22,19 23,89
70% ACN 3,06 18,27 14,88
75% ACN 2,16 17,20 11,96
80 % ACN 1,27 14,35 9,87
90 % ACN 0,22 9,34 7,09

Ra.p - rozliseni pikit anilin a DPTU; Rp,p - rozliseni pikit DPTU a PITC

Pii optimalizaci pritoku mobilni faze bylo vyzkouSeno zvySeni pratokoveé
rychlosti  z0,5ml'‘min® na 06ml-min® pi slozeni mobilni faze
acetonitril-deionizovana voda (75:25, v/v). Celkova doba analyzy byla zkracena
0 3 minuty, ale nedochéazelo k dostate¢nému rozliSeni analyti anilinu a DPTU, proto
byla pritokova rychlost 0,5 ml-min™ zvolena jako nejvhodn&jsi. Podminky mobilni faze
o sloZeni acetonitril-deionizovana voda (75:25, v/v) a priitokova rychlost 0,5 ml-min™

byly zvoleny jako optimalni. Separace modelové smési studovanych analyti je ukdzana
na Obr. 5.
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Obr. 5: Separace analytd pii slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda

(75:25, viv) a pritoku 0,5 ml-min™". Popis pikii: 1 - anilin; 2 - DPTU; 3 - PITC.

4.2 Kalibraéni zavislosti

Byly prométeny kalibraéni zavislosti jednotlivych analytli. Rozsah kalibra¢nich
koncentraci PITC byl od 5:10 mol-dm™ do 1-10° mol-dm™, DPTU od 1-10™* mol-dm™
do 1-:10° mol-dm™ aanilinu byl od 1:10° mol-dm™ do 1-10® mol-dm™. Kazdy bod
kalibra¢ni pfimky byl méfeny tfikrat a pro sestrojeni kiivky byl bran primér téchto

hodnot. Rovnice kalibra¢ni pfimek pro jednotlivé analyty jsou zpiehlednény v tabulce 3.

Tabulka 3: Ptehled kalibra¢nich piimek

rovnice kalibraé¢ni korela¢ni koeficient
analyt )
piimky R
PITC y=3,5-10"x-20,1 0,9999
DPTU y=1,2-10"x-01 0,9999
anilin y=6,1.10"x-10,2 0,9999
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4.3 Studium hydrolyzy PITC

PITC ve vodném prostiedi hydrolyzuje na anilin, ktery s ptebytkem PITC reaguje
za vzniku DPTU (viz schéma 5, kapitola 2.4). Hydrolyza PITC byla sledovana pomoci
RP-HPLC v mobilni fazi o slozeni acetonitril-deionizovana voda (75:25, V/V)
a pritokova rychlost 0,5 ml'min™. PITC je ve vod§ omezend rozpustny, proto byl
zasobni roztok piipraven v dioxanu. Dioxan je vhodnym rozpoustédlem, protoze
je neomezené misitelny s vodou a nereaguje s PITC na jiné nezaddouci produkty jako

napf. methanol.

4.3.1 Vybér vhodnych pufiii a rozpousténi PITC v dioxanu a pufru

Pro studium hydrolyzy PITC byly zvoleny hodnoty pH 5, 7, 9 a 11. Byl zvolen
Britton-Robinsontiv, ktery pokryva cely pozadovany rozsah pH a neobsahuje amino
a hydroxy skupiny, se kterymi by PITC mohl reagovat. Nicmén¢ pii pouziti tohoto
pufru o riznych hodnotach pH dochazelo ke srazeni analytu PITC v pufru. Byla
vyzkousena koncentrace 20 mmol-dm™ a 40 mmol-dm™ Britton-Robinsonova pufru,
ale ke srazeni dochazelo u obou koncentraci. Pii pouziti Britton-Robinsonova pufru
pravdépodobné dochdzelo ke sraZeni z divodu piili§ vysoké iontové sily. Alternativné
tedy byly pouzity nasledujici pufry, které neobsahovaly ani amino ani hydroxy skupinu.

Pro pH 5 byl zvolen acetatovy pufr, pro pH 7 MOPS pufr, pro pH 9
tetraboritanovy pufr, pro pH 11 TEA pufr. Pufry byly pfipravované o koncentraci
20 mmol-dm™, Bylo zjisténo, Ze dioxan ovliviiuje vyrazné kone¢né pH smési. Aby vliv

dioxanu na pH byl omezen ve vysledném roztoku, byl jeho podil ve smési cca 1%.

4.3.2 Studium hydrolyzy Vv zavislosti na teploté a pH

V této praci byl studovan vliv pH a teploty na hydrolyzu PITC. Pied vlastnimi
méfenimi hydrolyz byla vzdy provedena orientaéni méteni. Tato méfeni byla provedena
pro zjisténi pfiblizné rychlosti hydrolyzy PITC, aby bylo mozné si sestavit ptiblizny
plan méfeni. Pfi vlastnim méteni byly provedeny primérné dvé série méfeni a vSechna
ziskana data byla vyhodnocena spole¢né. Pocet sérii méfeni se lisil v zavislosti

na celkové dobé reakce a dostupnosti méieni.
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4.3.2.1 Studium hydrolyzy PITC v zavislosti na pH

Pro studium hydrolyzy PITC v zavislosti na pH byly vybrany ¢tyti hodnoty pH,
aby pokryly Skalu hodnot pH od kyselé po bazickou oblast. Pro kyselou ¢ast byla
vybrana hodnota pH 5, dale neutralni pH 7 a pro bazickou ¢ast byly vybrany hodnoty
pH 9 a 11. Bylo ptfedpokladano, ze rychlost hydrolyzy PITC bude v kyselém prostiedi
velmi pomald a poroste se vrustajicim pH.

Na Obr. 6 jsou chromatogramy ukazujici priabéh hydrolyzy PITC. Pro diskusi
ohledné¢ mechanismu hydrolyzy PITC byla vybrana pro ukdzku hydrolyza pii pH 7
a teploté 80 °C. Chromatogram znazornény na Obr. 6 ¢ernou barvou odpovida odebrané
frakci v case 60 sec. Z chromatogramu vyplyva, Ze V detekovatelném mnozstvi
je ptitomen pouze analyt PITC. S rostouci dobou hydrolyzy se mnozstvi PITC snizuje
amnozstvi anilinu a DPTU by se mélo zvySovat, coz potvrzuje chromatogram
znazornény ¢ervenou barvou. Na chromatogramu s modrou barvou je vidét, ze mnozstvi
anilinu se stale zvySuje, ale mnozstvi DPTU se naopak snizuje. Pocate¢ni piedpoklad
ze schématu hydrolyzy PITC (viz schéma 5, str. 17) byl takovy, Zze mnozstvi DPTU
se bude zvySovat. Bylo zjisténo, ze DPTU se dale rozpada na anilin (viz schéma 2,
str. 16). Pozorovany vznikajici anilin je produktem jak hydrolyzy PITC, tak rozpadu
pribé&zné vznikajici DPTU.
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Obr. 6: Hydrolyza PITC pii slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda
(75:25, v/v) piipritoku 0,5 ml'min™. Cerna - hydrolyza PITC v ¢ase 60 sec;
cervena - hydrolyza PITC v ¢ase 3 hod a 1 min; modré - hydrolyza PITC v ¢ase 22 hod
1 min. Popis pikt: 1 - anilin; 2 - DPTU; 3 - PITC.

Cely pribéh hydrolyzy PITC je ukézan na ptikladu hydrolyzy PITC pii pH 9
a teploté 80 °C (viz Obr. 7). Vysledné plochy pikli byly pomoci kalibra¢nich zavislosti
pfepocitany na koncentrace a poté byly normalizovany na celkovou koncentraci. Cely
proces hydrolyzy PITC je relativné slozity proces. Jedna se o komplexni reakce,
kde dochazi ke kombinaci boc¢né a nasledné reakce. Kompletni zpracovani by
vyZadovalo naro¢né matematické feSeni. Proto byla pro ptehlednost ziskand data
prolozena kfivkou kinetiky prvniho fadu, ke které se velmi blizi. Z exponencialni
zavislosti (viz rovnice 4, str. 20) byla urCena rychlostni konstanta reakce, ktera
odpovidala smérnici této zavislosti.

Na Obr. 7 vidét, jak mnozstvi anilinu exponencialné roste a oproti tomu mnozstvi
PITC exponencialné klesa. Jediny analyt, jehoz mnozstvi neroste exponencialné

je DPTU. Koncentrace DPTU roste a nasledné klesa, ackoliv se na grafu (Obr. 7) vyvoj
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DPTU jevi jako konstantni. Proto zavislost mnozstvi DPTU na Case je znazornéna

samostatné na Obr. 8. Dochazi zde k jiz zminénému rozpadu DPTU na anilin.
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Obr. 7: Hydrolyza PITC pii slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda (75:25,
v/v) pHipritoku 0,5 ml'min™. Hydrolyza PITC pii pH 9 a teploté 80 °C. m anilin;
e DPTU; A PITC
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Obr. 8: Hydrolyza PITC pii slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda
(75:25, v/v) pHipratoku 0,5 ml-min™. Hydrolyza PITC pii pH 9 a teplots 80 °C:
e DPTU

Pro ukézku rychlosti hydrolyz PITC v zavislosti na pH byla zvolena hydrolyza
pii teploté 65 °C. Na Obr. 9 je mozno vidét rychlost hydrolyzy PITC v zavislosti na pH.
Hydrolyza zndzornéna ¢ernymi body je hydrolyza pii pH 5 a mnoZzstvi PITC klesa
nejpomaleji. Rychlejsi pokles mnozstvi PITC je u hydrolyzy PITC znazornéné
Cervenymi body, ktera ptislusi pH 7 a hydrolyzy PITC s modrymi body, ktera byla
provedena Vv prostiedi o pH 9. K nejrychlej§imu ubytku PITC dochazi pii pH 11
znazornéné zelenymi body. Rychlost hydrolyzy PITC dle ocfekavani roste s pH
hodnotami 5, 7, 9 a 11.
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Obr. 9: Hydrolyza PITC pii slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda (75:25,
v/v) pii pritoku 0,5 ml-min™. Hydrolyza PITC pii teploté 65 °C a réizném pH: m pH 5;
epH7; ApHOY; ¢ pH 11

4.3.2.2 Studium hydrolyzy PITC v zavislosti na teploté

Hydrolyzu PITC bylo zapotiebi prostudovat i v zavislosti na teplote, jelikoz
teplota vyznamné ovliviiuje kinetiku reakci. Predpokladalo se, ze s rostouci teplotou
rychlost reakce poroste, coz se pozd¢ji potvrdilo. Byly vybrany teploty 50 °C, 65 °C,
80 °C a laboratorni teplota.

Nejdiive byla hydrolyza PITC testovana za laboratorni teploty. Zde byly
od zacatku ocekavany nejméné spolehlivé vysledky, jelikoz se laboratorni teplota
béhem experimenti ménila v rozpéti 19 °C — 26 °C a nebyla tedy po celou dobu méfeni
konstantni. Pozdéji se ofekavani potvrdilo, vysledky byly obtizné reprodukovatelné.
Systém navic pii laboratorni teploté vykazoval anomalni chovani. Je mozné, ze zde
mohla hrat roli rozpustnost a mohl se tvofit napt. nepravy roztok. Vysledky ziskané

za laboratorni teploty tedy V této praci dale nebudou srovnavany s ostatnimi teplotami.
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Hydrolyza PITC byla dale méfena za teplot 50 °C, 65 °C a 80 °C. Jednotlivé
vysledky byly vyhodnoceny stejné jako u hydrolyzy v zavislosti na pH. Plochy pika
byly pomoci kalibracnich zavislosti pfepocitany na koncentrace, tyto koncentrace byly
normalizované na celkovou koncentraci a data byla prolozena exponencialni funkci.
Rychlostni konstanta reakce byla urcena z této zavislosti.

Pro podrobnéj$i popis byla vybrana hydrolyza PITC pii pH 9 v zavislosti
na teploté. Z vysledkii (Obr. 10) je patrné, ze nejrychleji probiha hydrolyza PITC
za teploty 80 °C, pomaleji pii 65 °C a nejpomaleji pii 50 °C. VSechny tii kiivky maji

exponencialni prubé¢h.
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Obr. 10: Rychlost hydrolyzy PITC pii pH 9 v zavislosti na teploté: m 50 °C; e 65 °C;
A 80 °C.
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4.3.3 Porovndni hydrolyzy PITC v zavislosti na pH a v zavislosti na teploté

V nésledujici tabulce (tabulka 4) jsou zpiehlednény rychlostni konstanty
hydrolyzy PITC naméfené pii ruizném pH a pii rizné teploté. Rychlostni konstanta

hydrolyzy PITC odpovida smérnici exponencialni zavislosti.

Tabulka 4: Prehled rychlostnich konstant hydrolyz PITC v zavislosti na pH a teploté

pH teplota [°C] K [s'l] standardni
chyba

50 1,06-10°* 4.9410°
° 65 8,69-10°° 6.03-10°
80 2,11-10 1,16-10°
50 5,27-10° 4.84-10°
! 65 1,34-10* 6.26-10°
80 2,23-10° 9.44-10°
50 9,58:10° 4.64-10°
? 65 3,70-10°* 1.72:10°
80 3,94-10 3.61-10°
50 3,30-107 4.80-10°
H 65 5,60-10* 5.68-10°
80 6,40-10" 522-10°

Graf na Obr. 11 znazornuje zavislost rychlostni konstanty hydrolyzy PITC na pH
a na teploté. Nejrychleji podle ptedpokladu probihd hydrolyza PITC pti pH 11 a teploté
80°C. Bylo oc¢ekavano, Ze nejpomaleji bude probihat hydrolyza PITC pii pH 5 a teploté
50 °C, ale podle zjisténych vysledkli nejpomaleji probihala hydrolyza PITC pii pH 7
a teploté¢ 50 °C. Hydrolyza PITC pti pH 5 a teplot¢ 50°C probihala mimo o¢ekavani.
Do budoucna by tuto skute¢nost bylo potieba ovéfit dal§Simi meéfenimi. Neni vylouceno,
ze vysledky v roztoku o pH 5 jsou ovlivnény volbou pufru nebo se zde mtize uplatiovat
jiny reak¢ni mechanismus. Déle je mozné, ze zde hydrolyza probiha natolik pomalu,

ze vysledky nejsou kvalitné reprodukovatelné.
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Obr. 11: Zavislost rychlostni konstanty hydrolyzy PITC na pH: m 50 °C; e 65 °C; o 80
°C.

4.4 Studium rozpadu DPTU v zavislosti na pH

DPTU se rozklada na anilin (viz kapitola 2.3). Rozpad DPTU byl sledovan
pomoci RP-HPLC v mobilni fazi o slozeni acetonitril-deionizovand voda (75:25, v/v)

a pritokova rychlost byla 0,5 ml-min™

. Rozpad DPTU byl meéfen pii stejnych
hodnotach pH i ve stejnych pufrech jako hydrolyza PITC. Acetatovy pufr byl pouzit pro
meéfeni pii pH 5, MOPS pufru pro pH 7, tetraboritanovy pufr pro pH 9 a TEA pufr pro
pH 11. VSechny pufry mély koncentraci 20 mmol-dm™. Pro sledovani rozpadu DPTU
byla vybrana teplota 80 °C. Pro kazdé pH byly naméfeny tii série méfeni a vysledna
data zpracovana spolecné. Vysledné plochy pikd byly pfepocitany na koncentrace pies
kalibracni zéavislost a poté byly tyto vysledky normalizovany na celkovou koncentraci.
Dale byla data prolozena exponencidlni funkci a byla urCena rychlostni konstanta
reakce. Rychlostni konstanta reakce odpovidala smérnici exponencialni funkce.

Na nasledujicim Obr. 12 jsou ukazany chromatogramy rozpadu DPTU. Pro popis
hydrolyzy DPTU byl vybran rozpad DPTU pii pH 7 a teplot¢ 80°C. Prvni odebrana
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frakce z rozpadu DPTU v ¢ase 1 min je znazornéna ¢ernou barvou, kde je mozno vidét
pouze DPTU vV reten¢nim &ase 5,04 min. Cervenou barvou je znazornén chromatogram
frakce rozpadu DPTU odebrané v ¢ase 6 hod a 18 min. Zde je pfitomna jak DPTU,
tak anilin s reten¢nim casem 4,45. Posledni odebrana frakce v tomto rozpadu DPTU
byla odebrana v ¢ase 76 hod 21 min. Na chromatogramu znazornéného modrou barvou

je uz pouze piitomen vznikly anilin.
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Obr. 12: Rozpad DPTU pfi slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda (75:25,
vIV) pii pritoku 0,5 ml-min™. Cern4 - rozpad DPTU v &ase 60 sec; Gervend - rozpad
DPTU vcase 6 hod a 18 min; modra - rozpad DPTU v ¢ase 76 hod 21 min.
Popis pikd: 1 - anilin; 2 - DPTU.

Na nasledujicim grafu (Obr. 13) je znazornéna zavislost rychlosti rozpadu DPTU
na hodnoté pH. Rychlost rozpadu DPTU nezavisi na pH prostfedi tolik jako hydrolyza
PITC, ale z grafii a nasledn¢ z rychlostnich konstant reakce je vidét, Ze ¢astecné ano.
Nejpomaleji probihd rozpad DPTU pii pH 5, ktery je znézornén Cernou barvou.
Rychleji probiha rozpad DPTU pfii pH 7 znazornény Cervenou barvou. Podle oc¢ekavani
Vv zéavislosti na rychlosti hydrolyzy PITC by nejrychlejsi rozpad DPTU mél byt pii pH
11 a druhym nejrychlej$im rozpadem by mél byt rozpad DPTU pii pH 9. V tomto grafu
tomu tak neni a nejrychlejsi rozpad DPTU je pii pH 9. Na rozpad DPTU pii pH 11
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muze mit vliv zvoleny pufr a mohou zde vznikat rizné asociaty s pufrem. Do budoucna

by hydrolyzu DPTU bylo vhodné ovéfit v jiném pufru nez TEA.
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Obr. 13: Rozpad DPTU pfi slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana voda (75:25,
v/v) pi prittoku 0,5 ml-min™. Rozpad DPTU pii teploté 80 °C a riizném pH: m pH 5;
epH7; ApHY; ¢ pH11

Ze ziskanych rychlostnich konstant (tabulka 5) je moZzné potvrdit dosavadni
ptedpoklad, Ze rychlostni konstanta rozpadu DPTU roste s hodnotami pH 5, 7 a 9.
Niz8i hodnota rychlostni konstanty rozpadu DPTU pii pH 11 nez pfi pH 9
je ptekvapiva. Jak jiz bylo zminéno, muze dochazet k interakci analytd s pufrem.

Na Obr. 14 je znazornéna graficky zavislost rychlostni konstanty rozpadu DPTU na pH.

Tabulka 5: Prehled rychlostnich konstant rozpadu DPTU v zavislosti na pH

pH k [s] standardni chyba
5 3,94-107 1,14-10°

7 4,62:107 1,89:10°

9 536107 2,76-10°°

11 427107 2,92:10°
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Obr. 14: Zavislost rychlostni konstanty reakce rozpadu DPTU na pH

Porovnanim rychlostnich konstant hydrolyzy PITC a hydrolyzy DPTU
(viz tabulka 6) pfi teploté 80 °C v zavislosti na pH bylo zjisténo, ze rychlostni konstanty
hydrolyzy PITC jsou fadové vétsi nez pro rozpad DPTU. CoZz znamend, ze rychlost
bocné reakce, kde dochazi k hydrolyze PITC na anilin a DPTU je mnohem rychlejsi nez
nasledna reakce, kde dochazi k rozpadu DPTU. Vzhledem k tomu, Zze hydrolyza DPTU
je fadove pomalejsi neZ hydrolyza PITC, nizké zastoupeni DPTU v pribéhu hydrolyzy
PITC doklada, ze rychlost hydrolyzy PITC je vyrazné vyssi neZ rychlost jeho reakce

s anilinem.

Tabulka 6: Piehled rychlostnich konstant hydrolyzy PITC a hydrolyzy DPTU pii teploté
80 °C v zavislosti na pH

H hydrolyza PITC hydrolyza DPTU
Y

k[s™] k[s™]
5 2,11-10* 3,94-107
7 2,23-10™ 4,62:10°
9 3,94-10™ 5,36:10°
11 6,40-10™ 427-107
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S5 Zavér

Ukolem této prace bylo vyvinout vhodnou HPLC metodu pro sledovani hydrolyzy
PITC anasledné studovani této hydrolyzy v zavislosti na pH a na teploté. Optimalni
vyvinuta metoda isokratické eluce ma slozeni mobilni faze acetonitril-deionizovana
voda (75:25, v/v) a priitokovou rychlost 0,5 ml'min™. Béhem studia hydrolyzy PITC
bylo zjisténo, Ze jeden z kone¢nych produkti, DPTU, se samovoln¢ rozpada na dalsi
produkty. Tento rozpad DPTU byl prostudovan pii teploté 80 °C v zavislosti na pH.

Nejrychleji probiha hydrolyza PITC pii pH 11 a teploté¢ 80 °C a nejpomaleji
probiha hydrolyza PITC pti pH 7 a teploté 50 °C. Rychlostni konstanta hydrolyzy PITC
roste srostoucim pH. Pfi pH 9 a 11 rychlostni konstanta hydrolyzy PITC roste
srostouci teplotou reakce. Nejrychleji probihd rozpad DPTU pii 80°C a pH 9
anejpomaleji probiha pii 80 °C a pH 5. Rychlostni konstanta rozpadu DPTU roste
s rostoucim pH Kk hodnoté pH 9 a pii pH 11 dochazi k poklesu rychlostni konstanty
rozpadu DPTU. Hydrolyza PITC na anilin a DPTU probiha pii vSech hodnotach pH
radove rychleji nez hydrolyza DPTU na anilin.
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