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SPEKTROMETRIJOM MASA

Tihana Njegovec

U ovom radu provedena je detaljna masenospektrometrijska analiza kompleksnih spojeva
galij(111) i aromatskih hidrazona pripravljenih iz nikotinohidrazida i salicilaldehida, odnosno
2-hidroksi-3-metoksi-, 2-hidroksi-4-metoksi- i 2-hidroksi-5-metoksibenzaldehida u sustavu
otapala metanol/voda. Kao ionizacija koristeno je elektrorasprienje, a kao analizator masa
trostruki kvadrupol. Analizirane su otopine kompleksa priredene na dva nacina: (i)
mijesanjem otopina galijeva(lll) perklorata i navedenih aromatskih hidrazona pri ¢emu je
variran molarni omjer metala i liganda od 1:1 do 1:4 te (ii) otapanjem ¢vrstih kompleksnih
spojeva galija i aromatskih hidrazona. Spektri masa su u sluéaju (i) snimljeni odmah po
pripravi otopina i nakon 24 sata. Takoder je ispitan utjecaj dodatka perklorne i klorovodi¢ne
kiseline na intenzitet signala u spektrima masa. Snimljeni su i MS/MS spektri odabranih iona,
a na temelju rezultata tandemne spektrometrije masa predlozene su odgovaraju¢e sheme
fragmentiranja.
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MASS SPECTROMETRY
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In this thesis a detailed mass spectrometric analysis of gallium(lll) complexes with aromatic
hydrazones derived from nicotinic acid hydrazides and salicylaldehyde, namely 2-hydroxy-3-
methoxy-, 2-hydroxy-4-methoxy- and 2-hydroxy-5-methoxybenzaldehyde in methanol/water
system was performed. Electrospray was used for ionization, and triplequadrupole as mass
analyzer. The solutions of complexes were prepared in two different ways: (i) by mixing
solutions of gallium(l11) perchlorate and aromatic hydrazones in different molar ratio from 1:1
to 1:4 and (ii) by dissolving solid complexes of gallium(I11) and hydrazones. In case of (i) MS
spectra were recorded immediately after the preparation of solutions and after 24 hours. The
addition of perchloric or hydrochloric acid on signals intensities in mass spectra were
examined as well. MS/MS spectra of selected ions were acquired and corresponding
fragmentation schemes were proposed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Avroilhidrazoni su proucavani dugi niz godina zbog $iroke farmakoloske i analiticke primjene.
Spojevi iz klase aroilhidrazona bioloski su aktivni, a aktivnost im se ocituje kroz
antimikrobno, antitumorsko i protuupalno djelovanje. Sposobnost stvaranja kompleksa s
razli¢itim nabijenim 1 nenabijenim vrstama C¢ini ih dobrim molekulskim senzorima za
odredivanje metalnih kationa i neutralnih molekula.! Nedavna istraZivanja pokazala su da se
hidrazoni nikotinske kiseline mogu smatrati novim farmakoforima u osmisljavanju novih
antikonvulzivnih lijekova.? Vezna svojstva aroilhidrazona prema Zeljezu(Ill) odredena su u
sklopu istraZivanja bolesti povezanih s prekomjernom koli¢inom Zeljeza u organizmu.®

Spektrometrija masa (engl. mass spectrometry, MS) je analiticka tehnika u kojoj se
molekule analiziraju na temelju omjera njihove mase i naboja. Prvi korak pri analizi je
ionizacija molekula analita u ionizatoru. Nastali ioni se provode kroz analizator, koji razdvaja
ione u prostoru i/ili vremenu te se nakon toga usmjeravaju na detektor. Spektrometrija masa
Siroko se primjenjuje pri odredivanju strukture organskih 1 anorganskih molekula, izotopnog
omjera atoma u uzorku, elementnog sastava nekog uzorka te kvalitativnog i kvantitativnog
odredivanja sastava smjesa.*” Ionizacija elektrorasprienjem (engl. electrospray ionization,
ESI) je jedan od blazih nadina ionizacije te se vrlo Cesto koristi u analizi bioloSkih
makromolekula.® Da bi se odredili fragmentacijski putovi neke molekule, koristi se tandemna
spektrometrija masa (MS/MS) koja ukljucuje nekoliko stupnjeva odjeljivanja iona na temelju
omjera mase i naboja.*

Cilj ovog rada bio je primijeniti spektrometriju masa za strukturnu karakterizaciju
kompleksa galija i odabranih aroilhidrazona izvedenih iz nikotinohidrazida. Analiza je
obuhvacala istrazivanje utjecaja sastava otapala, razli¢itih omjera liganda i galija te vremena
na intenzitete signala u spektrima masa. Takoder je provedena analiza tandemnom
spektrometrijom masa, a na temelju ESI(+) MS/MS spektara odabranih iona predlozene su

odgovarajuce sheme fragmentiranja.

Tihana Njegovec Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa razvija se od cetrdesetih godina dvadesetog stoljeca. Najprije je
koristena za kvantitativno odredivanje ugljikovodika u petrokemijskoj industriji, a kasnijim
unapredivanjem pocela se koristiti 1 u ostalim granama znanosti. Danas se koristi u rutinskoj
kontroli hrane, forenzici te za pracenje oneciS¢enja u okoliSu, a omogucuje analizu hlapljivih 1
nehlapljivih spojeva kao §to su peptidi, oligosaharidi, fosfolipidi, itd. Granica osjetljivosti je
na razini piko-, femto- i atomola, to¢nost u odredivanju atomske mase je 10 °, a rezolucija je

poveéana i do 8 x 10° m/Am.*°®

2.1.1. Osnovni principi

U spektrometriji masa prvi korak je nastajanje iona u plinskoj fazi, a zatim njihovo
razdvajanje i detektiranje na temelju omjera mase i naboja (m/z). Rezultat analize je spektar
koji prikazuje zastupljenost iona u odnosu na omjer mase i naboja. Osim grafic¢ki, podaci
mogu biti prikazani i u tabli¢cnom obliku. U spektrometriji masa razlikujemo prosje¢nu, to¢nu
i nominalnu masu. Prosjeénu masu dobivamo koriStenjem relativne atomske mase iz
periodnog sustava elemenata, to¢nu koriStenjem to¢ne atomske mase najzastupljenijeg
izotopa, a nominalnu koriStenjem nominalne atomske mase najzastupljenijeg izotopa u
prirodi. Prosjec¢na, to¢na i nominalna masa mogu se razlikovati i do nekoliko Da, ovisno o
broju atoma i izotopnom sastavu. Signal najveceg intenziteta je osnovni ili bazni signal, te se
intenziteti svih ostalih signala preracunavaju u odnosu na njega. Signal pri najvecoj
vrijednosti m/z obi¢no odgovara masi molekule analita, a signali pri manjim vrijednostima

m/z su posljedica fragmentiranja ili pregradnje molekulskog iona.*

Tihana Njegovec Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 3

2.1.2. Spektrometar masa

Dijelovi spektrometra masa (slika 2.1) su:

sustav za uvodenje uzorka,

ionski izvor,

analizator masa,

- detektor.
SUSTAV ZA
UVOBENIE IONSK] ANALIZATOR p—
UZORKA IZVOR MASA
VAKUUM
SPEKTAR
MASA

Slika 2.1. Shematski prikaz glavnih dijelova spektrometra masa

Da bi nastali ioni na putu od ionskog izvora do detektora izbjegli sudare s drugim Cesticama,
sustav se nalazi pod visokim vakuumom. Time je sprije¢en nastanak neZeljenih produkata ili
gubitak naboja analita. Klasi¢ni nafin uvodenja plinova i tekucina s vreliStem do 500 °C
prikazan je na slici 2.2, a nafin uvodenja krutih uzoraka i uzoraka nehlapljivih tekucina
pomocu direktne probe prikazan je na slici 2.3. Za odredivanje sastojaka slozenih smjesa
spektrometar masa se povezuje s plinskom i teku¢inskom kromatografijom. U vezanom
sustavu plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. Gass chromatography-mass
spectrometry, GC-MS), ukoliko se koriste kapilarne kolone moguce je direktno uvodenje
eluata u ionizacijsku komoru jer se zbog malih protoka ne narusava vakuum u spektrometru
masa. U vezanom sustavu tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti-spektrometrija
masa (engl. High-performance liquid chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)
upotrebljavaju se ionizacijske tehnike koje uz ionizaciju analita omoguc¢uju uklanjanje otapala

kojime se analit ispire s kromatografske kolone.*’

Tihana Njegovec Diplomski rad
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Slika 2.2. Indirektno dovodenje uzoraka u ionizacijsku komoru®

Prema vakuumu
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AR

Zavojnica

Slika 2.3. Direktna proba®

Postoje razli¢iti nacini nastajanja iona u ionskom izvoru. Mogu nastati ionizacijom neutralne
molekule, protoniranjem, deprotoniranjem, pravljenjem adukata ili prijenosom nabijene vrste
iz kondenzirane u plinsku fazu. S obzirom na razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva, razvijene
su razliCite ionizacijske tehnike. Za ionizaciju analita u plinskoj fazi prikladne su ionizacija
elektronima (engl. electron ionization, EI), kemijska ionizacija (engl. chemical ionization, CI)
I desorpcija poljem (engl. field desorption, Fl), te je njihova primjena ograni¢ena na dovoljno
hlapljive i termicki stabilne spojeve. Ako je analit tekucina, Koriste se ionizacija
elektrorasprSenjem (engl. electrospray ionization, ESI), ionizacija termorasprSenjem (engl.
thermospray ionization, TSP) i kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. atmospheric
pressure chemical ionization, APCI). Za ionizaciju krutina potrebne su dodatne metode,
odnosno primjena ¢vrste ili tekuce matrice, gdje se nakon djelovanja energetskih Cestica ili

fotona ioni analita desorbiraju s povrSine matrice. Takve ionizacijske tehnike su matricom

Tihana Njegovec Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 5

potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem (engl. matrix-assisted laser
desorption ionization, MALDI), desorpcija poljem (engl. field desorption, FD), desorpcija
plazmom (engl. plasma desorption, PD), ionizacija brzim atomima (engl. fast atom
bombardment, FAB) i ionizacija sekundarnim ionima (engl. secondary ion mass
spectrometry, SIMS).*>’

Nakon nastajanja iona u ionskom izvoru, oni se odjeljuju na temelju omjera mase i
naboja m/z, a za to koristimo razli¢ite analizatore masa. Osnovni parametri koji karakteriziraju
analizatore masa su gornja granica mase, brzina analize, propusnost, to¢nost mase i
razlu¢ivanje. Kvadrupolni analizatori i analizatori s magnetskim sektorom sukcesivno
propustaju ione tijekom vremena tako da samo ioni odredene vrijednosti omjera m/z mogu
pro¢i kroz instrument u odredeno vrijeme. Ionska stupica (engl. ion trap, IT), analizator koji
mjeri vrijeme leta (engl. time of flight, TOF), Fourier-transformirana spektrometrija masa
ionsko-ciklotronske rezonancije (engl. fourier-transform ion cyclotron resonance, FT-ICR) i
orbitrap su analizatori masa koji simultano analiziraju sve ione. Za tandemnu spektrometriju
masa povezuju se isti ili razli¢iti analizatori kako bi se iskoristile najbolje karakteristike
pojedinih analizatora masa.*

Nakon prolaska kroz analizator masa, ioni se moraju detektirati i prevesti u mjerljivi
signal. Detekcija se moZe temeljiti na naboju, masi ili brzini iona. Danas se najcesce koriste
elektronski multiplikator (slika 2.4) i fotomultiplikator koji se temelje na udaru iona na

dinodu ¢ime se generiraju sekundarni ioni koji se pretvaraju u mjerni signal.*

4 2
Dinoda
\\ Elektron N T T
—
: Prema
A . | NSENNTT.. . pojacalu
\_ J

Slika 2.4. Elektronski multiplikator®

Tihana Njegovec Diplomski rad
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2.1.3. Elektrorasprsenje

Ionizacija elekrorasprSenjem je jedna od najblazih nacina ionizacije u spektrometriji masa,
kojom se pri atmosferskom tlaku ioni iz otopine prevode u ione u plinskoj fazi. Omogucuje
analizu malih i velikih molekula, nenabijenih i ionskih spojeva te nekovalentnih kompleksa.
Takoder omogucuje i direktno povezivanje tekucinske kromatografije i spektrometrije masa.
Kod elektrorasprsenja postoji moguénost nastajanja visestruko nabijenih iona S§to omogucuje
detekciju tvari velikin molekulskih masa i s analizatorima malih vrijednosti m/z. Granice
detekcije spustene su na red veli¢ine atomola (10'® mol) smanjenjem brzine protoka
analizirane otopine.® Shematski prikaz elektrorasprienja prikazan je na slici 2.5.

Mehanizam elektrorasprsenja podijeljen je u tri faze:

- nastajanje kapljica,

- smanjenje kapljica,

- nastajanje iona u plinskoj fazi.

) Elekironi
Izvor visokog napona

Slika 2.5. Shematski prikaz elektrorasprienja®

Nastajanje kapljica

Otopina koja sadrzi analit uvodi se u metalnu kapilaru vanjskog promjera 0,2 nm 1 unutarnjeg
0,1 nm na koju se primjenjuje napon 2-3 kV, a koja je udaljena 1-3 cm od vece, planarne,
suprotne elektrode. Pod utjecajem elektricnog polja dolazi do odvajanja naboja, te anioni
putuju prema metalnoj kapilari, a kationi prema katodi, i akumuliraju se na povrSini tekucine.
Kod odredene jakosti elektricnog polja dolazi do formiranja Taylorovog stozca koji pri
dovoljno jakom elektricnom polju postaje nestabilan i na njegovu se vrhu stvara nit tekucine

¢ija je povrsina obogadena pozitivnim ionima. Na odredenoj udaljenosti nit postaje nestabilna

Tihana Njegovec Diplomski rad
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I iz nje nastaju kapljice s visokim udjelom pozitivnih iona. Nastale kapljice pod utjecajem
gradijenta potencijala i tlaka putuju prema analizatoru spektrometra masa. Mijenjanjem

polariteta moguce je proizvesti negativno nabijene kapljice.6

Smanjenje kapljica

Pocetna veli¢ina kapljica ovisi o protoku otopine i svojstvu otapala. Otapalo se grije, stoga
isparava, te dolazi do smanjenja veli¢ine kapljica, no naboj ostaje konstantan. Kad se sila
elektrostatskog odbijanja izjednaci s povrSinskom napeto$cu, postize se Rayleighova granica
stabilnosti. Unutar 100 ps, radijus ishodne kapljice je dovoljno blizu toj granici, te
Columbovim dijeljenjem nastaju manje kapljice koje nose 2% mase i 15% naboja prethodnih
kapljica. Proces dijeljenja se ponavlja dva do tri puta uz konstantno povecanje omjera
pozitivnog naboja na povrsini kapljica i sparenih iona elektrolita u unutrasnjosti (slika 2.6).
Dolazi do nesimetri¢énog dijeljenja kapljica (raspad mlaza) pri ¢emu nastaju dvije vrste
kapljica, velike, sa nezeljeno sparenim ionima elektrolita, 1 male, od kojih nastaju ioni u

plinskoj fazi.®

Nastajanje iona u plinskoj fazi

Postoje dva modela nastajanja iona u plinskoj fazi. Prema modelu ostatka naboja (Dole,
1968.) nastaje jako mala kapljica radijusa oko 1 nm koja sadrzi samo jedan ion te
isparavanjem posljednje molekule otapala nastaje ion u plinskoj fazi, a prema modelu
isparavanja iona (Iribarne 1 Thomson, 1976.) iz kapljice radijusa 8 nm sa suviskom od 70
elementarnih naboja, ioni isparavaju prije postignute Rayleighove granice.®

Otopina koju podvrgnemo elektrorasprSenju, uz analit moze sadrzavati i produkte
elektrokemijskih reakcija te necistoce iz otapala, kao 1 elektrolit koji se dodaje uzorku radi
poboljsanja desorpcije odredene vrste. Tako se kiselina dodaje za povecanje prinosa [M+H]",
a baza za povecanje prinosa [M—H] iona. Prisutnost elektrolita i povrsinski aktivnih tvari
moze zatomiti signal analita, §to je jedan od nedostataka elektrorasprSenja kao nacina

ionizacije.*®
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N=51250 N=51250
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Slika 2.6. Prikaz nastajanja kapljica predaka i potomaka (R = radijus kapljice, N = broj
elementarnih naboja na povrsini kapljice, Af = vrijeme potrebno za smanjivanje kapljice do

veli¢ine kada zapocinje proces Columbova dijeljenja)6

2.1.4. Kvadrupolni analizator masa

Kvadrupol je jedan od najzastupljenijih analizatora. Odjeljivanje iona prema omjeru m/z
temelji se na stabilnoj putanji iona u osciliraju¢em elektricnom polju. loni su filtrirani tako da
samo ioni odredene vrijednosti m/z stizu do detektora pa se kvadrupolni analizatori Cesto
nazivaju i filteri masa. Nedostatak ovog analizatora je slabo razlucivanje, a prednost je
pristupacna cijena, brzina snimanja, te moguénost povezivanja s kromatografskim tehnikama.

Kvadrupol se sastoji od cetiri elektrode koje su dijagonalno elektricki povezane (slika
2.7), jedan par pri tome ima pozitivan, a drugi negativan polaritet. loni koji dolaze iz ionskog
izvora ubrzani potencijalom 5-15 V ulaze u kvadrupol, te putuju paralelno s elektrodama. loni
koji ulaze imaju razli¢ite vrijednosti m/z i u ovisnosti o primijenjenoj struji i polju mogu
zadrzati stabilnu putanju i1 pro¢i analizator ili dotaknuti elektrode i postati neutralne molekule.
Vrijednost m/z koja je propustena kroz kvadrupol odredena je izmjeni¢nim (rf) i istosmjernim
(dc) potencijalom elektroda. U prvom dijelu ciklusa izmjeni¢nog potencijala gornja i donja
elektroda su pozitivno nabijene, te se pozitivho nabijeni ioni fokusiraju u ravnini. Kod

mijenjanja polariteta elektroda, mijenja se i ravnina u kojoj se ioni fokusiraju $to za posljedicu
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ima gibanje iona putanjom vala ¢ija amplituda ovisi 0 omjeru m/z, frekvenciji i jacini
primijenjenog potencijala. loni malog omjera m/z imaju veéu brzinu i amplitudu vala te
udaraju u elektrodu. Njihovo je gibanje odredeno izmjeni¢nim potencijalom, a buduci da se
ioni velikih masa sporije refokusiraju, njihovo je gibanje odredeno istosmjernim potencijalom
te se sporo odmicu od sredine kvadrupola pa su u dovoljnoj mjeri udaljeni da ne udare na
detektor. Takvom kombinacijom istosmjernog i izmjeni¢nog potencijala samo se ioni uskog

raspona vrijednosti m/z propustaju kroz analizator do detektora.**%!

Toni s nestabilnom ’\\
putanjom

Detektor

' Toni sa stabilnom
putanjom

l\ﬁl
Lé: dc i rf napon

Ionizacijska
komora

Slika 2.7. Shematski prikaz kvadrupola®

2.1.5. Tandemna spektrometrija masa uz kvadrupol kao analizator masa

Koristenjem trostrukog kvadrupolnog analizatora (Slika 2.8) moguce je provesti tandemnu
spektrometriju masa. U takvim instrumentima prvi i tre¢i kvadrupol (Q1 1 Q3) su klasi¢ni
kvadrupoli, a sredi$nji (q) sluzi kao kolizijska celija (engl. collision cell) u kojoj uslijed

kolizije s molekulama plina dolazi do fragmentacije iona ili reakcije ion-molekula.
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KVADRUPOL Q1 KOLIZIISKA CELUA g KVADRUPOL Q3 DETEKTOR

o s 00 o \L:> < e ‘=>‘ —
;

), L

SVIIONI ION PREKURSORA ION PRODUKTA

Slika 2.8. Shematski prikaz instrumenta s tri kvadrupola (prilagodeno iz ref.4)

Postoje tri nacina snimanja u takvoj tandemnoj spektrometriji masa (slika 2.9). Ako se snima
ion produkta ili ion fragmenta, u Q1 se odabere ion odredenog omjera m/z koji u q podlijeze
sudaru s molekulama plina, a nastali fragment se analizira u Q3. Drugi nadin snimanja je
snimanje iona prekursura gdje se u Q3 odabere ion odredenog omjera m/z, a prvim se
kvadrupolom selektiraju ioni iz kojih reakcijama ili fragmentacijom u q nastaju ti ioni. Treéi
nacin snimanja je kada je u oba kvadrupola Q1 i Q3 podeSena konstantna razlika u masi a

koja odgovara neutralnom gubitku te se ovdje detektiraju ioni mase m iz kojih u q nastaju ioni

mase m-a.*
Odahir Fragmentacija Detekcija
prekursora fragmenta
Ms1 —-— cib [ ms2 é
Snimanje iona produkta
Snimanje Fragmentacija Odabir
prekursora fragmenta
MS1 % | oD | Ms2—
Snimanje iona prekursora
Snimanje Snimanje
prekursora Fragmentacija fragmenta
mase m mase m-o
MS1 %_.. - CID 1 MS2 %—*

Gubitak neutralne molekule

Slika 2.9. Razli¢iti nacini snimanja u tandemnoj spektrometriji masa (prilagodeno iz ref.4)

Tihana Njegovec Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 11

2.1.6. Tandemna spektrometrija masa

Tandemna spektrometrija masa, ili skraceno MS/MS, je metoda koja ukljucuje barem dva
koraka analize mase, bilo da dolazi do disocijacije molekula ili kemijske reakcije koja
uzrokuje promjenu omjera mase i naboja iona. Prvi analizator se koristi za selekciju iona
prekursora koji u reakcijama fragmentacije daje neutralne fragmente i ione produkte koji se
analiziraju u drugom analizatoru:

mp" —> m¢ +my
gdje je m," masa iona prekursora, my" masa iona produkta, a m, masa neutralne molekule.*

Broj koraka u tandemnoj spektrometriji masa moze se povecati pri ¢emu dobivamo
MS" eksperimente (n = broj generacija iona koji se analizira). Tandemna spektrometrija masa
moze se provoditi u vremenu i prostoru. MS" spektrometrija u vremenu postiZe se koristenjem
ionske stupice, orbitrapa ili FT-ICR analizatora masa, a u prostoru povezivanjem vise
sukcesivnih analizatora u nizu.* Tandemna spektrometrija masa zahtijeva fragmentaciju iona
prekursora odabranih pomocu prvog analizatora kako bi se u drugom analizatoru analizirali
1oni produkta. Ioni koji napustaju ionski izvor mogu se svrstati u tri kategorije: ioni koji stizu
do detektora, a da na tom putu ne dode do fragmentacije; ioni koji fragmentiraju ve¢ u
ionskom izvoru pa do detektora dolaze samo ioni fragmenata, te metastabilni ioni koji iz
ionskog izvora izlaze bez fragmentacije, medutim fragmentiraju prije nego ion stigne do
detektora.* Da bi se olaksala strukturna analiza promatrane molekule, ion prekursor se aktivira
kolizijom induciranom disocijacijom (engl. collision induced dissociation, CID) ili kolizijom
aktiviranom disocijacijom (engl. collision activated decomposition, CAD) pri ¢emu dolazi do
povecanja unutrasnje energije, a time i povecanja ucestalosti fragmentacije. Ovako inducirana
disocijacija uklju¢uje proces od dva koraka. Prvi korak je jako brz (10'*~107'®s), te se sastoji
od kolizije iona i inertnog plina (N,, Ar ili He) gdje se dio translacijske energije iona pretvara
u unutrasnju energiju, te ion prelazi u pobudeno stanje. Drugi korak je dekompozicija
aktiviranog iona.*

Nacin fragmentacije molekula ovisi o koli¢ini dovedene energije, a ne o metodi
aktivacije iona. S obzirom da je energija jednako raspodijeljena unutar molekule, mjesta
cijepanja ¢e biti najslabije veze u molekuli. Iz tog razloga molekule s viSe atoma trebaju vise
energije ili vise vremena za fragmentaciju.*

Postoji nekoliko metoda aktivacije iona kroz sudare. Najcesce je to sudar ubrzanih

iona s molekulama inertnog plina. U instrumentima s prostorno odvojenim analizatorima,
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izmedu dva analizatora postavljena je kolizijska celija. To je zapravo mala komora s ulaznim i
izlaznim otvorima koja sadrzi inertni plin pod dovoljnim tlakom za sudare s ionima. U
MS/MS instrumentima koji se temelje na vremenski odvojenim koracima analize jednostavno
se uvodi inertni plin u ionsku stupicu ili ICR.*

Za fragmentaciju pri visokoj energiji (nekoliko tisu¢a eV) koriste se analizatori s
magnetskim sektorom ili TOF. U takvim uredajima, kolizijska ¢elija je smjestena izmedu dva
analizatora, a najcesc¢e koristen inertni plin je He. Zbog visoke energije dolazi do elektronske
ekscitacije iona te pucanja veza prostorno udaljenih od atoma koji nose naboj.*

Za fragmentaciju kod nizih energija (1-100 eV) koriste se trostruki kvadrupol,
ionska stupica i ICR analizatori. Povecanje unutarnje energije dovoljno je za vibracijsko
pobudivanje iona te nakon dostizanja odredene koli¢ine energije dolazi do cijepanja
najslabijih veza u molekuli, te su ovdje fragmentacijski mehanizmi usmjereni nabojem, tj.
pucaju veze u blizini atoma koji nosi naboj. Kod nize energije koriste se tezi plinovi kao $to

su argon, ksenon ili kripton jer dopustaju prijenos vise energije.**°

Razvijene su i druge metode aktivacije kao §to su:
- SID - povrsinom inducirana disocijacija (engl. surface induced dissociation),
- IRMPD - fotodisocijacija ili infracrvena multifotonska disocijacija  (engl.
photodissociation or infrared multiphoton dissociation),
- ECD - disocijacija uvjetovana zahvatom elektrona (engl. electron capture dissociation),

- ETD - disocijacija prijenosom elektrona (engl. electron transfer dissociation).*

2.1.7. Reakcije u tandemnoj spektrometriji masa

Najcesca vrsta reakcije nastala kolizijom sa neutralnom molekulom N odgovara promjeni
mase:

mp" +N —> m{"+m,+N

Ako je plin s kojim se sudaraju ioni kemijski reaktivna vrsta moze do¢i do reakcije

udruzivanja te dobivamo ion adukt s masom vec¢om od iona prekursora:

my +my, — (Mmp+mgy)”
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Ove dvije vrste reakcija takoder su uo¢ene pri koliziji negativnih iona.
Ostale vrste reakcija nastale kolizijom ukljuc¢uju promjenu naboja:
1. lzmjena naboja:
my  +N —> mp+N"
my,+N —> my+N"~
2. Djelomicni prijenos naboja:

mp2+ + N % n’]p.+ + N.Jr

3. Uklanjanje ili inverzija naboja:
me+N —> m," +N+e
m"+N —>m” +N+e

my +N —> my"+N+e
Promjena naboja moze biti kombinirana sa promjenom mase:
mp +N—> m¢+mp+N+2e
reakcija koja odgovara gubitku naboja i
my” + N —> mg" + mg" + N
reakcija koja odgovara odvajanju naboja.
Vrsta reakcije koja se promatra ovisi o kinetickoj energiji iona prekursora koji se
sudara s neutralnom molekulom N.

MS/MS spektri se koriste za odredivanje strukture, odredivanje mehanizma

fragmentacije, promatranje reakcija ion-molekula i odredivanje termokemijskih podataka.*
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2.2. Aroilhidrazoni

Hidrazoni su organski spojevi osnovne strukture:

Nastaju reakcijom hidrazina s ketonom ili aldehidom. Aroilhidrazoni nastaju reakcijom
aroilhidrazida i ketona ili aldehida i Siroko su koristeni kao ligandi u koordinacijskoj kemiji.
Bioloska aktivnost moze se pripisati azometinskoj skupini C=N. Oba dusikova atoma su
nukleofilnog karaktera, dok atom ugljika posjeduje i elektrofilni i nukleofilni karakter.'?

Aroilhidrazoni istrazuju se zbog svoje farmakoloske primjene. BioloSka vaznost ovih
spojeva ukljucuje antimikrobno, antituberkulozno i protuupalno djelovanje. Takoder, njihova
sposobnost stvaranja kompleksa s metalnim kationima ih ¢ini dobrim analitickim reagensima
za spektrofotometrijsko 1 spektrofluorimetrijsko odredivanje metala, primjerice Zeljeza, nikla,
kobalta i bakra.! Nagin koordinacije hidrazonskih liganada ovisi o razli¢itim ¢Gimbenicima kao
Sto su uvjeti reakcije, stabilnost nastalog kompleksa, te polozaj, broj i priroda supstituenata
vezanih na hidrazonski dio molekule. Detaljno su proucavani kompleksi aroilhidrazona
dobivenih iz hidrazida nikotinske kiseline sa niklom(ll), cinkom(ll), aluminijem(lll),
kadmijem(11), manganom(l1) i bakrom(11).*?

Aroilhidrazoni tipa R—CONH-N=CH-R' dobiveni kondenzacijom aromatskih
aldehida i aroilhidrazida ¢ine niz bioloski aktivnih liganada koji se koriste u medicinskoj
biokemiji. Pogodni supstituenti mogu poboljsati njihova koordinacijska svojstva. Tako
primjerice aroilhidrazoni sintetizirani iz salicilaldehida imaju bolja vezna svojstva od onih
izvedenih iz benzaldehida zbog dodatne hidroksilne skupine smjestene u ortho polozaju
prema dvostrukoj vezi C=N. Proucavan je utjecaj supstituenata na aldehidnom dijelu
molekule na svojstva aroilhidrazona s ciljem priprave novih farmakoloski aktivnih spojeva.
Promjene u polozaju supstituenata mijenjaju svojstva hidrazona, a time dovode do
raznolikosti u njihovom potencijalnom terapeutskom djelovanju.™

Poznato je da aroilhidrazoni podlijezu keto—enolnoj tautomeriji (slika 2.10).

Stabilizacija intramolekulskim te intermolekulskim vodikovim vezama aroilhidrazona s
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otapalom &ini ketoaminski tautomer (forma 1) stabilnijim u otopini.”>™*’

Istrazivanja su
pokazala da kompleksiranje s metalnim ionima uglavnom pogoduje nastanku enoliminskog
(forma 11) tautomera, gdje hidrazon veze ion metala preko enolnog i fenolnog kisika te
azometinskog dusika.’* Medutim, kao $to je utvrdeno u slucaju kompleksa sa Zn(ll), veza s
ionom metala moze biti ostvarena preko karbonilnog kisika, azometinskog dusika i fenolnog
kisika te se ligand u kompleksu nalazi u formi I.*3

Potvrdeno je i postojanje E/Z izomerizacije oko dvostruke —C=N- veze.'® Razli¢iti
tautomerni i izomerni oblici imaju razlicita spektralna svojstva pa ih se moze razlikovati na
temelju njihovih IR, UV-Vis i NMR spektara.'®*® U slu¢aju hidrazona nastalih iz hidrazida
izonikotinske Kiseline pokazalo se kako je u znacajnijoj koli¢ini prisutan manje stabilan Z
izomer.'®

Kod aroilhidrazona dobivenih kondenzacijom salicilaldehida i nikotinohidrazida moze
do¢i do dodatne tautomerizacije jer se hidroksilna skupina nalazi u ortho polozaju u odnosu
na C=N azometinsku vezu (forma II1). Na slici 2.10 prikazane su strukture sva tri moguca

tautomera.

T

Slika 2.10. Tautomeri aroilhidrazona dobivenog iz salicilaldehida i nikotinohidrazida'®
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2.2.1. ESI-MS i MS/MS analiza aroilhidrazona dobivenih iz nikotinohidrazida

U radu D. Strazi¢ i suradnika provedena je detaljna strukturna analiza aroilhidrazona
dobivenih iz nikotinohidrazida spektrometrijom masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem.
Snimljeni su MS spektri u pozitivnom, ESI(+), i negativnom nacinu rada, ESI(-), kao i
MS/MS spektri, te su na temelju dobivenih rezultata predloZzene sheme fragmentiranja. Bazni
signali u MS spektrima odgovaraju ionima [M+H]" i [M—H] . Pokazano je da razli¢iti faktori
kao sto su pH, koncentracija elektrolita i sastav otapala utje¢u na zastupljenost pojedinih iona.
Utjecaj otapala proucen je usporedbom MS spektara uzoraka u metanolu, acetonitrilu te uz
dodatak natrijeva acetata. Metanol i acetonitril su polarna otapala i imaju sli¢na svojstva kao
Sto su povrSinska napetost, hlapljivost 1 dielektricna konstanta. Metanol je proti¢no, a
acetonitril aproti¢no otapalo stoga drugacija ucinkovitost nastajanja iona moze rezultirati
razli¢itim intenzitetima signala u spektru. Kod dodatka natrijeva acetata intenziteti signala
adukata natrija znatno su povecani i signal iona [M+Na]" postaje bazni signal.*®

Interpretacija MS/MS spektara aroilhidrazona dobivenih iz nikotinohidrazida i 3-
metoksi- te 4-metoksisalicilaldehida, pokazala je da u slucaju ta dva izomera, dolazi do
razlike u intenzitetima signala zbog razlicitih fragmentacijskih puteva. U slucaju 3-metoksi
izomera, u spektru je uocen novi signal koji se pojavljuje zbog tautomerne konverzije
amidnog djela molekule u ketoamino oblik. U slu¢aju 4- metoksi izomera, ne dolazi do
tautomerne promjene i amidni dio molekule je u enolnom obliku tako da navedeni signal nije

uocen.

2.3. Galij i kompleksi galija(l1l)

Galij je rijedak kemijski element, pripada 13. grupi elemenata, srebrne je boje i lako se tali.
Tragove galija nalazimo u svim rudama aluminija, a naden je i u rudama cinka. Elementarni
galij dobiva se elektrolizom luZnate otopine galijeva hidroksida. KarakteristiCan je po vrlo
niskom taliStu od 29,8 °C. VreliSte mu je visoko (oko 2000 °C) pa je u teku¢em agregatnom
stanju u najsirem podrucju temperature u usporedbi s drugim tvarima koje su takoder tekucine
pri temperaturi blizu sobne. Spojevi galija pripadaju stupnjevima oksidacije +1, +2 i +3,
medutim, +1 spojevi galija nisu sa sigurno$¢u potvrdeni. Spojevi galija stupnja oksidacije +3

sli¢ni SU odgovaraju¢im spojevima aluminija i Zeljeza.20
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Tijekom posljednjih godina galij je proucavan zbog Siroke primjene njegovih
kompleksnih spojeva. Kompleksi galija su bioaktivni spojevi, a primjenjuju se i kao materijali
u optoelektronickim uredajima, kao katalizatori 1 slino. Jaka motivacija za nastavak
istrazivanja spojeva galija je sposobnost galij(Ill) nitrata za inhibiranje stani¢nog rasta
tumora in vivo i in vitro.”! Medutim, u vodenim otopinama, mali, ali visoko nabijeni galij(l11)
ioni gotovo potpuno hidroliziraju u Sirokom rasponu pH podrucja i pritom stvaraju razlicite
vrste hidroksida. Da bi se sprijeéila hidroliza, galij se koordinira s organskim ligandima, takvi
galij(111) kompleksi postaju hidroliti¢ki stabilni, posjeduju bolju oralnu biodostupnost te
sposobnost prodiranja u membranu.??

Galijevi(ll1) ioni kompleksirani sa aroilhidrazonima imaju Sirok spektar terapeutskih
u¢inaka, medu kojima se istiCu njegova antiproliferativna svojstva. Galij se akumulira na
mjestima ubrzane celularne proliferacije, posebice u malignim tkivima. Glavni mehanizmi
djelovanja galija temelje se na slicnosti kemijskih svojstava sa zeljezom. Zamjenom
zeljeza(IlT) s galijem(ll) blokira se djelovanje ribonukleotidne reduktaze. Galij ometa
apsorpciju i metabolizam Zeljeza, te inducira apoptozu proliferirajucih stanica. Provedena su
istrazivanja gdje je usporedena antiproliferativna aktivnost galijeva nitrata 1 Ga—PIH
(pirodoksal—izonikotinoil-hidrazon). Pokazano je da je Ga—PIH aktivniji u smislu inhibicije
rasta tumorskih stanica nego sam PIH ili galijev nitrat. Razlog tome je Sto PIH djeluje kao
lipofilni prijenosnik preko staniéne membrane. Medutim, ne djeluju svi ligandi klase
aroilhidrazona na isti nacin. U slucaju galijevog kompleksa sa salicilaldehid—para—t—
butilbenzoil hidrazonom nije se pokazao veci u¢inak nego kao kod samog liganda, pa se moze
zakljuciti kako promjene u polozaju supstituenata mjenjaju svojstva spojeva, a time i njihovo

djelovanje.!*®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

KorisStene su sljedece kemikalije:

N'-saliciliden-3-piridinkarbohidrazid (skrac¢eno H,L1)
N'-(2-hidroksi-3-metoksifenilmetiliden)-3-piridinkarbohidrazid (skra¢eno H,L2)
N'-(2-hidroksi-4-metoksifenilmetiliden)-3-piridinkarbohidrazid (skra¢eno H,L.3)
N'-(2-hidroksi-5-metoksifenilmetiliden)-3-piridinkarbohidrazid (skrac¢eno HyL4)
Galijev nitrat hidrat, Ga(NO3)3; » nH,O, p.a. ¢istoca , Alfa Aesar
Dimetilsulfoksid, DMSO, p.a. ¢istoca, Carlo Erba

Metanol, CH3;OH, HPLC ¢istoce, J. T. Baker

Galijev(l11) perklorat, Ga(ClO4)s — otopina koncentracije 0,01 mol L™, u vodi
Perklorna kiselina, HCIO, ishodna otopina koncentracije 0,1 mol L™, u vodi

Aroilhidrazone je sintetizirao dr. sc. Darko Kontrec na Institutu Ruder Boskovi¢
prema metodi opisanoj u radu T. Benkovica 1 sur.”’
Otopine galijeva perklorata i perklorne kiseline su ustupljene od strane doc. dr. sc. Ane

Budimir sa Farmaceutsko—biokemijskog fakulteta.

3.2. Instrumentacija

Spektri su snimljeni spektrometrom masa Agilent Technologies 6420 Triple Quadrupole uz
direktno uvodenje uzoraka preko Agilent 1200 HPLC sustava te uz elektrorasprSenje kao
ionizacijski izvor. Injektirano je po 5 pL otopine uzorka uz protok mobilne faze od 0,2 mL
min . Spektri su snimljeni uz pozitivnu ionizaciju ESI(+) u podru&ju vrijednosti m/z od 10
do 1000. Potencijal na kapilari iznosio je 4 kV, napon fragmentora 135 V, protok plina (N)
0,6 dm® min™t i temperatura 300 °C. U tandemnoj spektrometriji masa koriStene su kolizijske

energije 20 —30 V. Kao kolizijski plin koristen je dusik.

Tihana Njegovec Diplomski rad
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3.3. Priprema otopina
3.3.1. Priprema ishodnih otopina aroilhidrazona i galija

Ishodne otopine aroilhidrazona su pripremljene otapanjem odredene koli¢ine pojedinih

aroilhidrazona u metanolu tako da kona¢ne koncentracije iznose 1 X 10 mol L™

3.3.2. Priprema otopina kompleksa

Otopine kompleksa pripremljene su mijeSanjem ishodnih otopina: vodena otopina galijevog
perklorata uz perklornu kiselinu (c(HCIO,) = 0,003 mol L™, pH = 2,52) i metanolna otopina
hidrazona, tako da je konaan omjer metanol:voda iznosio 1:1. Konacna koncentracija liganda
bila je 5 x 10* mol L™, a omjer metala i liganda 1:1 i 1:2 za spoj H,L1, odnosno 1:1, 1:2 i
1:4 s ligandima H,L2-H,L 4.

Ispitan je 1 utjecaj klorovodi¢ne kiseline na izgled spektara. Otopine su pripremljene na
isti na¢in kako je prethodno opisano, jedino je umjesto perklorne kiseline dodana

klorovodic¢na kiselina.

3.4. Spektrometrija masa
3.4.1. MS i MS/MS spektri otopina izoliranih kompleksa galija(lll) i aroilhidrazona

Otopine za snimanje MS i MS/MS spektara priredene su na sljedeci nac¢in: izoliran kompleks
otopljen je u 100 uL DMSO te je dodan metanol do 10,0 mL. Koncentracija kompleksa
iznosila je 5 x 10 mol L. Otopina je uvedena u instrument pomoéu mobilne faze sastava

metanol:voda 1:1. Snimljeni su MS i MS/MS spektri u pozitivnom nacinu rada.
3.4.2. MS i MS/MS spektri otopina galija(lll) i aroilhidrazona
MS i MS/MS spektri otopina kompleksa galija i aroilhidrazona (priprava opisana pod 3.3.2)

snimani su tako da su otopine kompleksa uvedene u instrument pomoc¢u mobilne faze sastava

metanol/voda 1/1. Snimljeni su MS i MS/MS spektri u pozitivnom nacinu snimanja.

Tihana Njegovec Diplomski rad
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

Provedena je detaljna karakterizacija kompleksnih spojeva galija(lll) i aromatskih hidrazona
izvedenih iz nikotinohidrazida i salicilaldehida te njegovih metoksi derivata u sustavu otapala
metanol/voda 1/1 uz perklornu kiselinu te klorovodi¢nu kiselinu. Snimljeni su ESI(+) MS te
MS/MS spektri otopina galijeva(lll) perklorata i navedenih aromatskih hidrazona pri ¢emu je
variriran omjer metala i liganda. Uzorci su snimljeni odmah po pripravi otopina i nakon 24
sata budu¢i da je spektrofotometrijskim mjerenjima odredeno vrijeme potrebno za
uspostavljanje ravnoteze od priblizno jednog sata. Takoder su snimljeni i analizirani MS
spektri otopina cvrstih kompleksa sa navedenim ligandima. Tandemna spektrometrija masa
provedena je na odabranim pozitivno nabijenim ionima te su predlozene odgovaraju¢e sheme

fragmentiranja. Strukture aroilhidrazona prikazane su na slici 4.1.

OCH,
HO 0 HO
(0]
N N X
H H
\N N/
H,L1 H,L2
HO
o HO OCHj o)
N N
N X | N N OCH,
H
=
=
\ N
H,L3 H,L4

Slika. 4.1. Strukture istrazivanih aroilhidrazona
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Galij ima dva stabilna izotopa ®Ga i "*Ga udjela priblizno 60% i 40% (Tablica 4.1). U MS
spektrima nastalih kompleksa uocena je karakteristiCna izotopna raspodjela za ione Koji

sadrze galij pa su se odgovarajuci signali nalazili na vrijednostima m/z i m/z +2. U daljnjem

tekstu opisani su ioni mase koja odgovara najzastupljenijem izotopu metala, *°Ga (slika 4.2).

Tablica 4.1. 1zotopna raspodjela galija

Izotop galija Prirodna rasprostranjenost / %
%Ga 60,12
"Ga 39,88
.
S e — o = =
606 607 608 611 612 613 614 615

m/z

Slika 4.2. 1zotopna raspodjela za ion kompleksa [Ga(HL),]" pri m/z 609

Tihana Njegovec
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4.1. MS spektri otopina galija(lll) i spojeva H,L1-H,L4

Snimljeni su spektri masa otopina galijeva(lll) perklorata i aroilhidrazona u omjeru 1:2
odmabh pri pripravi otopine i nakon 24 sata te su prikazani na slikama 4.3 i D1-D4. Relativni
intenziteti signala dani su u tablici 4.2. Takoder su snimljeni i spektri otopina molarnih omjera
metal:ligand 1:1 i 1:4 te su rezultati prikazani u tablicama D1 i D2.

U svim spektrima uocen je signal molekulskog iona pri m/z 549 za kompleks Ga-
H,L1, odnosno pri m/z 609 za ostale komplekse, koji odgovara kompleksu galija s dvije
molekule liganda. Povecanjem udjela liganda (povecanje molarnog omjera metal:ligand s 1:1
do 1:4) povecava se udio iona pri m/z 609 (tablica D3). Signal pri m/z 408, odnosno m/z 438,
koji odgovara kompleksu galija s jednom molekulom dvostruko deprotoniranog liganda te
perklornom kiselinom je osnovni signal u spektrima otopina Ga-H,L2 i Ga-H,L3. Signal pri
m/z 326, odnosno m/z 356, odgovara kompleksu galija i jedne molekule liganda s vodom.
Signal m/z 308, odnosno m/z 338 odgovara kompleksu galija i jedne molekule liganda. Pojava
ovog signala, kao i signala koji odgovaraju kompleksu galija i jedne molekule liganda na koje
su vezane razne molekule kao $to su perklorna kiselina i voda, ukazuje na to da u otopini
nastaju ne samo kompleksi u kojima je omjer Ga i liganda 1:2, ve¢ i kompleksi omjera 1:1.

Takoder je u spektrima masa uocen i signal pri m/z 310, odnosno m/z 340, koji bi se
mogao asignirati ionima ["*Ga(I11)(L)]* i [*Ga(l)(H,L)]*. U spektrima kompleksa Ga-HL1
osnovni signal je pri m/z 242 §to odgovara protoniranoj molekuli liganda, a to ukazuje na
postojanje neizreagiranih molekula liganda u otopini, odnosno najmanjoj stabilnosti tog
kompleksa. U svim spektrima uoceni su i signali u podrucju vrijednosti m/z od 78 do 148 koji
odgovaraju ionima nastalim fragmentacijom dijela molekule koji potjece iz hidrazina i
detaljno su opisani u radu D. Strazi¢'® te neée biti opisivani u ovom radu (slika 4.4). Bitnijih
razlika izmedu spektara otopina snimljenih odmah po pripravi i nakon 24 sata nema.

Predlozene strukture iona navedenih kompleksa prikazane su na slici 4.5.
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438

a) 100 -
% GaH,L3 =12
t=0
80 —
60 —
s 384
20
356
149
338
272 609
o LL !h I.Iilllrl..wx by A A : "
100 200 300 400 500 600 700
m/z
b) 100 - 438
GaH,L3 =1:2
% t=24h
80 —
60
384
40 -
20 - 149
272 356
[ l 338 609
0 .[ll|||“ “lll"‘u ‘I LIJ % L Ih ‘.L n.lk ‘
100 200 300 400 500 600 700
m/z

Slika 4.3. Spektri masa otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L.3 i u omjeru 1:2
(c(H,L3) = 5x10* mol L™, ¢(Ga*") = 2,5x10* mol L™) u sustavu metanol/voda 1/1 uz
perklornu kiselinu (c(HCIO,4) =0,003 mol L™; pH = 2,52), a) odmah po pripravi otopine i b)

24 sata nakon priprave otopine. Napon fragmentora 135 V.
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Tablica 4.2. Vrijednosti m/z i relativni intenziteti signala ocitani iz spektara masa otopina galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L1-H,L4

molarnog omjera 1:2 (c(H,L) = 5x10* mol L ™) u otapalu metanol/voda 1/1 uz perklornu kiselinu (c(HCIO4) =0,003 mol L™; pH =2,52)

snimljenih odmah po pripravi otopine i nakon 24 sata

Rel. intenzitet / Rel. intenzitet / %

%
Ga- H,L1 Ga- H2L2 Ga—H2L3 Ga- HoL4
m/z lon
m/z t=0 | t=24h t=0 | t=24h | t=0 | t=24h | t=0 | t=24h
549 | 16,62 | 18,68 | 609 | 2537 | 16,49 | 019 | 1,93 | 1345 | 852 [Ga(HL)]*

408 | 1,76 3,63 438 | 92,35 100 100 100 76,92 | 82,28 [Ga(L)(HCIO,)]"

326 | 2,24 4,47 356 | 47,00 | 58,17 | 10,26 | 12,72 | 30,39 | 30,72 [Ga(L)(H.0)]"

["Ga(ll)(L)]+
310 | 2,72 6,44 | 340 | 12,72 | 11,28 | 3,35 4,32 8,38 8,48 (°Ga() (HoL)]"

308 | 057 | 051 |338| 872 | 858 | 1,70 | 071 | 2,72 | 2,77 [Ga(L)]*

242 100 100 272 100 79,45 1,01 10,57 | 54,40 | 34,46 [HoL + H]'

*Signali relativnog intenziteta 100% pripisani su izotopnom signalu ili aduktima koji nisu navedeni u tablici.
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20
% 123
15 - 121
120
10
106
10
5 -
148
1 79 m
78 A
0 M A A L\,_ J ‘\ A
: T : T : T : | I . | u T : 1

I
70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z

Slika 4.4. Uvecani prikaz dijela spektra od m/z 70 do m/z 150 iz spektra otopine kompleksa
Ga-H;L3 (molarni omjer metal:ligand 1:2, t = 24 h)
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| HClo4

RQ\A\\/ \ V\O_R b
NS f%\

o

N m/z 438 (Ga-H,L2 - Ga-H,L4)
H m/z 408 (Ga-H,L1)
m/z 609 (Ga-H,L2 - Ga-H,L4)
m/z 549 (Ga-H,L1)
H,0 Ga _l +
| / \o
Ga _l + (0] G
/ \O —; R
fe) N
= L AN \N ~ ™ x
|
N
N m/z 338 (Ga-H,L2 - Ga-H,L4)

m/z 508 (Ga-H,L1)

m/z 356 (Ga-H,L2 - Ga-H,L4)
m/z 326 (Ga-H,L1)

m/z 272 (Ga-H,L2 - Ga-H,L4)
m/z 242 (Ga-H,L1)

Slika 4.5. Strukture iona predloZene na temelju MS spektara otopina galija i liganada H,L1-
H,L4
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Dodatno su snimljeni spektri kompleksa Ga-H,L2, Ga-H,L3 i Ga-H,L4 u sustavu otapala
metanol/voda uz dodatak klorovodi¢ne kiseline kako bi se provjerio utjecaj kiseline na izgled
MS spektara. Spektar masa kompleksa Ga-H,L 2 prikazan je na slici 4.6, a relativni intenziteti
dobivenih iona u tablici 4.3. Za ione koji sadrze osim galija i klor (koji se uglavnom sastoji od
3Cli ¥Cl, 76% i 24%) uo&eni su i izotopni signali pri m/z +4. Izotopni signali iona koji
sadrze i galij i klor na vrijednostima m/z +2 mogu biti posljedica kombinacije ®*Ga i *'Cl ili
"'Ga i *Cl. Uodeni su signali iona pri m/z 438 [Ga(L)(HCIO.)]", m/z 374 [Ga(L)(HC)]*, m/z
356 [Ga(L)(H.0)]*, m/z 338 [Ga(L)]" i m/z 272 [H.L+H]". Signali iona [HyL+H]" nizi su
nego u slucaju kada je koristena perklorna kiselina §to znaci da hidrazon nije znatno disociran
ili da je doslo do supresije signala. Signali iona [Ga(L)(HCI)]" pri m/z 374 relativnog
intenziteta oko 50% primijeéeni su sSamo kad je koristena klorovodi¢na kiselina. Struktura tog
iona prikazana je na slici 4.7. Signali dvostruko nabijenih iona nisu uoceni, kao ni signali koji

odgovaraju aduktima s metanolom.

100 438

% Ga:H,L2 = 1:1

o 356

384

60 - 374

40

20 - 149

338

200 300 400 500
m/z

Slika 4.6. Spektar masa otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L2 u omjeru 1:1
(c(H,L) = ¢(Ga®") = 5x10* mol L™) u sustavu otapala metanol/voda 1/1 uz klorovodi¢nu
kiselinu (c(HCI) = 0,003 mol L™*; pH = 2,52) snimljen 24 sata nakon priprave otopine
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Tablica 4.3. Vrijednosti m/z i relativni intenziteti signala ocitani iz spektara masa otopina
galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L1-H,L4 molarnog omjera 1:1 (c(H,L) = c(Ga®") =
5x10 % mol L) u sustavu otapala metanol/voda 1/1 uz klorovodi¢nu kiselinu (c(HCI) = 0,003
mol LY; pH = 2,52)

Relativni intenzitet / %
lon m/z Ga-H,L2 | GaH,L3 | GaH,L4
[Ga(L)(HCIONT' 438 97,05 80,37 84,13
[Ga(L)(HCI)]* 374 55,34 48,94 47,94
[Ga(L)(H.0)]* 356 78,60 28,09 35,00
[Ga(L)]* 338 12,59 1,87 2,95
[HoL + H]* 272 2,38 0,88 3,53

*Signali relativnog intenziteta 100% pripisani su izotopnom signalu ili aduktima koji nisu

navedeni u tablici.

\

m/z 374

Slika 4.7. PredloZena struktura iona Sa signalom pri m/z 374 u spektrima otopina kompleksa u

sustavu metanol/voda 1/1 uz klorovodi¢nu kiselinu
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4.1.1. ESI(+) MS/MS analiza odabranih iona

Snimljeni su ESI(+) MS/MS spektri masa iona vrijednosti m/z 549, m/z 408, m/z 326 i m/z 310
za kompleks Ga-H,L1 i vrijednosti m/z 609, m/z 438, m/z 356 i m/z 338 za ostale komplekse.

U ESI(+) MS/MS spektrima iona m/z 549 i m/z 609 (slika 4.8) osnovni su signali
ujedno i signali molekulskih iona §to ukazuje na to da su veze izmedu galija i liganda jake te
teSko pucaju. lon m/z 549, odnosno m/z 609 sadrzi dvije molekule liganda te fragmentacijom
obje molekule liganda nastaju ioni pri m/z 326, odnosno m/z 356, a gubitkom jedne molekule
liganda ioni pri m/z 338, odnosno m/z 308, s time da su signali pri m/z 356 i m/z 326 veéeg
intenziteta u svim kompleksima. Takoder su uoceni i signali iona koji potje¢u od hidrazida,
pri m/z 106, m/z 105 i m/z 78. Signali navedenih iona su visokih intenziteta (10-60%) S$to
zna¢i da veze unutar liganda lako pucaju. Uocen je i ion pri m/z 150 koji potjece od aldehida.
Samo u spektru kompleksa galija sa ligandom H,L2 uocen je i ion m/z 135 koji moZe nastati
iz iona m/z 150 koji se nalazi u keto tautomernom obliku.'® PredloZene sheme fragmentiranja

prikazane su na slikama 4.9 i D4, a relativni intenziteti dobivenih iona u tablici D4.

549

Nk Ga-H,L1
%
80
106
60 + 326
40+ 308
120
20
69
5 282 o
0 _AIAI - Illxtdll. |lIJ' | !
0 100 200 300 400 500 600

m/z
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b) 100 - 609
Ga-Hal2
%
80 |
60 -
356
N 135 338
6978 | l
0 'HI' N ‘l . ‘I ‘l ‘ ‘J]J‘ ‘l‘ . ‘
0 100 200 300 400 500 600 700
m/z

Slika 4.8. MS/MS spektri iona [Ga(HL),]" m/z 549 (a) i m/z 609 (b) dobiveni uz kolizijsku
energiju od 30 V
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Slika 4.9. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(HL),]" m/z 609 uz kolizijsku energiju
od 30 V

U MS/MS spektru iona [Ga(L)(HCIO4)]" m/z 408, odnosno m/z 438 za metoksi derivate,
mozemo uociti da je ion stabilan 1 veze galija s duSikom 1 kisikom iz liganda su jake, pa
fragmentira gubitkom molekule perklorne kiseline, pri ¢emu nastaje ion pri m/z 337, ili pucaju
veze na ligandu pri ¢emu nastaju ioni pri m/z 328, m/z 327 i m/z 192. Takoder su uoceni ioni
koji potjecu od aldehida pri m/z 78, te ioni koji potjecu od hidrazida, pri m/z 148, m/z 121, m/z
106 i m/z 105. MS/MS spektri prikazani su na slici 4.10, a predlozene sheme fragmentiranja
iona na slikama 4.11 i D5. Podaci o relativnim intenzitetima dobivenih iona prikazani su u

tablici D5. U spektru iona m/z 408 mozemo uociti da dolazi do pucanja veza na ligandu te
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nastaju ioni pri m/z 297 i m/z 192 koji sadrze galij. Nastaje ion koji potjece od hidrazida pri
m/z 148 i ion koji potjece od aldehida pri m/z 120.

438
100
a) Ga-H,L4
% J
80
60
106
40 - 148
105
20
. 337
6979 19{’2 327
0 | b il - ' . '
0 100 200 300 400 500
m/z
408
100
b) Ga-H,L1
%
80 4
60
40
20 ~ 192
148 297
0 = 1 t’ I T L s T L 1
0 100 200 300 400 500
m/z

Slika 4.10. MS/MS spektri iona [Ga(L)(HCIO4)]" m/z 438 (a) i m/z 408 (b) dobiveni uz
kolizijsku energiju od 20 V

Tihana Njegovec Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 33

m/z 105

y /2121 iz
+1] " “Ga(l)
m/z 69

m/z 79

0 —] - nu() 3
OCH;

8 O gt e

m/z 148
m/z 354 m/z 438
samo kod Ga-H,L2 / \

/

e
fj/L \JO O/L \Gm.

N
m/z 337

kod sva tri kod Ga-H,L2 i Ga-H,L3

Slika 4.11. PredloZena shema fragmentiranja iona [Ga(L)(HCIO4)]" m/z 438 uz kolizijsku
energiju od 20 V

Signal pri m/z 356 asigniran je ionu [Ga(L)(H,0)]" koji fragmentacijom gubi metilnu skupinu
I nastaje ion m/z 341, odnosno vodu pri ¢emu nastaje ion m/z 338. Ostali fragmenti nastaju
pucanjem veza na ligandu i sadrze galij. Ton m/z 313 bazni je signal u spektru masa otopine
kompleksa galija(lll) s H,L3, a ion pri m/z 164 za komplekse galija(lll) s HoL2 i H,LA4.
Takoder su u spektrima uoceni signali iona koji potjec¢u od hidrazida i aldehida. lon m/z 326
uglavnom fragmentira tako da dolazi do pucanja veza na ligandu i nastaju ioni m/z 207 i m/z
189 koji sadrze galij. Bazni signal je pri m/z 78, a odgovara ionu koji potjee od hidrazida.
Uoceni su i ioni pri m/z 121 i m/z 106 koji takoder potjecu od hidrazida. MS/MS spekitri
prikazani su na slici 4.12, predlozene sheme fragmentiranja iona na slikama 4.13 i D6, a

relativni intenziteti dobivenih iona u tablici D6.
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Slika 4.12. MS/MS spektri iona [Ga(L)(H20)]" m/z 356 (a) i m/z 326 (b) dobiveni uz
kolizijsku energiju od 30 V
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Slika 4.13. Predlozena shema fragmentacije iona [Ga(L)(H,0)]" m/z 356 uz kolizijsku
energiju od 30 V

lon m/z 338, asigniran kao ion [Ga(L)]", iz sva tri kompleksa je nestabilan, odmah fragmentira
I nastaje pretezito ion m/z 106 ciji signal je bazni signal, a potjece od hidrazida (slika 4.14).
lon m/z 310 moguce je smjesa dva iona razlicitih struktura, ali istih masa. Na temelju ovih
podataka ne moze se sa sigurnos¢u odrediti nacin koordiniranja liganda i struktura kompleksa.
Navedeni ion fragmentacijom daje ione koji potjecu od aldehida (m/z 120) i hidrazida (m/z
106) sto ukazuje na pucanje veza na ligandu. Fragmentira i na ion m/z 71 i m/z 105 sto
ukazuje na strukturu [‘Ga(ll)(L)]*. Predlozene sheme fragmentiranja navedenih iona

prikazane su na slikama 4.16 i 4.17.
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Slika 4.14. MS/MS spektar iona [Ga(L)]" m/z 338 dobiven uz kolizijsku energiju od 20 V
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Slika 4.15. MS/MS spektar iona m/z 310 dobiven uz kolizijsku energiju od 20 V
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Slika 4.16. PredloZzena shema fragmentacije iona [Ga(L)]" m/z 338 uz kolizijsku energiju od
20V
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Slika 4.17. Predlozena shema fragmentacije iona m/z 310 uz kolizijsku energiju od 20 V
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4.2. MS spektri otopina ¢vrstih kompleksa

U spektrima otopina ¢vrstih kompleksa galija i liganada H,;L1-H;L4 osnovni signal je
asigniran protoniranoj molekuli liganda i nalazi se pri m/z 242 u spektru kompleksa Ga-
H,L1, odnosno pri m/z 272 u spektrima ostalih kompleksa. Na temelju toga mozemo
zakljuciti da u otopini postoji ravnoteza nedisociranog i disociranog kompleksa ili da pri
ionizaciji dolazi do fragmentacije iona kompleksa pri ¢emu se otpusta jedna molekula liganda.
U svim spektrima prisutni su signali molekulskog iona pri m/z 549, odnosno m/z 609
relativnih intenziteta 3-30%. Uoceni su signali adukata s NO,, pri m/z 354, odnosno m/z 384
Sto ukazuje da je ukupni naboj kompleksa pozitivan, a nitrati sluze kao protuioni. Na temelju
toga mozemo zakljuciti da ligandi koordiniraju galij(I1l) enolnim i fenolnim kisikovim
atomima te azometinskim dusikom. U spektrima masa uoc¢eni su i signali adukata s natrijem
pri m/z 264, odnosno m/z 294. U spektru otopine kompleksa Ga-H,L 1 uocen je i signal adukta
s molekulom DMSO pri m/z 386 relativnog intenziteta oko 20%, a u kompleksima Ga s
metkosi derivatima signal adukta s vodom pri m/z 356, manjih intenziteta. Ovi rezultati
upuéuju na to da fragmentacijom kompleksa nastaje ion [Ga(L)]", koji je veoma reaktivan te
spremno stvara adukte sa molekulama otapala. U spektrima su prisutni i signali iona koji
potjecu od hidrazida pri m/z 148, m/z 123, m/z 121, m/z 106 i m/z 105, te ioni koji potje¢u od
aldehida pri m/z 150, m/z 135 i m/z 120, a detaljnije su opisani u radu D. Strazi¢™. Spektri
navedenih kompleksa dani su na slikama 4.18 i D7, a relativni intenziteti nastalih iona u
tablici 4.4.
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Slika 4.18. MS spektri otopina izoliranih kompleksa Ga>* s ligandima HL1 (a) i H,L2 (b)
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Tablica 4.4. Relativni intenziteti signala iona pri odgovaraju¢im vrijednostima m/z za otopine
&vrstih kompleksa Ga** s ligandima H,L1, HoL2 , HoL3 i HoL4

Rel. int. /% Rel. intenzitet / %
m/z m/z lon
Ga-H,L1 Ga-H,L2 | Ga-H,L3 | Ga-H,L4

549 | 1133 |609| 381 2788 576 [Ga(HL),"
386| 1897 ] ] ] ] [Ga(L)(DMSO)]"
34| 032 384| 574 6.60 5 49 [Ga(L)(NO)T*

] ] 356 | 546 6.36 1,44 [Ga(L)(H,0]*
264| 274 |204| 1867 226 201 | [HoL+H]" +Na
242 100 272 | 100 100 100 [HoL + H]
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Slika 4.19. Predlozene strukture iona na temelju MS spektara otopina ¢vrstih kompleksa
galija(ll) s ligandima H,L1-H,L4
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4.2.1. ESI(+) MS/MS analiza odabranih iona

Snimljeni su ESI(+) MS/MS spektri masa iona vrijednosti m/z 549 i m/z 386 za kompleks
galija(lll) s H,L1, odnosno vrijednostima m/z 609 i m/z 356 za komplekse sa spojevima
H,L2-H,L 4.

U MS/MS spektrima iona m/z 609 osnovni su signali ujedno i signali molekulskih iona
Sto ukazuje na to da su kompleksi sa metoksi derivatima hidrazona stabilniji u odnosu na onaj
sa ligandom H,L1, buduci da je u spektru analognog iona pri m/z 549 osnovni signal bio pri
m/z 106, $to odgovara fragmentu koji potje¢e od hidrazida. Ioni m/z 549, odnosno m/z 609
sadrze dvije molekule liganda, te fragmentiraju gubitkom jedne molekule liganda pri ¢emu
nastaju ioni m/z 338, odnosno m/z 308 relativnih intenziteta 20-40%. Takoder nastaju ioni m/z
326, odnosno m/z 356 koji se sastoje od molekule liganda, galija i hidroksilne skupine. U
MS/MS spektru uoceni su i signali pri m/z 150 i m/z 135 koji su asignirani aldehidnom dijelu
molekule hidrazona. Intenzitet signala pri m/z 135 iznosi 40% u spektrima otopine kompleksa
Ga-H,L 2, a u ostalim spektrima analogan signal je intenziteta oko 1% Sto znaci da samo kod
3-metoksi derivata dolazi do tautomerne konverzije u ketoaminski oblik pri ¢emu moze
nastati ion s pripadnim uo¢enim signalom. Spektri navedenih iona prikazani su na slici 4.20, a
relativni intenziteti dobivenih iona u tablici 4.5. Predlozena shema fragmentiranja iona m/z

609 prikazana je na slici 4.21, a iona m/z 549 na slici D9.
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Slika 4.20. MS/MS spektri iona [Ga(HL),]" m/z 549 (a) i m/z 609 (b) dobiveni uz kolizijsku
energiju od 30 V
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Tablica 4.5. Relativni intenziteti signala iona nastalih fragmentacijom iona [Ga(HL),]" uz
kolizijsku energiju od 30 V

Rel. int./% Relativni intenzitet/%

miz | Ga-H,L1 |miz | Ga-H,L2 | Ga-H,L3 | Ga-H,L4 lon
549 | 9489 |609| 100 100 100 [Ga(HL)I
326| 6570 |356| 26,19 | 31,90 | 17,61 |[Ga(HL),—253]
308| 368 |338| 2561 | 2629 | 1657 [Ga(L)]*
120| 5704 |150| 4237 | 3227 | 2859 | [H.L-122]°

i i 135| 3914 | 1,09 079 | [HoL-137]"
106| 100 |106| 5082 | 1996 | 2310 | [H.L-166]"
69 | 1732 |69 | 4327 | 795 3,97 [Ga]"
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Slika 4.21. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(HL),]" m/z 609 uz kolizijsku energiju
od 30 V

lon sa signalom pri m/z 386 uocen samo u MS/MS spektru otopine kompleksa galija(lll) s
ligandom H,L1, odgovara aduktu kompleksa s molekulom DMSO, a fragmentiranjem gubi
molekulu DMSO te nastaje ion m/z 308. Takoder su u spektru uoceni signali iona nastalog
pucanjem veza na ligandu pri m/z 106 i pri m/z 69. MS/MS spektar otopine kompleksa

galija(ll) s H,L1 prikazan je na slici 4.22, a predlozena shema fragmentiranja na slici 4.23.
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Slika 4.22. MS/MS spektar iona [Ga(L1)(DMSO)]" m/z 386 dobiven uz kolizijsku energiju od
15V
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Slika 4.23. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(L)(DMSO)]" m/z 386

lon [Ga(H,L)(H,0)]" m/z 356 fragmentira gubitkom metilne skupine pri ¢emu nastaje ion m/z
341 i gubitkom vode pri ¢emu nastaje ion m/z 323. Pucanjem veza na ligandu nastaje ion m/z
207 koji sadrzi galij. Uoceni su i signali iona pri m/z 106 i m/z 79 koji potje€u iz hidrazida i

aldehida. Mozemo zakljuciti da su veze izmedu liganda i galija jae nego veze unutar
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molekule liganda. MS/MS spektar navedenog iona prikazan je na slici 4.24, a predloZena
shema fragmentiranja na slici 4.25.
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Slika 4.24. MS/MS spektar iona [Ga(H,L2)(H,0)]" m/z 356 dobiven uz kolizijsku energiju od
20V
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Slika 4.25. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(H,L)(H20)]" m/z 356
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Usporedbom rezultata analize MS spektara otopine i ¢vrstog stanja mozemo zakljuciti da
kompleksi fragmentiraju uz minimalne razlike. U MS/MS spektrima kompleksa u ¢vrstom
stanju mozemo uociti signale adukta s molekulama otapala pri m/z 364, odnosno pri m/z 394
(adukt s Na), pri m/z 354, odnosno m/z 384 (adukt s NO,) te pri m/z 386 (adukt s DMSO)
¢ime mozemo zakljuciti da su kompleksi u ¢vrstom stanju reaktivniji. U MS spektrima ¢vrstih
kompleksa osnovni signal u svim spektrima je protonirana molekula liganda, dok je u MS
spektrima otopina osnovni signal kod pojedinih spektara pri m/z 438. Rezultati tandemne
spektrometrije masa odabranih iona pokazuju nam da nastaju isti fragmentni ioni i u otopini i

u ¢vrstom stanju, a razlike se mogu uociti u intenzitetima pojednih signala.
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§5. ZAKLJUCAK

Provedena je MS i MS/MS analiza otopina kompleksnih spojeva galija(lll) s cetiri
aroilhidrazona (H,L1-H,L4) izvedenih iz nikotinohidrazida i salicilaldehida, odnosnho 3-
metoksi, 4-metoksi i 5-metoksibenzaldehida. Spektri su snimljeni uz ionizaciju
elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada. Otopine kompleksnih spojeva priredene su na
dva nacina: mijeSanjem vodene otopine galijeva perklorata (pH = 2,52) i metanolne otopine
hidrazona pri ¢emu je variran molarni omjer metal:ligand, odnosno otapanjem c¢vrstih
kompleksa u DMSO-u te razrijedivanjem smjesom metanola i vode. Osim utjecaja otapala te
omjera liganda i galija, ispitan je i utjecaj vremena na intenzitete signala u spektru masa. Na
temelju MS/MS spektara odabranih iona predlozene su sheme fragmentiranja.

lako je na osnovu spektrofotometrijskih mjerenja zakljuéeno da je potrebno oko sat
vremena za uspostavljanje ravnoteze pri kompleksiranju galija(Ill) hidrazonima, u spektrima
masa snimljenim odmah po pripravi otopina i nakon 24 sata nije uocena znacajna razlika u
intenzitetima signala pojedinih iona. Takoder, vrsta kiseline kojom je reguliran pH otopine
galijeva nitrata nije znatno utjecala na izgled spektara masa. U slu¢aju dodatka klorovodi¢ne
kiseline, u spektrima je osim adukta s perkloratima uocen i signal koji je odgovarao aduktu s
navedenom kiselinom.

U svim spektrima masa otopina sastava metal:ligand 1:1 osnovni signal pripisan je
ionu kompleksa galija i liganda sa HCIOy, dok pri najvecem omjeru (1:4) taj signal odgovara
signalu liganda, §to je bilo i za ocekivati.

Za razliku od gore navedenih spektara, u spektrima masa otopina pripravljenih
otapanjem izoliranih kompleksnih spojeva uoCeni su signali koji odgovaraju sastavu
kompleksa 1:2, na temelju ¢ega se moze zakljuciti da je i sastav izoliranih kompleksa 1:2.
Medutim, pri otapanju oc€ito dolazi do disocijacije kompleksa te je osnovni signal pripisan
molekuli liganda. Zbog slabe topljivosti kompleksa u vecini otapala kompleksi su prvo
otopljeni u DMSO-u te su u pripadnim spektrima uoceni signali koji odgovaraju aduktima s
molekulom DMSO-a.

Provedena je detaljna MS/MS analiza odabranih iona (kompleksnih iona sastava 1:1 i
1:2, adukata sa molekulama otapala itd.) i predloZene odgovaraju¢e sheme fragmentiranja.

Moze se zakljuciti da u koordinaciji sudjeluju fenolni kisikovi atomi, kisikovi atomi iz
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karbonilne skupine u dijelu molekule koji potjee od hidrazida koja je najvjerojatnije
enolizirana te azometinski dusSik. Tocna strukturna karakterizacija kompleksa nije moguca
samo na temelju rezultata MS analize. Naime, iako je u slucaju kompleksa galija(lll) sa
spojem H,L 2 uocena tautomerna ravnoteza, ne moze se sa sigurnoScu tvrditi je li ligand u tom
obliku koordiniran ili je do tautomerizacije doslo na disociranom ligandu uslijed ionizacije,
kao $to je uoceno i pri masenospektrometrijskoj analizi samih hidrazona stoga je potrebno
provesti dodatna istrazivanja koja uklju¢uju druge tehnike, primjerice vibracijku

spektroskopiju.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

APCI kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
CAD kolizijom aktivirana disocijacija

Cl kemijska ionizacija

CID kolizijom inducirana disocijacija

dc istosmjerni potencijal

ECD disocijacija uvjetovana zahvatom elektrona
El ionizacija elektronima

ESI ionizacija elektrorasprSenjem

ETD disocijacija prijenosom elektrona

FAB ionizacija brzim elektronima

FD desorpcija poljem

Fl ionizacija poljem

FT-ICR MS Fourier- transformirana spektrometrija masa ionsko-ciklotronske rezonancije

GC plinska kromatografija

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

IT ionska stupica

m/z omjer mase i naboja

MALDI matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem
ms masa fragmenta

mp masa neutralne molekule

Mp masa iona prekursora

MS/MS, MS" tandemna spektrometrija masa

PD desorpcija plazmom

PIH pirodoksal—izonikotionil-hidrazon

Q kvadrupol

SID povrsinom inducirana disocijacija

SIMS spektrometrija masa sekundarnim ionima
TOF analizator koji mjeri vrijeme leta

TSP ionizacija termorasprSenjem
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Slika D1. Spektri masa otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L1 u omjeru 1:2
(c(H,L1) = 5x10* mol L™, ¢(Ga®*") = 2,5x10* mol L™) u otapalu metanol/voda 1/1 uz
perklornu kiselinu (c(HCIO,4) = 0,003 mol L™; pH = 2,52) odmah po pripravi otopine (a) i
nakon 24 sata (b)
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Slika D2. Spektri masa otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L2 u omjeru 1:2
(c(H2L2) = 5x10* mol L™, ¢(Ga*") = 2,5%x10* mol L™) u otapalu metanol/voda 1/1 uz
perklornu kiselinu (c(HCIO,4) = 0,003 mol L™; pH = 2,52) odmah po pripravi otopine (a) i
nakon 24 sata (b)
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Slika D3. Spektri masa otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L4 u omjeru 1:2
(c(H2L2) = 5x10* mol L™, ¢(Ga*") = 2,5%x10* mol L™) u otapalu metanol/voda 1/1 uz
perklornu kiselinu (c(HCIO,4) = 0,003 mol L™; pH = 2,52) odmah po pripravi otopine (a) i
nakon 24 sata (b)
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Tablica DI1. Relativni intenzitet iona pri odgovarajuéim vrijednostima m/z otopine
galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L2—H,L4 u omjeru 1:4 (c(H,L) = 5x10~* mol dm™) u
sustavu metanol/voda 1/1 uz perklornu kiselinu (c(HCIO4) = 0,003 mol L pH = 2,52)

odmabh po pripravi otopine i nakon 24 sata

Relativni intenzitet / %
Ga-H,L2 Ga-H,L3 Ga-H;L4
m/z t=0 |t=24h| t=0 |[t=24h| t=0 |t=24h fon
609 | 12,05 9,68 30,54 | 22,48 | 17,05 | 13,70 [Ga(HL),]"
438 | 7,55 6,89 30,61 | 33,17 | 14,03 | 14,21 [Ga(L)(HCIO )T
356 | 6,80 7,49 4,64 1,50 7,11 5,47 [Ga(L)(H20)]"
338 | 1,28 1,04 1,17 0,22 0,63 0,48 [Ga(L)]
272 100 100 100 100 100 100 [HoL + H]
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Tablica D2. Relativni intenzitet iona pri odgovarajuéim vrijednostima m/z otopine galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L2-H,L4 u

omjeru 1:1 (c(H,L) = 5x10* mol L™) u sustavu metanol/voda 1/1 uz perklornu kiselinu (c(HCIO,) = 0,003 mol L™*; pH = 2,52) odmah po

pripravi otopine i nakon 24 sata

Rel. int./ % Relativni intenzitet / %
Ga-H;L1 Ga-H,L2 Ga-H,L3 Ga-H,;L4
Mz | _o [t=2an | ™2 | t=0 |t=24n|t=0]|t=24n | t=0 | t=24n lon
549 | 31,70 | 43,80 (609 | 1,03 | 082 | 0 | 028 | 054 | 0,16 [Ga(HL),]
408 | 28,00 | 49,54 438 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 24,66 [Ga(L)(HCIO)]*
326 | 17,01 | 26,48 | 356 39,22 | 43,43 | 3,28 | 17,01 |28,87 | 27,26 [G(HL)(OH)]"
310 | 16,11 | 35,30 |338| 7,15 | 6,09 |0,01| 0,70 | 2,45 | 2,69 | [*Ga(l)(L)]"+ [®Ga(l)(H.L)]"
242/| 100 | 100 |272 1,99 0 0 | 271 | 063 | 044 [HoL + H]*

*Signali relativnog intenziteta 100% pripisani su izotopnom signalu ili aduktima koji nisu navedeni u tablici.
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Tablica D3. Relativni intenziteti iona pri odgovaraju¢im vrijednostima m/z otopine
galijeva(lll) perklorata i hidrazona H,L4 u omjeru 1:1, 1:2 i 1:4 (c(H,L4) = 5x10* mol L ™) u
sustavu metanol/voda 1/1 uz perklornu kiselinu (c(HCIO4) = 0,003 mol L pH = 2,52)

odmabh po pripravi otopine

Ga®*: H,L4 Ga®*: H,L4 Ga®**: H,L4
lon m/z
1:1 1:2 1:4
[Ga(HL),] 609 0,54 13,45 17,05
[Ga(L)(HCIO,)] 438 99,39 76,92 14,03
[Ga(L)(H.0)]" 356 28,87 30,39 7,11
[Ga(L)]" 338 2.45 2,72 0,63
[HoL+ H]* 272 0,63 54,41 100

*Signali relativnog intenziteta 100% pripisani su izotopnom signalu ili aduktima koji nisu

navedeni u tablici.
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Tablica D4. Relativni intenziteti iona [Ga(HL),]" nastalih fragmentacijom iona m/z 549,

odnosno m/z 609 uz kolizijsku energiju od 30 V

Rel. int/ % Rel. intenzitet / %

m/z | Ga-H,L1 | m/z | Ga-H,L2 | Ga-H,L3 | Ga-H,L4 lon
549 100 609 | 100 100 100 [Ga(HL).I
36| 5406 |356| 5025 | 2027 | 21,68 | [Ga(HL),223]"
308| 3598 |338| 1472 | 2014 14,84 [Ga(L)]*
120| 3114 |150| 3593 | 2033 | 3641 [HoL-122]"

i i 135 | 1481 0 0 [H,L-137]"
106 | 6319 | 106 | 34,94 721 22,37 [HoL-166]"
05| 857 | 105| 3,63 0,06 1,70 [HoL-167]"
78 6,12 78 | 381 0,58 0,17 [HoL-194]"
69 | 1013 | 69 | 397 127 215 [Ga]"
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Slika D4. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(HL)2]" m/z 549 uz kolizijsku energiju
od 30V
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Tablica D5. Relativni intenziteti iona nastalih fragmentacijom iona [Ga(L)(HCIO4)]" m/z 438

uz kolizijsku energiju od 20 V

Relativni intenzitet / %
lon m/z
Ga-H;L2 Ga-H,L3 Ga-H,L4
[Ga(L)(HCIONT* 438 100 100 100

[Ga(L)(O)]" 354 49,36 0 0

[Ga(L)]* 337 0 15,56 11,11
[Ga(L)-10]" 327 0 5,80 4,73
[HoL-124]" 148 25,94 6,27 35,81
[H.L-151]" 121 8,08 0,49 9,02
[H,L-166]" 106 2,48 0,45 1,09
[HL-167]" 105 14,69 0,77 7,49
[CeHgs + H]* 79 14,45 1,49 2,57

[Ga]* 69 1,71 2,70 4,67
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Slika D5. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(L)(HCIO4)]" m/z 408 uz kolizijsku
energiju od 20 V
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Tablica D6. Relativni intenziteti iona nastalih fragmentacijom iona [Ga(L)(H,0)]" m/z 356 uz

kolizijsku energiju od 30 V

Relativni intenzitet / %
lon m/z
Ga-H,L2 Ga-H,L3 Ga-H,L4

[Ga(L)(H.0)]* 356 6,97 68,56 19,12
[Ga(L)(H,0)-15]" 341 2,69 12,74 28,96

[Ga(L)]" 338 0,31 0,32 0

[Ga(L)(H20) — 331" 323 3,07 0 0
[Ga(L)-43]" 295 0,14 56,44 4,97
[Ga(L)-131]* 207 19,20 40,97 74,02
[Ga(L)-149]" 189 3,32 6,10 3,35
[HoL-151]" 121 1,05 11,10 11,45
[H.L-166]" 106 25,71 54,14 9,83
[H.L-167]" 105 60,68 4,29 21,27
[CeHs + H]* 79 41,63 58,00 50,38
[CeHsN]* 78 17,11 14,93 12,97
[Ga] 69 23,45 73,72 64,04

*Signali relativnog intenziteta 100% pripisani su izotopnom signalu ili aduktima koji nisu

navedeni u tablici.
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Tablica D7. Relativni intenziteti iona nastalih fragmentacijom iona [Ga(L1)(H,0)]" m/z 326

uz kolizijsku energiju od 30 V

lon m/z Relativni intenzitet / %
[Ga(L)(H.0)]* 326 75,86
[Ga(L)]" 308 3,12
[Ga(L)-101]" 207 32,70
[Ga(L)-119]" 189 3,50
[HoL-1517" 121 14,32
[HoL—166]" 106 33,58
[CeHsN]" 78 100
[Ga]” 69 47,14
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Slika D6. Predlozena shema fragmentiranja iona [Ga(L1)(H.0)]" m/z 326 uz kolizijsku
energiju od 20 V

Tihana Njegovec Diplomski rad



§ 8. Dodatak XXili

272
100 +

%
80 -

GaH,L3=1:2

60

40

609
150

20
] mel 294 384

0 — |L = T l|jl ek l 1 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
m/z

b)
272
100 GaH,L4 = 1:2
%
80 -

60

40 4

20 ’/

150
123 f 384 609

0 10[.161 L l I] I i l T l
0 500

Slika D7. MS spektar otopine izoliranih kompleksa Ga®" sa H,L3 (a) i H,L4 (b)
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Slika D8. Predlozena shema fragmentiranja iona m/z 549
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