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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na studium redukce rhenistanu amonného méné castymi re-
dukénimi ¢inidly. Jako méné casta redukéni c¢inidla byla zvolena kyselina askorbova a
acetylhydrazin. Redukce byly sledovany pomoci metody kapilarni zénové elektroforézy a
UV-VIS spektrometrie.

Meéfteni probéhla v kyselém i bazickém prostiedi. V ptipadé metody kapilarni zéonové
elektroforézy byl sledovan tbytek plochy piku rhenistanu amonného po pridani redukéniho
¢inidla. U metody UV-VIS spektrometrie byla sledovana mira absorpce rhenistanu amon-
ného.

Daéle byla sledovana moznost posunu rovnovahy reakce ve prospéch produktu redukce
vlivem piidavku komplexotvorného ¢inidla. Jako ligand byl pouzit pyrogallol (benzen-
1,2,3-triol). Jako redukéni ¢inidlo byl zvolen acetylhydrazin. Redukce byla sledovdna me-
todou kapilarni zénové elektroforézy. Identita vzniklého komplexu byla potvrzena s po-

moci ESI/MS.
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rhenium, komplexni slouc¢eniny rhenia, kyselina askorbova, acetylhydrazin, kapilarni zéno-
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Abstract

This thesis is focused on analysis of reduction of ammonium perrhenate using less frequent
reducing agents. Ascorbic acid and acetylhydrazine were chosen as less common reducing
agents. Reductions were observed leveraging capillary zone electrophoresis and UV /Vis
spectroscopy.

Measurements were carried out both in acidic and in basic environments. Reduction of
peak area of ammonium perrhenate was observed using capillary zone electrophoresis after
addition of reducing agent. Rate of absorption of ammonium perrhenate was monitored
with UV /Vis spectroscopy.

Furthermore, the possibility of shifting the equilibrium of the reaction to the benefit
of the reduction products was monitored by the addition of the complexing agent. Py-
rogallol (benzene-1,2,3-triol) was used as the ligand and acetylhydrazine was selected as
the reducing agent. The reduction was monitored by capillary zone electrophoresis. The

identity of the resulting complex was confirmed with ESI/MS.

Keywords

rhenium, rhenium complexes, ascorbic acid, acetylhydrazine, capillary zone electrophore-

sis, UV /Vis spectroscopy, mass spectrometry
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Seznam pouzitych zkratek

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotonizace za atmosférického tlaku

CHES kyselina 2-(cyklohexylamino)ethansulfonova

CZE kapilarni zénova elektroforéza

DHA kyselina dehydroaskorbova

DMF dimethylformamid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTGS deuterovany triglycinsulfat

ELSD odpatovaci detektor rozptylu svétla (z anglického evaporative light scat-
tering detector)

EOF elektroosmoticky tok (z anglického electroosmotic flow)

ESI/MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

FIR vzdalend infracervend spektroskopie (z anglického far infrared)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPMC hydroxypropyl methylcelul6za

HVLP hromadné vyrabény lécivy pripravek

IPLP individualné pripravovany lécivy pripravek

L-AA kyselina L—askorbova

MALDI ionizace laserem za ucasti matrice (z anglického matrix-assisted laser

desorption/ionization)
MDHA monodehydroaskorbatovy radikal

MIR stfedni infracervend spektroskopie (z anglického middle infrared)
MRI magneticka rezonance (z anglického magnetic resonance imaging)
MS hmotnostni spektrometrie

NIR blizkd infracervend spektroskopie (z anglického near infrared)
NMR nukledrni magnetickd rezonance

NP-HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na normalnich fazich

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie na obracenych (reverznich) fazich

SUKL Statni tstav pro kontrolu 1éciv

TGS triglycinsulfat

TOF pruletovy analyzétor (z anglického Time-of-Flight)
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1 UVOD

1 Uvod

Vyuziti radiofarmak v nuklearni mediciné ma dnes nezastupitelnou roli. V posledni dobé
je snaha zavést pro lécbu malignich a degenerativnich onemocnéni dva izotopy rhenia.
Izotop ™Re (Ejna: = 1,07 MeV, t15 = 90 h), ktery je uziteény pro poddni s vétsim
nosicem (napf. celé protilatky), a " Re (Enqe = 2,12 MeV, t1/ = 17 h), ktery je vhodny
pro podavani s malymi molekulami, jako jsou fragmenty protilatek, peptidy atd. [1, 2]

Komplexy oznacené ®Re a ®8Re byly vyvinuty pro radioterapeutickou lé¢bu one-
mocnéni kvuli zadoucim nukledarnim vlastnostem téchto radioizotoptu a také protoze rhe-
nium ma podobné chemické vlastnosti jako technecium, které je dobie zavedenym diagnos-
tickym cinidlem. Nicméné, chemie rhenia neni tolik prozkoumana jako chemie technecia a
také je od chemie technecia pomérné odlisnd. Vyvoj radiofarmak Re tedy neni zalozen na
znamém chemickém a biologickém chovani rhenia, tak jako je tomu u radiofarmak techne-
cia 9mTc. Chemické rozdily zahrnuji vétsi stabilitu vyssich oxida¢énich stavii Re (a tim i
vétsi tendenci redukovanych radiofarmak Re podstupovat reoxidaci na perrhendt) a vétsi
substituéni inertnost redukovanych Re komplexu. [1, 2]

Dalsim davodem pro vyvoj téchto komplexu byl vyvoj generatoru W /18 Re, ktery
se ukazal jako vhodny a ekonomicky zdroj terapeutického radionuklidu. Zejména dostup-
nost tohoto generatoru ¢ini ®Re jednim z nejvice slibnych kandiddti na vyvoj radio-
farmak pro pouziti v radioterapii. Navzdory rozsitujici se dostupnosti tohoto generatoru,
nemuze byt produkce rheniovych radiofarmak realizovana bez nové, jednoduché a 1icinné
chemie na bazi kitu pro zabudovani radionuklidu do biologickych zamérovacich molekul.
Nejvyznamnéjsi dosud uvadéné piistupy zahrnuji primé oznacovani protilatek a peptidu
za pouziti redukovanych cystinovych vazeb jako rhenium-chelatacni skupiny a ruzné bi-
funkéni chelataéni éinidla. Zadny z nich jesté plné nespliuje kritéria pro idealni robustni
sestavu. Mezi tato kritéria patii rychla, cista, vysoka radiochemicka vytéznost za mirnych
podminek s minimalni potfebou ruéni manipulace a ¢isténi, a vysokou stabilitou in vivo.
3, 4, 5].

Slouc¢eniny, které maji byt oznaceny rheniem, se obvykle ptipravuji redukeci rhenia
v perrhenatové formé na nizsi oxidacni stupen v pritomnosti vybraného ligandu. Pro
zlepseni stability komplexu vytvorenych reakei redukovaného rhenia s ligandem je ¢asto

nutné pridat ke smési antioxidant, napt. kyselinu askorbovou. [6]
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1 UVOD

Nejpouzivanéjsim redukénim cinidlem je chlorid cinaty, dalsimi bézné pouzivanymi re-
dukénimi ¢inidly jsou borohydrid sodny, hydroxylamin hydrochlorid nebo hydrazin hyd-
rochlorid. Tato redukcni ¢inidla jsou vsSak vysoce toxickd, proto je dnes snaha zavést
v nuklearni mediciné takova redukéni cinidla, kterd by byla pokud mozno co nejméné
toxicka a zaroven stejné uc¢inna jako dosud pouzivand redukéni ¢inidla. Proto byly v této
préaci zkoumany kyselina askorbové a acetylhydrazin. [6, 7]

Pro analyzu rheniovych radiofarmak, zejména pro stanoveni radiochemického vynosu
komplexace, byla bézné pouzivana tenkovrstva chromatografie s radiometrickou detekei.
Nicméné tato metoda neni vhodna ani pro separaci znacenych komplexu podobného cha-
rakteru, ani pro stanoveni fyzikalné-chemickych konstant komplexnich sloucenin. Pro
tento ucel byly uspésné aplikovany elektromigracni metody (obvykle kapildarni elektro-
foréza) pii studiu komplext rhenia a technecia. [6].

Publikace 1 v priloze B se vénovala experimentu, pii némz byl syntetizovan rheniovy
komplex reakei rheniového prekurzoru s pyrogallolem (benzen—1,2,3triol) v acetonitrilu
(methylkyanid) s pridavkem triethylaminu. Hlavni ¢asti reakéni smési (rhenistan, pyro-
gallol, rhenium(VII)-pyrogallolovy komplex) byly detegovany pomoci kapildrni zénové
elektroforézy s UV-VIS detekci. Jako nosné elektrolyty v CZE byly pouzity boratovy
pufr (pH 6,20-11,60) a fosfatovy pufr (pH 7,50-11,80). Cilem bylo zjistit chovéni reakéni
smeési v prostiedich s ruznym pH. Méreni zavislosti efektivni elektroforetické mobility na
pH ukézalo, Ze rhenium(VII)—pyrogallolovy komplex se chovéd konstantné v bordtovém i
fosfatovém pufru. To potvrdilo, Ze rheniovy komplex ma charakter silného elektrolytu.

Problematice redukce rhenistanu amonného s pomoci voltametrickych metod byla

vénovana bakalaiskd prace Studium faktori ovliviiugicich redukci rhenistanu. [7]
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2 TEORETICKA CAST

2 Teoreticka cast

2.1 Nuklearni medicina

Nukledrni medicina je samostatnym lékaiskym oborem, ktery se zabyva pouzitim radio-

farmak k diagnostickym a terapeutickym ucelum. [8]

2.1.1 Radiofarmakum

Radiofarmakum je jakykoliv 1é¢ivy pripravek, ktery obsahuje jeden nebo vice radionuklidu
(radioaktivnich izotopu), které slouzi k 1ékarskym ucelum.

Radiofarmaka patii do skupiny 1é¢iv, pii jejichz vyrobé, pripravé, manipulaci a pouzi-
vani je nutno dbat zvlastnich pozadavku, které nejsou bézné u jinych léciv.

Zakladnimi slozkami radiofarmak jsou nosic a uc¢inna slozka. Lécivy pripravek = G¢innd

slozka. [9]

2.1.2 Radionuklid

V nukledrni mediciné se vyuzivaji pouze radionuklidy uméle ptipravené.

Radionuklid je navédzan na vhodny nosi¢ (farmakum). Pouzivaji se ruzné druhy nosicu,
mohou to byt chemické ¢i biologicky aktivni latky od organickych soli po molekuly orga-
nickych latek a komplexnich soli, bunky, krevni elementy, protilatky, peptidy, imunoglo-
buliny.

Mnozstvi pouzitého radionuklidu se vlivem radioaktivni premény exponencidlné snizuje
s ¢asem. Z toho vyplyva, ze u radiofarmak je, oproti jinym léciviim, obsah latky nesouci
vlastni Gc¢inek pripravku v ¢ase proménlivy.

Dulezitymi vlastnostmi radionuklidu je doba, za kterou se snizi jeho aktivita na polo-
vinu (polo¢as premeény), druh a energie ionizujiciho zareni.

K vyrobeé klinickych radiofarmak, zejména k diagnostickym uceliim, se pouzivaji radio-
nuklidy s kratkym polocasem premény, proto jejich individualni ptiprava (IPLP) probiha
piimo na klinickém pracovisti v laboratotrich k tomu urcenych.

Radiofarmaka s delsim polo¢asem premény se vyrabéji jako hromadné vyrabény 1écivy

piipravek (HVLP). [9]
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2.2  Rhenium 2 TEORETICKA CAST

2.2 Rhenium

2.2.1 Vyskyt a chemické vlastnosti rhenia

Elementdrni rhenium bylo objeveno v roce 1925 (Idou a Walterem Noddackovymi) a
je jednim z nejvzacnéjsich prvku, ktery se vyskytuje prirozené jako smés dvou neradio-
aktivnich (stabilnich) izotopu %Re (37,4%) a 8"Re(62,6%).

Radioaktivni izotopy, které se vyuzivaji ve farmacii pro pripravu radiofarmak, jsou
186Re a 8Re. [10]

Rhenium se ve slouc¢eninach vyskytuje ve vSech oxidacnich stavech, nejstabilnéjsi a

nejsnadnéji pristupné jsou (VII), (V), a (I).

2.2.2 Priprava a vyuziti radionuklida rhenia

Radioizotopy '®Re a '®Re maji svou nezastupitelnou roli v radioterapii diky vhodnym
jadernym vlastnostem a chemické podobnosti s techneciem.

Produkce '®®Re miize byt provedena dvéma zpisoby: jedna za pouZiti reakce '®Re
(n, ) ¥Re v jaderném reaktoru a druhd za pouziti reakce W (p, n) ¥Re.

7 hlediska specifické aktivity je prvni metoda pouzitelna, jestlize je k dispozici ja-
derny reaktor s vysokym tokem, druhy zpusob je proveditelny za predpokladu, ze mame
k dispozici cyklotron. %¥Re je snadno dostupné z generdtoru radionuklidového systému
188W /188 Re, ktery je vhodny pro klinické ticely pouziti. [3, 4]

Pouziti rheniovych radioizotopu pii 1écbé rakoviny (a jinych onemocnéni) v soucasné

dobé dosahlo pokrocilé faze. [11]

2.2.3 Komplexni slou¢eniny rhenia

Komplexy rhenia se bézné pfipravuji z rhenistanu ReO} avsak v tomto oxida¢nim stavu
rhenium neni schopno tvorit komplexy. Z tohoto duvodu je nejprve potieba rhenium
zredukovat na néktery z nizsich oxidac¢nich stavu a poté jej stabilizovat pomoci vhodného
ligandu.

Piiprava rheniovych radiofarmak z perrhenatovych iontu ziskanych z ruznych nukli-
dovych generdtoru (**¥Re) nebo z cili ozdfenych reaktorem (**°Re) je velmi podobna. Ve
vSech pripadech musi byt kovové ionty redukovany vhodnym redukénim c¢inidlem a ko-

ordinovany ligandovymi systémy, které stabilizuji nizs$i oxida¢ni stavy kovu a vyznamné
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2.3 Kyselina askorbova 2 TEORETICKA CAST

urcuji vzorce biologickych distribuci lé¢iv. Takové postupy se bézné provadéji v takzvanych
yinstant kits“, to znamend, ze se do predem pfipravenych smési odpovidajicich ligand,
redukénich ¢inidel, stabilizatoru a katalyzatoru prida vhodné mnozstvi radioaktivnich
roztoku '®*ReO; nebo %¥ReOy. [4, 2]

Tento typ reakce musi byt optimalizovan a o¢ekavané vytézky a Cistota produktu by
mély byt reprodukovatelné na >95 %. Vyslednd lé¢iva by méla byt pripravena k injekci
po kontrole kvality chromatografii, prednostné bez dalsich purifikacnich kroku.

Patrani po komplexech rhenia s pozadovanymi distribucemi in vivo a vyvoj vhodnych
ykitu podobnych* syntetickych postupu vyzaduje piesné znalosti chemie téchto prechod-
nych kovu. To zahrnuje zakladni chovani a redox chovani, stejné jako koordinac¢ni chemii

s biologicky relevantnimi ligandy. [4]

2.3 Kyselina askorbova

2.3.1 Chemické vlastnosti a struktura kyseliny askorbové

Kyselina L—-askorbové (L-AA, vitamin C), je ve vodé rozpustna latka se silné redukénimi
tcinky. Clovek si ji nedokéze syntetizovat sém, protoze postrads L-gulonolaktonoxiddzovou
aktivitu, musi ji tedy prijimat z potravy a to zejména z citrusovych plodu, brokolice a
rajcat. [12]

L—AA je nestala latka, rychle se rozklada a ztraci ucinnost. Rozklad kyseliny askorbové
urychluje svétlo, teplo, vzdusny kyslik a styk s nékterymi kovy, zejména s médi a zelezem.
[13, 14]

Na obrazku 1 je znazornéna chemicka struktura kyseliny askorbové.

Obrazek 1: Chemicka struktura L-AA. Ptevzato z [14].
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2.3 Kyselina askorbova 2 TEORETICKA CAST

Oxidaci kyseliny askorbové nejprve vznika monodehydroaskorbatovy radikal - MDHA.
7, monodehydroaskorbatového radikalu se tvoii kyselina askorbova a kyselina dehydro-
askorbova.

Kyselina dehydroaskorbova - DHA (produkt oxidace kyseliny askorbové) - je nestabilni
pii fyziologickém pH, takze je vétSina askorbdtu udrzovana v redukovaném stavu jako
ochrana pred jeho ztratami. [15]

Na obréazku 2 je uvedend oxidace kyseliny askorbové.

oxidace
redukce
kyselina L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbova
(CeHsO6) (CeHeO6)

Obrazek 2: Oxidace kyseliny askorbové. Prevzato z [15], upraveno.

2.3.2 Farmakologické vlastnosti kyseliny askorbové

Farmakologické vlastnosti kyseliny askorbové, uvedené v pribalovém letaku léc¢iva acidum

ascorbicum biotika, jsou:

“Kyselina askorbovd se ucastni oxidacné—redukcnich, hydroxylacnich, amidacnich
a jinych reakci v organizmu.

Je dulezitda v metabolizmu kosti a pojivovijch tkdni, protoZe se podili na syntéze
kolagenu a na inkorporact sulfdtu do mukopolysacharidii.

Ma cytotoxické ucinky na rakovinné bunky, pricemz pravdépodobnym mecha-
nizmem ucinku je aktivace DNA—dzy a destrukce DNA pripadné proozidacni

ucinek v téchto rakovinniych burnikdch deficientnich na kataldzu.” [16]
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2.4 Hydrazin a acetylhydrazin 2 TEORETICKA CAST

2.4 Hydrazin a acetylhydrazin

2.4.1 Chemické vlastnosti a struktura

Hydrazin (HoN-NHy; M,, = 32.05 g/mol) je bezbarvé, olejovita, toxickd kapalina, kterd
mé teplotu varu 13,5 °C a ma podobny zapach jako ¢pavek. [17]

Hydrazin se rychle vstiebava inhalacné a perkutanné. Vylucuje se moci, primarné ve
své monoacetylované a diacetylované formé. Akumulace hydrazinu nebyla dosud u lidi
pozorovana. [17]

Hydrazin a jeho derivaty jsou prevazné meziprodukty ve vyrobé herbicidu a farma-
ceutickych produkti. Pouzivaji se jako pénivé latky pii vyrobé pénovych plastu a rovnéz
dokazi zabranit korozi v zafizenich na vyrobu péry. [17]

Acetylhydraziny (acetylhydrazidy) jsou typy hydrazinu. Patii do t¥idy organickych
sloucenin a mohou byt povazovany za derivaty dusiku karboxylovych kyselin, které maji
obecnou strukturu R-CO-NR!'-NR2R3, kde R!, R? a R?® mohou byt organické zbytky
nebo vodik. Jsou analogické s amidem, ale ~OH ¢ast karboxylové kyseliny je nahrazena
hydrazinem spiSe nez amoniakem (méné vodiku v misté pripojeni). [18]

Acetylhydrazin se pouziva jako antibiotikum pro léébu mykobakterii tuberkul6zy. [17]

Na obrazku 3 je zndzornéna chemickd struktura acetylhydrazinu.

O

PR

HaC”™ ~NHNH,

Obrazek 3: Chemickd struktura acetylhydrazinu. Prevzato z [18].

2.4.2 Toxicita

Hydrazin je toxicky pti poziti, vdechovani a pii styku s pokozkou téla. Po peroralnim
podani hydrazinu a v zavislosti na pouzité davce, mohou nastat u c¢lovéka symptomy,
jako jsou bolest hlavy, zavraté, nevolnost se zvracenim, poskozeni svalové koordinace,
ospalost, porucha smyslu, poruchy dychaciho a srdec¢niho rytmu a ztrata védomi. [17]
Po vystaveni clovéka pusobeni pary hydrazinu byly vypozorovany symptomy jako
nevolnost se zvracenim, lokalni podrazdéni o¢i (zejména spojivky) a podrazdéni sliznice

hornich cest dychacich, coz vede k dychacim potizim. [17]
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U osob, které byly dlouhodobé vystaveny pusobeni hydrazinu, nebyla prokazéana zvyse-
né incidence nadoru. [17]

Acetylhydrazin vznika hydrolyzou isoniazidu pii katalyze amidazou. Isoniazid je 1ék
proti tuberkuldze, ktery muze u 20 % pacientu zpusobit hepatotoxicitu, coz je obvykle spo-
jeno se zanétlivou odpovédi. Jednim z kroku patogeneze hepatického poskozeni vyvolaného
isoniazidem je metabolicka aktivace acetylhydrazinu, ktera je zavisla na cytochromu P450.
[19]

Tvorba acetylhydrazinu, schopného produkovat aktivni elektrofily napadajici DNA,
je pravdépodobné zahrnuta v mechanismu uc¢inku acetylfosfabenzidu. [19]

Bylo zjisténo, ze acetylhydrazin je mnohem méné cytotoxicky nez hydrazin. [19]

2.5 Chemicka kinetika

Chemicka kinetika se zabyva rychlosti chemickych reakci, vypoctem slozeni v zavislosti
na case a reak¢énimi mechanismy.

Reakce se zpravidla provadéji izotermicky pro zajisténi reprodukovatelnosti a spe-
cificnosti. Aby reakce mohla probéhnout, musi byt prekondna tzv. aktivacni energie,

k tomu jsou pouzivany katalyzatory a vyssi teplota. [20]

Kineticka (rychlostni) rovnice

Rychlostni rovnice umozinuje predpovédét rychlost reakce na zakladé znalosti hodnoty
rychlostni konstanty a slozeni reakéni smési. Konecny tvar rychlostni rovnice umoznuje
provadét klasifikaci reakei podle reakéniho fadu. Jednoducha reakce je dana jednou reakei

a jednou kinetickou rovnici. [20, 21] Obecné:

r= f(ca,cp,...;T) (1)
Casto vyhovuje zjednoduseny zapis

r=k(T) & -&... (2)

kde k je rychlostni (kinetickd) konstanta, ktera je zavisla na teploté T', v a 3 jsou diléi fady

1-n -1

an=a+f... je (celkovy) fad reakce. Rozmér rychlostni konstanty je (mol-dm>)'~"-s
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Polocas reakce je takova doba t; /5, za kterou klesne koncentrace ¢ latky A na polovinu.

CA(O)
2

(3)

ca(tie) =

Jednoducha reakce

Nejjednodussi typ reakce je reakce jedné latky na produkt:
At p (4)

Koncentrace latky A v case t je ddna rovnici 8, ktera se odvodi dosazenim do rovnice 2.

r = Kk(T)-ca(t) (5)
dCA
L k) ealt ©)
ca(0) _
2 = KO (7)
ca(t) = ca(0)~ M (8)

Graficky zndzornéno na obrazku 4.

1,0 T T v 1
ca(f)

mol dm™[
0.8

’ ca(0) = 1 mol dm™

k=01s"

0.6

04}

02F

0,0 . .
0 20 40 60
t,s

Obréazek 4: Kinetika prvého fadu. Prevzato z [22], upraveno.
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2.6 Metody separace a charakterizace rheniovych komplext

2.6.1 Kapildrni zénova elektroforéza (CZE)

Kapildrni zénova elektroforéza (CZE; z anglického capillary zone electrophoresis) je analy-
ticka technika, ktera oddéluje ionty na zakladé jejich elektroforetické mobility s pouzitim
aplikovaného napéti. [23]

Elektroforetickd mobilita zavisi na naboji molekuly, viskozité zdakladniho elementu a
poloméru atomu. Rychlost, s jakou se ¢astice pohybuje, je piimo imérna pouzitému elek-
trickému poli - ¢im vétsi je intenzita pole, tim rychlejsi je mobilita. Elektrickym polem
se pohybuji pouze nabité Castice, neutralni ¢astice nejsou ovlivnény a pohybuji se s elek-
troosmotickym tokem. Mensi castice s vétsim ndbojem se pohybuji v kapilare rychleji nez
VEtsi ¢astice s mensim ndbojem. [23]

Kapilarni elektroforéza je jednou z nejcastéji pouzivanych separa¢nich metod v ana-
lytické chemii, protoze poskytuje rychlejsi vysledky oproti jinym separac¢nim metodam
pouzivanych v analytické chemii a poskytuje oddéleni s vysokym rozliSenim. Jedné se
o uzitetnou techniku, protoze je k dispozici Siroké skala detekénich metod. [23]

Na obrazku 5 je uvedeno schéma principu kapilarni zénové elektroforézy.

sbér dat

kapilara

katoda anoda

® detektor @

’#

7
|

——__  zasobniky __—"

s pufrem

zdroj
vysokého napéti

Obrazek 5: Schéma kapilarni zénové elektroforézy. Prevzato z [23], upraveno.
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Elektroforetickda mobilita

Elektroforeticka mobilita je déj, pti kterém se ionty vzorku pohybuji pod vlivem apliko-
vaného napéti. Kationty se pohybuji smérem k zaporné nabité katodé, anionty se pohybuji
smérem ke kladné nabité anodé a neutralni druhy zustavaji zachyceny ve stacionarni fazi.

[24]

Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je pohyb pufru kapildrou smérem ke katodé v dusledku
aplikovaného elektrického pole.

K elektroosmotickému toku dochazi, protoze stény kapilarnich trubek jsou elektricky
nabité. Povrch kfemenné kapilary obsahuje velké mnozstvi silanolovych skupin (-SiOH).
Pti hodnotach pH vyssich nez 4 silanolové skupiny ionizuji za vzniku negativné nabitych
silandtovych iontu (-SiO™).

Na obrazku 6 je uvedeno schéma elektroosmotického toku. Kationty z pufru jsou
pritahovany silanatovymi ionty, nékteré z téchto kationtu se pevné vazi na silanatové
ionty a tvofi pevnou vrstvu. Vzhledem k tomu, ze kationty v pevné vrstvé pouze ¢astecné
neutralizuji negativni naboj na sténdch kapilar, roztok priléhajici k pevné vrstvé se nazyva

difuzni vrstva a obsahuje vice kationtu nez aniontu.

Kapilarni sténa obsahujici disociované silanolové skupiny

s & & 5 @

COOOOOOOOO00 00

P
®
®
)]
@

pevna vrstva difuzni vrstva

-SiOH = -SiO + H* (pK,= 6)

Obrazek 6: Schéma elektroosmotického toku. Prevzato z [25], upraveno.

Be. Jana Liskova 14 UK PrF 2018



2.6 Metody separace a charakterizace rheniovych komplexu 2 T EORETICKA CAST

Spolecné jsou tyto dvé vrstvy znamé jako dvojita vrstva. Solvatované kationty v difuzni
vrstvé migruji smérem ke katodé, ¢imz vznika elektroosmoticky tok.

Anionty v difuzni vrstveé, které jsou také rozpusténé, se pokouseji presunout smérem
k anodé. Protoze je kationtu vice nez aniontu, elektroosmoticky tok se pohybuje ve sméru

katody. [24, 26]

2.6.2 Vysokoicinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC; z anglického high performance liquid
chromatography) je v podstaté vylepsena forma sloupcové chromatografie. Namisto toho,
aby rozpoustédlo prochazelo kolonou pod gravitaci jako je tomu u sloupcové chromato-
grafie, u HPLC je rozpoustédlo vytlacovano z rezervoaru za vysokych tlaku az do 400
atmosfér, coz je mnohem rychlejsi.

Dalsi vyznamné zlepseni oproti sloupcové chromatografii se tyka detekénich metod,
které 1ze pouzit. Nejcastéji se vyuzivaji detektory — refraktometricky, UV, fluorimetricky,
transportni, MS a ELSD! detektor. Tyto metody jsou vysoce automatizované a velmi
citlivé. [27, 28]

Principiédlné rozlisujeme dva druhy HPLC — kapalinovou chromatografii na normalnich
fazich (NP-HPLC) a kapalinovou chromatografii na obracenych (reverznich) fazich (RP—
HPLC).

Na obrazku 7 je uvedeno schéma vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

CHECORAS TSRS B
E 14
d .
pumpa "é N piky
: N
mobﬂni[y B e e
fare eEnénl Sae [min] _
=0 TITTITIE==
déavlzovac pocitac
kohoutse™~ [ | M L
sy ko separacni 0

kolona detelrteor lj

Obrazek 7: Schéma vysokotcinné kapalinové chromatografie. Prevzato z [29].

!z anglického evaporative light scattering detector, odpafovaci detektor rozptylu svétla
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2.6.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je destruktivni analyticka technika, ktera se pouziva k identi-
fikaci neznamych sloucenin ve vzorku a pro objasnéni struktury a chemickych vlastnosti
ruznych molekul.

Principem hmotnostniho spektrometru je generace iontu ze zkoumaného vzorku, které
se poté deteguji podle jejich specifického poméru hmotnosti k naboji (m/z) a pak se

zaznamenava relativni hustota kazdého iontu. [30, 31]

Zakladni casti hmotnostniho spektrometru

Homtonostni spektrometr je slozen ze tii zakladnich ¢asti — iontového zdroje, hmot-
nostniho analyzatoru a detektoru iontu. VSechny tyto ¢asti jsou vétSinou uzaviené ve
vysokém vakuu.

Dalsimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou — vakuovy systém, zafizeni pro zava-
déni vzorku (sonda), iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu, pocita¢ na
ovladédni a ladéni piistroje, sbér a ukldadani dat. [30]

Na obrazku 8 je znazornéno schéma hmotnostniho spektrometru.

lontovy
detektor

Hmotnostni
analyzator

lontowy
zdroj

Vakuum
o J

Vakuova
pumpa

Obrazek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru.
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e lontovy zdroj

Iontovy zdroj slouzi k prevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ééstice (tzv.
ionizace), které jsou déle analyzovany hmotnostnim analyzatorem. Konstrukce ion-

tového zdroje se lisi podle pouzité ionizacni techniky.

Nejpouzivanéjsimi ionizaénimi technikami jsou — ESI (ionizace elektrosprejem), APPI
(fotonizace za atmosférického tlaku), APCI (chemickd ionizace za atmosférického

tlaku). [30]

e Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontu v plynné fazi za vakua podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z). Tohoto rozdéleni iontti podle poméru m/z lze dosdhnout

s vyuzitim ruznych fyzikalnich principu.

Nejbéznéji pouzivanymi analyzatory v hmotnostni spektrometrii jsou — magne-
ticky analyzator, pruletovy analyzator (Time-of-Flight, TOF), sektorovy analyzator

s dvoji fokusaci, kvadrupélovy analyzator, iontové past, orbitrap. [30]

e lontovy detektor

Tontovy detektor slouzi k detekei iontti podle poméru hmotnosti a nédboje (m/z) a

k urceni relativni intenzity jednotlivych iontu.

Detegovat ionty lze pomoci Faradayovy klece, elektronového nasobice ¢i fotondso-

bice. [30]

2.7 Ostatni spektralni metody

2.7.1 UV-VIS spektrometrie

UV-VIS spektrometrie je analytickd metoda, kterd se zabyva méfenim a interpretaci
elektronovych spekter molekul latek, které absorbuji elektromagnetické zareni v oblasti
vlnovych délek 200 az 800 nm. [32]

Pokud latky absorbuji zafeni s vlnovou délkou mensi nez 380 nm, jedna se o ultrafialové
zareni, které se jevi lidskému oku jako bezbarvé. Oblast viditelného svétla se nachazi
v rozsahu vlnovych délek 380 az 770 nm. Latky, které se nachézeji v této oblasti, se jevi

lidskému oku jako barevné. [32, 33]
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Oblast zareni s vlnovou délkou mensi nez 200 nm se nazyva vakuova ultrafialova
oblast. Zareni v této oblasti je pohlcovano vzduchem, proto je pro sledovani absorpce
nutné pouzit specidlni evakuovanou aparaturu. [32, 33|

Meétreni absorpce v oblasti UV-VIS spektra je mozné pomoci ruznych typu piistroju,

které maji ruzné pristrojové vybaveni a tedy i rizné zpusoby méreni:

1. kolorimetrie — je jednou z nejstarsich metod méfeni absorpce svétla, vyuzivajici jen

viditelné oblasti spektra. Detekce se provadi okem. [32]

2. fotometrie — také vyuziva jen viditelné oblasti spektra. Podle zpusobu detekce se
déli na subjektivni, kde detektorem je oko, a objektivni, u které se detekce provadi

fotoelektricky. [32]

3. spektrofotometrie — umoznuje ziskat spektra ve viditelné i ultrafialové oblasti. Z pri-
marniho zdroje se ziskdva monochromatické zareni pomoci monochromatoru. De-

tekce zafeni je objektivni. [32]

Principem spektrofotometru je ozarovani roztoku v kyveté monochromatickym svétlem,
které je molekulou analytu absorbovano. Na detektor zareni dopada roztokem neabsor-
bované zéreni, jehoz intenzita je v detektoru meéfena. [33]

Na obrazku 8 je znazornéno schéma spektrofotometru.

Experimentalni usporadani

7

Monochromator Detektor

Vzorek
Vystupni Stérbina

Disperzni prrvek

Vstupni itérbina

Zdroj zareni

Obréazek 9: Schéma spektrofotometru. Pievzato z [34], upraveno.
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2.7.2 IC spektrometrie

Infracervena spektrometrie je analytickd metoda, ktera se zabyva meéfenim a vyhodno-
covanim absorpcnich spekter molekul, které absorbuji zareni v oblasti vlnovych délek
800 nm — 100 pum. [32]

Podle vInovych délek zéreni rozlisujeme infracervenou spektroskopii na blizkou (NIR,
z anglického near infrared) — 800 az 2500 nm, sttedni (MIR, z anglického middle infrared)
— 2,5 az 50 pm a vzdalenou (FIR, z anglického far infrared) — 50 az 100 pm. [32]

Pii pusobeni zareni v NIR a MIR oblasti dochézi k rota¢né vibra¢nim prechodum,
v jejichz dusledku se méni rotaéni i vibra¢ni stav molekuly. Zareni v oblasti FIR vyvolava
zménu rotacnich stavii molekul, u nichz je mald potfeba energie. [32, 35]

Principem IC spektrometrie je absorpce infracerveného zareni pii pruchodu vzor-
kem. Pti absorpci dochazi ke zméndam rotacné vibracnich energetickych stavu molekuly,
v zavislosti na zméndch dipélového momentu molekuly. [36, 37]

Pro méreni infracervenych spekter se pouzivaji dva ruzné piistroje — disperzni a ne-
disperzni spektrometr. [32, 35]

IC spektroskopie ma vyuziti pievdzné v kvalitativn{ analyze, ale lze ji také pouzit ke
kvantitativni analyze. Na rozdil od UV-VIS spektrometrie, IC spektrometrie mé velky
vyznam pro identifikaci organickych a v mensim méfitku i anorganickych sloucenin. [38]

Spektrum v IC oblasti je velmi dobrym néstrojem kvalitativni analyzy, protoze umoz-
nuje pomérné dobrou identifikaci latek na zakladé hledani charakteristickych funkénich
skupin a porovnani ¢dsti spektra spadajici do oblasti fingerprintu. [38]

Pro ¢isté latky nebo jednoduché smési je identifikace nejspolehlivéjsi. Vysledky IC
analyzy je vSak nutné kombinovat i s jinymi metodami jako napiiklad s hmotnostni spek-
trometrii, UV-VIS spektrometrii nebo s magnetickou rezonanci. [38]

Pokud chceme dosdhnout kvantitativniho vyhodnoceni vzorku, musi se ze spektra
métené latky separovat jednoznaény a dostateéné intenzivni absorpéni pas. Pro IC spektra
jsou charakteristické tzké pasy, uzsi nez pii UV-VIS spektrometrii. Pro odecet absorbanci
(transmitanci) se pouzivd metoda zdkladni linie. Zavislost mezi absorbanci a koncentraci
stanovované latky udava Lambert—Beeruv zdkon. [3§]

Ziskany signél se prevede matematickou operaci, Fourierovou transformaci, na in-
fracervené spektrum. [32, 35] Na obrazku 10 je zndzornéna Fourierova transformace in-

terferogramu na infracervené spektrum.
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Obrazek 10: Fourierova transformace interferogramu na infracervené spektrum. Prevzato

z [38].

2.7.3 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

VVVVVV

metod, které se vyuzivaji v praxi. Jedna se o spektroskopickou metodu zalozenou na
meéteni absorpce elektromagnetického zéreni (rddiové frekvence asi od 4 do 900 MHz). Na
rozdil od UV-VIS a IR absorpce nejsou do tohoto procesu zahrnuty vnéjsi elektrony, ale
jadra atomu.

Principem NMR je interakce jader s nenulovym magnetickym spinem s vysokofre-
kvenénim elektromagnetickym vIlnénim. Absorbované zareni zpusobuje pfechody mezi
energetickymi stavy vzniklymi rozstépenim jednoduchych stavi s nenulovym spinem v mag-

netickém poli. Na obrazku 11 je zndzornén princip NMR spektroskopie. [39]

VZOREK
= AE=E;—Ey=h.v
E h.v . E 1 0
& 1 A
- .no: = |
-]
@] = Y
g e WWWH E | i) E
a L X
N = [
L o
elektro-magnetické 0
zareni
E - energie zareni E, — energie vzorku v zakladnim stavu

h — Plankova konstanta

v — frekvence zafeni E, — energie vzorku v excitovaném stavu

Obrazek 11: Princip NMR spektroskopie. Prevzato z [39].
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NMR lze aplikovat pouze na atomy, jejichz jadro ma spinovy moment, tj. pouze na
atomy, jejichz jadra maji lichy pocet protonu nebo neutronu. [39]

Jelikoz lokalni magnetické pole je ovlivnéno okolim atomu, 1ze tak studovat vlastnosti
okoli sondujiciho atomu. [39]

Tato metoda je v analytické chemii vhodnd zvlasté pro studium struktury uspotradani
molekul ve vzorku. Interpretaci NMR spekter je mozné identifikovat znamé latky, potvr-
dit struktury produktu, kvantifikovat slozeni smési, studovat dynamické procesy, urcovat
struktury neznamych latek, urcovat sekundarni, terciarni a kvartérni struktury biomakro-
molekul. [39]

MRI (magnetickd rezonance) je zobrazovaci lékaiskéd technika, kterd je zalozena na
NMR. MRI se stala zakladem lékarské diagnostiky. Jedna se o neinvazivni a nedestruktivni
diagnosticky nastroj pro zobrazovani mékkych tkani jako je mozek, srdce a dalsi svaly a

pro objeveni nddoru v mnoha organech.
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3 Cil diplomové prace

Cilem této diplomové prace je vyuziti CZE a UV-VIS spektrofotometrie pro sledovani
prubéhu redukce rhenistanu amonného vybranymi redukénimi ¢inidly, kterymi jsou kyse-

lina askorbové a acetylhydrazin.

Diléim cilem je vyuziti hmotnostni spektrometrie pro charakterizaci vybranych kom-

plext rhenia s organickymi ligandy.
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzité chemikalie

e acetylhydrazin 90% (Sigma Aldrich, Némecko)

e benzen-1,2,3-triol (pyrogallol) 99% (Alfa Aesar, Némecko)

e Beta—Alanin 99% (Sigma Aldrich, Némecko)

e dihydrogenfosforecnan sodny 99% (Lach-Ner, Ceské republika)

e hydroxid lithny 98% (Lach-Ner, Ceské republika)

e hydroxid sodny 97% (Sigma Aldrich, Némecko)

e kyselina askorbova 99% (Sigma Aldrich, Némecko)

e kyselina borit4 99,5% (Lach-Ner, Ceské republika)

e kyselina citrénova 99,8% (Lach-Ner, Ceské republika)

e kyselina 2-(cyklohexylamino)ethansulfonovd (CHES pufr) 99% (Sigma Aldrich,
Némecko)

e kyselina chlorovodikové 35% (Lach-Ner, Ceska republika)

e kyselina octovd 99% (Sigma Aldrich, Némecko)

e octan sodny 98 5% (Lach-Ner, Cesk4 republika)

e tetraboritan sodny 99% (Lach-Ner, Ceska republika)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan 99,8% (Sigma Aldrich, Némecko)

e rhenistan amonny 99% (Sigma Aldrich, Némecko)

4.2 Pouzita instrumentace a postupy

Pevné latky byly odvézeny s pouzitim mikrovéh Sartorius 7085011 (Sartorius Gmbh,
Gottingen, Némecko).

Déle byl pouzit pH metr Jenway 3540 pH/Conductivity Meter.

Pro méteni metodou CZE byl pouzit ptistroj Agilent Technologies 7100 (USA). Jako
separacni kolona byla pouzita kfemennd kapilara od firmy Agilent Technologies (USA)
o vnitinim prumeéru 50 pm a vnéjsim pruméru 375 um, délka k detektoru byla 40 cm a
celkova délka 50 cm.

Pro CZE méreni ve velmi kratké separacni kapilaie bylo pouzito experimentalni zafizeni

(konstrukce prof. Opekar) s tlakovym davkovacem a UV-VIS absorpénim detektorem.
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Byla pouzita kiemenna kapilara o celkové délce 16,5 cm, vnitinim pruméru 25 pm a délce
k detektoru 11,5 cm.
Vyhodnoceni vysledku bylo provedeno pomoci softwaru Agilent ChemStation (USA).

V tabulce 1 jsou uvedené pouzité nosné elektrolyty pro metodu CZE.

Tabulka 1: Pouzité nosné elektrolyty

Nosny elektrolyt Slozeni pH
NE1 20mM Na2B4O7 + 20mM HgBOg 9,07
NE2 10mM HCI + 20mM C3H;NO, 3,52
NE3 5mM LiOH - Hy,O + 10mM CgHgO7 - HyO | 3,79
NE4 20mM CH3COONa + 20mM CH3COOH | 4,45
NE5 20mM NaH,PO, - H,O 4,64
NE6 20mM CHES pufr 9,63
NE7 50mM HAc 4+ 20mM TRIS 4,50

Pii méreni metodou UV-VIS byl pouzit jednopaprskovy spektrometr Thermo Evolu-
tion 60 od firmy Thermo Scientific (USA).

Déle byly pouzity kifemenné kyvety o objemu 3 ml s definovanou optickou délkou 1 cm.
Vysledky byly vyhodnocovany pomoci pocitacového softwaru Vision Lite Scan 5 od firmy
Thermo Scientific (USA).

UV-VIS kinetickd méteni byla odecitana ve vybranych ¢asovych intervalech a ve vl-
novych délkach od 200 do 700 nm s krokem 5 nm.

ESI/MS meéfeni byla provddéna na hmotnostnim spektrometru Esquire 3000 s ionto-
vou pasti od spolecnosti Bruker Daltonics (Némecko). Pristroj byl kontrolovan a ovlddan
prostiednictvim softwaru Esquire Control 5.3.11 a experimentalni data byla zpracovavana
pomoci programu Data Analysis 3.3.56 od firmy Bruker Daltonics (Némecko). Jako ¢er-
padlo byla pouzita injekéni pumpa Cole Parmer (USA).

4.2.1 Postup méreni redukce rhenistanu amonného

Meéften{ ubytku rhenistanu amonného s pouzitim kyseliny askorbové jako redukéntho ¢inidla
bylo provedeno dvéma riznymi metodami — pomoci kapilarni zénové elektroforézy a me-
tody UV-VIS spektrometrie.

Daéle bylo k rhenistanu amonnému pfiddano komplexotvorné ¢inidlo, tvorici pevny kom-

plex s redukovanou formou rhenia. Identifikace vzniklého komplexu byla provedena pomoci

ESI/MS.
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Kapilarni zénova elektroforéza

Pred zacatkem kazdého méteni byla nejprve provedena kalibrace a promyti piistroje. CZE
byla promyta vodou po dobu péti minut, poté probéhlo promyti pomoci nosného elektro-
lytu po dobu dvou minut a v pripadé potieby pomoci 100mM hydroxidu sodného také po
dobu dvou minut. Poté byly naplnény vialky nosnym elektrolytem a vlozeny do otocného
karuselu do pozice 3 a 4. Do pozice 7 byla umisténa vialka s rhenistanem amonnym o kon-
centraci 0,75 mmol/l1 jako testovacim vzorkem. Poté byly nastaveny parametry metody.

Pro kyselé prostiedi: napéti -25 kV, tlak 30 mba v piipadé pouziti kyseliny askorbové
jako redukéniho ¢inidla, 60 mba pro acetylhydrazin, doba davkovani vzorku 20 s, vinova
délka 200, 210, 230 a 256 nm, doba analyzy 20 minut.

Pro zasadité prostiedi: napéti 25 kV, tlak 30 mba v ptipadé pouziti kyseliny askorbové
jako redukcniho ¢inidla, -60 mba pro acetylhydrazin, doba davkovani vzorku 20 s, vlnova
délka 200, 210, 230 a 256 nm, doba analyzy 20 minut.

Po spusténi analyzy byla sledovana hodnota protékajiciho proudu, hodnota tlaku pfti
déavkovani vzorku a pohyb elektroosmozy.

V dalsim kroku byla proméfena kalibracni fada rhenistanu amonného s pouzitim
nékolika ruznych nosnych elektrolytu viz tabulka 1. Z téchto nosnych elektrolytu byl
poté vybran jeden kysely a jeden zésadity jako optimalni.

Pro kyselé prostiedi byl vybran NE4. Pro bazické prostiedi NE1 v piipadé pouziti
kyseliny askorbové jako redukéniho ¢inidla, NE6 pro acetylhydrazin.

Jako optimdalni koncentrace rhenistanu amonného byla zvolena 0,20 mg/ml (0,75mM)
a tato koncentrace byla pouzivana pro vSechna dalsi méfeni.

Déle byla prométena kalibra¢ni fada kyseliny askorbové v kyselém i bazickém prostiedi
za pouziti stejnych nosnych elektrolytu. V tomto piipadé byla zvolena a pouzita pro dalsi
méteni koncentrace 2,82 mg/ml (16 mmol/1).

Pro kinetickd méfeni redukce rhenistanu amonného s pouzitim kyseliny askorbové jako
redukcéniho ¢inidla pomoci metody kapilarni zénové elektroforézy byla vzdy pripravena
smés obsahujici 200 pl rhenistanu amonného o koncentraci 0,75 mmol/1 a 100 pl kyseliny
askorbové o koncentraci 16 mmol /1. Do této reakéni smési bylo vzdy piiddno 100 pl 20mM
acetatového pufru jako stabilizatoru pH. Tato smés byla poté promérena v NE1 a NEA4.

Pro ovéreni mozného vlivu vzdusného kysliku na prubéh redukce rhenistanu kyseli-

nou askorbovou byl prubéh redukce sledovan za anaerobnich podminek a postup pripravy

Be. Jana Liskova 25 UK PrF 2018



4.2 Pouzita instrumentace a postupy 4 EXPERIMENTALNI CAST

reakcni smeési modifikovan néasledujicim zpusobem: Pro odstranéni rozpusténého vzdusného
kysliku z vodnych roztoku a jejich uchovavani v inertni atmosféfe byly pouzity 20ml a
10ml sklenéné nadobky se septem, s privodni a odvodni injekéni jehlou pro prutok ar-
gonu. Na obrazku 12 je znazornéno zafizeni pro sledovani redukce rhenistanu kyselinou

askorbovou v inertni atmosfére argonu.

Pfivod Ar Odbér Odvod Ar

[ 1 Septum

" 0o o ©

N/

Obréazek 12: Schéma aparatury kyseliny askorbové pod inertnim plynem.

Voda, zasobni roztok rhenistanu amonného a roztok acetatového pufru byly pro od-
stranéni rozpusténého kysliku 20 minut probublavany argonem (prutok 5 ml/min) a
uchovavany v inertni atmosfére.

Cerstvy zésobni roztok kyseliny askorbové byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho
mnozstvi kyseliny askorbové v 10 ml vody predem zbavené rozpusténého kysliku, vysledny
roztok uchovavan v inertni atmostfére.

Reakéni smés byla pripravena smisenim odpovidajicich objemu roztoku rhenistanu
amonného, kyseliny askorbové a acetatového pufru v 10ml sklenéné nadobce s nastavenym
prutokem argonu 2 ml/min. Po smiseni byl z nddobky odebran alikvot reakéni smeési pro
CZE analyzu. Pro snizeni odpareného mnozstvi vody z reakéni smési béhem sledovani
prubéhu reakce byl prutok argonu nadobkou snizen na 0,5 ml/min a pifivodni injekéni

jehla byla povysunuta tak, aby nezasahovala do roztoku.
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Déle bylo prométeno nékolik koncentraci kyseliny askorbové v kyselém i bazickém
prostiedi a byl sledovan ubytek rhenistanu amonného. Pro sledovani ibytku rhenistanu
amonného byly zvoleny koncentrace 0,75; 1,5; 7,5; 15; 75; 225; 375; 600 a 750 mmol /1.

V nésledujicim kroku byl prométen vliv koncentrace acetylhydrazinu na redukci rhe-
nistanu amonného.

Pro metodu kapilarni zénové elektroforézy byla vzdy pripravena reakéni smés obsa-
hujici 200 pl rhenistanu amonného o koncentraci 0,75 mmol/l a 50 pl acetylhydrazinu
o ruzné koncentraci. K této smési bylo vzdy priddano 150 ul 20mM acetatového pufru.
Pouzité koncentrace acetylhydrazinu jsou 0,75; 1,5; 7,5; 15; 75; 225; 375; 600 a 750 mmol /1.

Priprava acetylhydrazinu probéhla néasledovné. Ze zasobniho roztoku bylo odpipe-
tovano 50 ul acetylhydrazinu, zvazeno a poté k nému pridéno odpovidajici mnozstvi
vody. 7 tohoto roztoku bylo poté odpipetovano 50 ul a pridano k 0,75mM rhenistanu

amonnému a 20mM acetatovému pufru.

UV-VIS spektrometrie

Kiremenné 3ml kyvety byly naplnény reakéni smési a slepym vzorkem a umistény do
vestavéného ménice kyvet.

Nejprve byla prométena reakéni smés obsahujici 16mM kyselinu askorbovou a 20mM
acetatovy pufr, jako slepy vzorek byl pouzit tentyz 20mM acetatovy pufr.

Druhou reakéni smési byla smés 0,75mM rhenistanu amonného, 16mM kyseliny askor-
bové a 20mM acetdatového pufru. Pro tuto reakéni smés byly pouzity ¢tyfi ruzné slepé
vzorky - 20mM acetatovy pufr; 20mM acetatovy pufr ve smési s 16mM kyselinou askor-
bovou; 0,75mM rhenistan amonny; voda.

Kinetickd méfeni byla odecitdana pomoci pocitacového softwaru Vision Lite Scan 5 od
firmy Thermo Scientific (USA) ve vybranych ¢asovych intervalech a ve vinovych délkach
od 200 do 700 nm s krokem 5 nm.

Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

Hmotnostni spektra byla snimana v moédu negativnich iontu v rozsahu 260-1000 Da.
Pti v8ech mérenich dosahoval tlak rozprasovactho plynu 18 psi pti prutokové rychlosti
5 l-min~!. Teplota pii desolvataci byla 300 °C a kapildrni napéti bylo nastaveno na
4000 V. Roztok vzorku byl davkovan injekéni pumpou piimo do rozprasovace pii prutoku

8 ul-min~?.
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4.3 Zpracovani kalibrac¢nich zavislosti

Pro urcéeni meze detekce a meze stanovitelnosti byla pouzita analyza rozptylu dat ka-

libra¢nich zavislosti. Obecny tvar rovnice regresni primky:
y = A-z+B (9)

Urceni smérodatné odchylky s, ., kde z je nezavisle proménnd (koncentrace) a y je zavisle

proménnd (naméteny signdl).

S$
Y, n_2

kde y; jsou namérené hodnoty signélu, Y; jsou hodnoty signdlu vypocitané z rovnice re-
gresni piimky 9 pro dané koncentrace z;. Jelikoz plati, Ze korelaéni koeficient R? linedrn{
regrese je u vSech namétrenych kalibrac¢nich kiivek v rozmezi 0,95 a 1,05, je mozné pouzit

pro urceni meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) nésledujici rovnice. [40]

3-8y, — B

LOD = —ra— (11)
LOQ — W (12)
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Meéreni redukce rhenistanu amonného s pouzitim kyseliny

askorbové jako redukéniho cinidla

Meérteni ubytku rhenistanu amonného s pouzitim kyseliny askorbové jako redukéniho ¢inidla
bylo provedeno dvéma ruznymi metodami — pomoci kapilarni zonové elektroforézy a me-
tody UV-VIS spektrometrie.

5.1.1 Pomoci metody kapilarni zénové elektroforézy

7 duvodu zjisténi, zda ma pH prostredi vliv na redukci rhenistanu amonného kyselinou
askorbovou, bylo méreni provedeno v kyselém i bazickém prostiedi. Pro bazické prostiedi
byl zvolen jako nosny elektrolyt NE1, pro kyselé prostiedi NE4 (viz tabulka 1).

Bazické prostiedi

Meéreno za podminek:

e U=25kV,
e [ =10 uA,
e P = 30 mba,

déavkovani vzorku po dobu 20 s,

odec¢itano pii vlnové délce 200 nm pro rhenistan amonny a 256 nm pro kyselinu

askorbovou.

V tabulce 2 jsou uvedené namétené hodnoty ploch pikt kalibrac¢ni fady rhenistanu

amonného pti pouziti NE1 jako nosného elektrolytu.

Tabulka 2: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného.

Koncentrace | Plocha piku
mg/ml] | [mV -
0,04 12,8
0,08 26,2
0,12 40,2
0,16 53,5
0,20 68,7
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Na obrazku 13 je uveden graf kalibracni zavislosti rhenistanu amonného. Z této zavislosti

je patrné, ze plocha piku roste linedrné s rostouci koncentraci rhenistanu amonného.

0 o0 rhenistan amonny

linearni regrese i
60 || - 95% interval spolehlivosti -

50 |-

40 |

30 |-

plocha piku [mV-s]

0 o ] . ] , | , 1 , ] \
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24

koncentrace [mg/ml]
Obrazek 13: Kalibrac¢ni zavislost rhenistanu amonného s pouzitim NE1 jako nosného elek-

trolytu. Odecitano pfi vlnové délce 200 nm. Rovnice regresni piimky: y = 345 - x — 0,92.
Hodnota korelaéniho koeficientu R? linedrni regrese je 0,999.

Urceni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syr = 0,645 mV -s (13)
30,645+ 0,92

LOD = d 7 14

345 (14)

LOD = 0,008 mg/ml (15)
10 - 0,645 4 0,92

LOQ = ’ ’ 16

Q 5 (16)

LOQ = 0,021 mg/ml (17)

V tabulce 3 jsou uvedené namérené hodnoty ploch piku kalibracni fady kyseliny askor-
bové. Méreni probéhlo v NE1.
Na obrazku 14 je uveden graf kalibraéni zavislosti kyseliny askorbové. Z této zavislosti

je patrné, ze plocha piku roste linedrné s rostouci koncentraci kyseliny askorbové.
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redukcéniho ¢inidla

5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tabulka 3: Namétené hodnoty plochy piku kyseliny askorbové.

Koncentrace | Plocha piku
[mg/ml] mV - §]
0,50 1 501,9
1,20 3419,0
1,60 4 691,6
2,82 7 573,0
5,62 13 783,8

14000

12000

10000

8000

6000

plocha piku [mV-s]

4000

2000

O kyselina askorbova
linearni regrese
ffffffff 95% interval spolehlivosti

2

3 4

koncentrace [mg/ml]

Obrazek 14: Kalibracni zavislost kyseliny askorbové. Méteno v NE1, odec¢itano pii vlnové
délce 256 nm. Rovnice regresni piimky: y = 2371,3 - « + 626,1. Hodnota korela¢niho
koeficientu R? linedrni regrese je 0,997.

Urcéeni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syr = 2992mV -s (18)
3-299,2 — 626,1
LOD = ’ ’ 1
O 23713 (19)
LOD = 0,114 mg/ml (20)
10 - 299,2 — 626,1
LOQ = : ’ 21
@ 2371,3 (21)
LOQ = 0,998 mg/ml (22)
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Déle byla promérena rekéni smés obsahujici 0,75mM rhenistan amonny a 16mM ky-
selinu askorbovou v NE1. K této reakéni smési bylo pridano 100 ul 20mM acetatového
pufru pro zachovani stalé hodnoty pH.

V grafu na obrazku 15 je uvedena zavislost plochy piku kyseliny askorbové a rhenistanu
amonné¢ho na case. Toto kinetické méreni bylo odec¢itano pti vlnové délce 200 nm pro
rhenistan amonny a 256 nm pro kyselinu askorbovou. Jako nosny elektrolyt byl zvolen

NE1. Namérena data jsou uvedena v tabulce 10 v priloze A.

, r T r T . , . T r T r 120
400 |- o 0,75mM rhenistan amonny ve smési
N linearni regrese ’ 4 100
A O 16mM kyselina askorbova
300 exponencialni regrese

,,,,,,,,,,,, samotny 0,75mM rhenistan amonny

250

- &
: =
> £
E —_—
— @]
N0 e
> )
[@] c
£ 5
:
© I >
Z 200 2
8 ol @
N 15 c
z | 2
2 100 =
a L =
o

_g 50 ©
2 S
2 0 A 1 L 1 L 1 A 1 A 1 L I~ 0o ©
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 <

¢as [min]

Obrazek 15: Zavislost plochy piku kyseliny askorbové a rhenistanu amonného na ¢ase pti
pouziti NE1 jako nosného elektrolytu. Kinetické métreni bylo odec¢itano pii vinové délce
200 nm pro rhenistan amonny a 256 nm pro kyselinu askorbovou. Piimka s konstantni
hodnotou 68,7 mV-s odpovida referenénimu roztoku rhenistanu amonného bez pridaného
redukcéniho ¢inidla.

7 grafu je patrné, ze se plocha piku rhenistanu amonného s ¢asem témér neméni,
nicméné doslo k ubytku plochy rhenistanu amonného po pridani kyseliny askorbové jako
redukéniho ¢inidla. Plocha piku rhenistanu amonného o koncentraci 0,75 mmol/l bez
reakcéniho ¢inidla byla 68,7 mV-s. Po pridani kyseliny askorbové je tato plocha v prumeéru
42,8 mV'-s. Kyselina askorbova tedy zredukovala plochu rhenistanu amonného o 38 %.

Dale na grafu vidime, ze plocha piku kyseliny askorbové s rostoucim ¢asem klesa.
Ubytek plochy piku kyseliny askorbové s rostoucim ¢asem je dusledkem oxidace kyseliny
askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou.

Na obrazku 16 je uveden ukazkovy elektroferogram této reakéni smeési. V grafu na

obrézku je vyznacen pik kyseliny askorbové (1) a rhenistanu amonného (2).
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Obrazek 16: Ukéazkovy elektroferogram reakéni smési 0,75mM rhenistan amonny + 16mM
kyselina askorbova ve 20mM acetatovém pufru. Méteno v prostiedi NE1.

Kyselé prostiedi

Meéfeno za podminek:

o U=-25KkV,
e [ =11 uA,
e P = 30 mba,

e davkovani vzorku po dobu 20 s,

odecitano pri vlnové délce 200 nm pro rhenistan amonny a 256 nm pro kyselinu

askorbovou.

V tabulce 4 jsou uvedené namérené hodnoty ploch piku kalibra¢ni fady rhenistanu
amonného pti pouziti acetatového pufru jako nosného elektrolytu.
Na obrazku 17 je uveden graf kalibra¢ni zavislosti rhenistanu amonného. Z grafu je

patrné, ze s rostouci koncentraci rhenistanu amonného roste plocha piku linearné.
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Tabulka 4: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného.

Koncentrace | Plocha piku
[mg/ml] mV - g
0,04 10,2
0,08 19,1
0,12 30,3
0,16 39,6
0,20 49,2
T T T T T T T T LI
50 O rhenistan amonny ]
linearni regrese o
-------- 95% interval spolehlivosti
40 -
>
E 30} .
= /
©
S 20 .
Q r'l i
(o
I & -
0 . , | A ] A ] ) ] A ] A
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24

koncentrace [mg/ml]
Obrazek 17: Kalibracni zavislost rhenistanu amonného s pouzitim NE4 jako nosného elek-

trolytu. Odecitano pii vinové délce 200 nm. Rovnice regresni piimky: y = 246,25-x+0,13.
Hodnota korela¢éniho koeficientu R? linedrni regrese je 0,999.

Urcéeni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Sys = 0,578 mV - s (23)
3-0,078 — 0,13
LOD = ; ; 24
O 246,25 (24)
LOD = 0,007 mg/ml (25)
10- 0,578 — 0,13
L = . d 2
0Q 246,25 (26)
LOQ = 0,023 mg/ml (27)

V tabulce 5 jsou uvedené namétrené hodnoty ploch piku kalibracni fady kyseliny askor-

bové pii pouziti NE4 jako nosného elektrolytu.
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Tabulka 5: Namétené hodnoty plochy piku kyseliny askorbové.

Koncentrace | Plocha piku
[mg/ml] mV - §]
0,50 1 810,8
1,20 39178
1,60 5119,6
2,82 8 2442
5,62 14 691,1

Na obrazku 18 je uveden graf kalibraéni zavislosti kyseliny askorbové. Z této zavislosti

je patrné, ze plocha piku roste linedrné s rostouci koncentraci kyseliny askorbové.

16000

14000 ;
12000 -
10000 -
8000 -

6000

plocha piku [mV-s]

4000

O kyselina askorbova
linearni regrese
95% interval spolehlivosti

2000 b

2

3 4

koncentrace [mg/ml]

Obrazek 18: Kalibracni zavislost kyseliny askorbové s pouzitim NE4 jako nosného elektro-
lytu. Odecitano pii vinové délce 256 nm. Rovnice regresni piimky: y = 2483.6 - © + 925,2.
Hodnota korela¢éniho koeficientu R? linedrni regrese je 0,997.
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Urceni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syw = 3225mV -s (28)
3-322,5 —925,2
LOD = ’ - 2
O 2483,6 (29)
LOD = 0,017 mg/ml (30)
10 - 322,5 — 925,2
LOQ = ’ ’ 31
@ 2483,6 (31)
LOQ = 0,926 mg/ml (32)

Déle byla promérena reakéni smés obsahujici 0,75mM rhenistan amonny a 16mM
kyselinu askorbovou v ruznych ¢asovych intervalech. Do reakéni smeési bylo pridano 100 pl
20mM acetatového pufru pro udrzeni stalé hodnoty pH. Naméfena data jsou uvedena
v tabulce 11 v priloze A.

Na obrazku 19 je uvedena zavislost plochy piku kyseliny askorbové a rhenistanu

amonného na ¢ase.
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I | | I | | I |
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Obrazek 19: Zavislost plochy piku kyseliny askorbové a rhenistanu amonného na case
pii pouziti NE4 jako nosného elektrolytu. Do reakéni smési bylo pfiddno 100 pl 20mM
acetatového pufru. Kinetické méteni bylo odecitano pii vlnové délce 200 nm pro rhenistan
amonny a 256 nm pro kyselinu askorbovou. Pfimka s konstantni hodnotou 49,2 mV'-s
odpovida referencnimu roztoku rhenistanu amonného bez pridaného redukéniho ¢inidla.

7 grafu je patrné, ze v kyselém prostiedi doslo, po pridani kyseliny askorbové jako
redukcéniho ¢inidla, k ubytku plochy piku, tj. k redukci rhenistanu amonného, stejné

tak jako tomu bylo v bazickém prostiedi. Plocha piku samotného 0,75mM rhenistanu
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amonného byla 49,2 mV-s, po pridani kyseliny askorbové do smési se tato plocha zredu-
kovala v pruméru na 18,6 mV-s. Kyselina askorbova tedy zredukovala v kyselém prostredi
plochu piku rhenistanu amonného o 62 %.

Také v kyselém prostiedi dochazi k ibytku plochy piku kyseliny askorbové s rostoucim
casem v dusledku oxidace kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou.

Na obrazku 20 je uveden ukézkovy elektroferogram této reakéni smési. V grafu na

obrazku je vyznacen pik kyseliny askorbové (1) a rhenistanu amonného (2).

2

min

Obrazek 20: Ukazkovy elektroferogram reakéni smeési 0,75mM rhenistan amonny + 16mM
kyselina askorbova ve 20mM acetatovém pufru. Méteno v prostiedi NE4.

Poté byl sledovan mozny vliv prostfedi na redukci rhenistanu amonného kyselinou
askorbovou. Proto bylo dalsi méfeni provedeno v anaerobnim prostiedi.

Na obrazku 21 je uveden zaznam méreni zavislosti plochy piku rhenistanu amonného
a kyseliny askorbové na case pii reakci probihajici za anaerobnich podminek. Namétena
data jsou uvedena v tabulce 12 v ptiloze A.

7 uvedenych casovych zavislosti je zfejmé, Zze pritomnost vzdusného kysliku nema

zadny vliv na podil zredukovaného rhenistanu, za anaerobnich podminek je procentualni
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Obrazek 21: Zavislost plochy piku rhenistanu amonného a kyseliny askorbové na ¢ase pti
reakci probihajici za anaerobnich podminek. Méteno v prostiedi NE4.

ubytek plochy rhenistanového aniontu srovnatelny s aerobnim experimentem. Diky nepii-
tomnosti kysliku v roztoku reakéni smeési zustava plocha piku kyseliny askorbové v case
prakticky konstantni.

Nevyrazny narust ploch piku obou analytu béhem méteni je dan odparenim vody jako
rozpoustédla z reakéni smési, vedoucim ke zvyseni koncentrace obou reaktantu.

Déle bylo sledovano, zda méa koncentrace kyseliny askorbové vliv na podil zreduko-
vaného mnozstvi rhenistanu amonného.

V grafu na obrazku 22 je uvedena zavislost ubytku plochy piku rhenistanu amonného
na molarni koncentraci kyseliny askorbové. Z grafu na obrazku je patrné, zZe kyselina
askorbova v kyselém prostiedi redukuje rhenistan amonny v pruméru o 27 %. Zména
koncentrace kyseliny askorbové (tj. jeji prebytek v reakéni smési) mé v tomto piipadé
zanedbatelny vliv na podil zredukovaného rhenistanu amonného. Naméfena data jsou

uvedena v tabulce 13 v priloze A.
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Obrazek 22: Zavislost ubytku plochy piku rhenistanu amonného na molérni koncentraci
kyseliny askorbové. Jako nosny elektrolyt byl pouzit NE4. Odec¢itano pri vinové délce 200

nim.

5.1.2 Pomoci metody UV-VIS spektrometrie

Jako dalsi metoda pro sledovani redukce rhenistanu amonného s pouzitim kyseliny askor-

bové jako redukéniho ¢inidla byla pouzita UV-VIS spektrometrie.

Pro zjisténi, zda dochazi k redukci rhenistanu amonného kyselinou askorbovou, byly

pouzity dvé reakéni smési a slepé vzorky o ruzném slozeni, viz tabulka 6.

Tabulka 6: Pouzité reakéni smési a slepé vzorky.

Reakvém Slozeni reakéni smési Slepy vzorek
Smés
16mM CGHgoG

RS1 + 20mM (CHsCOONa + CH;COOH) 20mM (CH3COONa + CH3COOH)

1.
20mM (CH3COONa + CH3COOH)

2.

0,75mM NH4R€O4 16mM C6H806
+ 20mM (CH3COONa + CH3COOH) 3.
0,75mM NH4ReO,
4.
H,O
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UV-VIS kinetickd méteni byla odecitana ve vybranych ¢asovych intervalech od 200
do 700 nm, s krokem 5 nm.
V grafu na obrazku 23 je uveden ukazkovy graf zavislosti absorbance na vlnové délce

pro reakéni smés RS2 se slepym vzorkem ¢. 2 (viz tabulka 6).
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Obrazek 23: Graf zavislosti absorbance reakéni smési RS2 se slepym vzorkem ¢. 2 na
vinové délce.

Protoze dochéazi k prekryvu absorpénich spekter reagujicich latek (tj. rhenistanu amon-
ného a kyseliny askorbové), metoda UV—-VIS absorpéni spektrometrie neni vhodna pro

sledovani kinetiky redukce rhenistanu amonného kyselinou askorbovou.

5.2 Mereni redukce rhenistanu amonného s pouzitim acetylhyd-

razinu jako redukéniho cinidla

Pro sledovani ubytku rhenistanu amonného s pouzitim acetylhydrazinu jako redukéniho

¢inidla byla pouzita metoda kapilarni zénové elektroforézy.

5.2.1 Pomoci metody kapilarni zénové elektroforézy

Stejné jako v pripadé pouziti kyseliny askorbové jako redukéniho ¢inidla, i v piipade
acetylhydrazinu byl sledovan mozny vliv pH prostfedi na redukci rhenistanu amonného.
7 tohoto duvodu bylo provedeno méreni reakéni smeési v kyselém i bazickém prostredi.

Pro kyselé prostiedi byl zvolen nosny elektrolyt NE4, pro bazické NEG6.
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Kyselé prostredi

Meéfeno za podminek:

o U=-25KkV,
o [ =16 uA,
e P = 60 mba,

e davkovani vzorku po dobu 20 s,

e odecitano pti vinové délce 200 nm

Pii méfeni byla pouzita kalibra¢ni zavislost s parametry uvedenymi v tabulce 7 a na

obrazku 24. Z grafu je patrné, zZe s rostouci koncentraci rhenistanu amonného roste plocha

piku linearneé.

Tabulka 7: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného.

Koncentrace | Plocha piku
mg/ml] | [mV -
0,04 37,9
0,08 72,2
0,12 106,2
0,16 138,1
0,20 175,5

Urceni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syr = 1,394 mV -s

3-1,394 — 3,65
L D — ? 9
© 852,75
LOD = 0,001 mg/ml
10 - 1,394 — 3,65
LO — Y Y
© 852,75

LOQ = 0,012 mg/ml

Déle byl sledovan vliv koncentrace acetylhydrazinu na procentudlni ubytek plochy

rhenistanu amonného. V grafu na obrazku 25 je uvedena zavislost ubytku plochy piku

rhenistanu amonného na molarni koncentraci acetylhydrazinu. Stejné jako v pripadé re-

dukce rhenistanu kyselinou askorbovou, i z tohoto grafu je patrné, ze zména koncent-

race acetylhydrazinu ma zanedbatelny vliv na podil zredukovaného rhenistanu amonného.

Nameérend data jsou uvedena v tabulce 14 v priloze A.
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Obrazek 24: Kalibra¢ni zavislost rhenistanu amonného. Rovnice regresni piimky: y =
852,75 - x + 3,65. Hodnota korelaéniho koeficientu R? linedrni regrese je 0,999. Méfeno
v NEA4.
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Obrazek 25: Zavislost ubytku plochy piku rhenistanu amonného na molérni koncentraci
acetylhydrazinu. Mefeno v NE4, odecitano pti vinové délce 200 nm.
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Bazické prostiedi

Meéreno za podminek:

U =25kV,
I =16 pA,
e P = —60 mba,

davkovani vzorku po dobu 20 s,

odecitano pri vinové délce 200 nm

Pti méteni byla pouzita kalibrac¢ni zavislost s parametry uvedenymi v tabulce 8 a na

obrazku 26. Z grafu je patrné, ze s rostouci koncentraci rhenistanu amonného roste plocha

piku linearné.

Tabulka 8: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného.

Koncentrace | Plocha piku
mg/ml] | [mV -
0,04 66,4
0,08 109,7
0,12 206,9
0,16 233,0
0,20 306,3

Urceni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syr = 16,92mV -s

3-16,92 — 3,53
LOD = ’ ’
1507,8
LOD = 0,031 mg/ml
10-16,92 — 3,53
L — ? Y
0Q 1507,8

LOQ = 0,110 mg/ml

Nésledné byl stejné jako v kyselém prostiedi sledovan vliv koncentrace acetylhydrazinu

na procentualni ibytek plochy rhenistanu amonného.

V grafu na obrazku 27 je uvedena zéavislost ibytku plochy piku rhenistanu amonného

na molarni koncentraci acetylhydrazinu v bazickém prostiedi. Z grafu je patrné, Ze s ros-

touci koncentraci acetylhydrazinu roste i procentualni iibytek plochy rhenistanu amonného.

Nameérend data jsou uvedena v tabulce 15 v priloze A.
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Obrazek 26: Kalibracni zavislost rhenistanu amonného. Méfeno v NE6, odecitano pfti
vlnové délce 200 nm. Rovnice regresni primky: y = 1507,8 - x + 3,53. Hodnota korela¢niho
koeficientu R? linedrni regrese je 0,977.
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Obrazek 27: Zavislost ubytku plochy piku rhenistanu amonného na molarni koncentraci
acetylhydrazinu. Méteno v NEG6, odecitano pti vlnové délce 200 nm.
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Déle byla promérena stejna reakéni smés pomoci kratsi 16,5cm kapilary. Kratsi ka-

pilara byla pouzita z duvodu ovéreni vlivu délky kapilary k detektoru na redukci rhe-

nistanu amonného. Jako nosny elektrolyt byl zde pouzit NE7.

Meérteni probéhlo za podminek:

e U=10KkV,
o [ =06 uA,
e délka kapilary - 16,5 cm.

Pii méreni byla pouzita kalibra¢ni zavislost s parametry uvedenymi v tabulce 9 a na

obrazku 28. Z grafu je patrné, zZe s rostouci koncentraci rhenistanu amonného roste plocha

piku linedrné.

Tabulka 9: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného.

Koncentrace | Plocha piku
mg/ml] | [mV -
0,04 2,2
0,08 4.8
0,12 6,5
0,16 9,3
0,20 11,9

Urceni LOD a LOQ dosazenim do rovnic 10, 11 a 12.

Syr = 0311 mV -s

LOD =

3.0,311 40,23

99,75

LOD = 0,019 mg/ml

LOQ =

10-0,311 + 0,23

59,75

LOQ = 0,056 mg/ml

Na obrazku 29 je uvedena zavislost plochy piku rhenistanu amonného na case. Plocha

piku rhenistanu amonného je s ¢asem neménnd, nicméné stejné jako v pripadé pouziti

delsi kapilary, i zde je vidét, ze doslo k redukeci rhenistanu amonného. Ani pfi pouziti

kratsi kapilary se nepodatilo zachytit zacatek reakce redukce rhenistanu amonného. Re-

akce je okamzitd a metodou CZE nezachytitelna. Namérena data jsou uvedena v tabulce 16

v priloze A.
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Obrazek 28: Kalibra¢ni zavislost rhenistanu amonného. Méreno pomoci 16,5 cm dlouhé
kapilary. Odecitano pii vinové délce 200 nm. Rovnice regresni primky: y = 59,752 —0,23.
Hodnota korelaéniho koeficientu R? linedrni regrese je 0,995.
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Obrazek 29: Zavislost plochy piku rhenistanu amonného na ¢ase s pouzitim 16,5 cm dlouhé

kapilary. Kinetické méteni bylo odecitano pii vlnové délce 200 nm. Jako nosny elektrolyt
byl pouzit NET.
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5.3 Charakterizace vybranych komplext rhenia s organickymi
ligandy pomoci pokrocilych instrumentalnich analytickych

technik

Jako vhodny ligand byl pouzit pyrogallol (benzen-1,2,3-triol). Jako redukéni ¢inidlo byl
pouzit acetylhydrazin. Redukce byla provedena v prostiedi acetatového pufru. Jako se-
paracni nosny elektrolyt v CZE byl pouzit NE1. Identita vzniklého komplexu byla potvr-
zena pomoci ESI/MS.

5.3.1 Posun rovnovahy redukce rhenistanu amonného vlivem pridavku kom-

plexotvorného ¢inidla

7 dosavadnich experimentu vyplynulo, Ze redukce rhenistanu amonného probihd velmi
rychle a podil zredukovaného rhenistanu vyrazné zavisi na molarnim prebytku pouzitého
redukcéniho ¢inidla. Bylo prokazano, ze uplné redukce rhenistanu je mozno dosahnout az
pii extrémné vysokém piebytku acetylhydrazinu.

V nasledujicim experimentu byla prostudovana moznost posunu rovnovahy reakce ve
prospéch produktu redukce vlivem piidavku komplexotvorného ¢inidla tvoricitho pevny
komplex s redukovanou formou rhenia. Z duvodu dostatecné citlivé detekce absorpénim
fotometrickym detektorem byl jako vhodny ligand pouzit pyrogallol (benzen-1,2,3-triol)
v Ctyfnasobném molarnim piebytku vuci latkovému mnozstvi vychoziho rhenistanu. Jako
redukéni ¢inidlo byl pouzit acetylhydrazin v desetindsobném molarnim ptrebytku vuci
vychozimu rhenistanu.

Redukce byla provedena v prostiedi acetatového pufru. Jako separacni nosny elektrolyt
v CZE byl pouzit NE1, ve kterém pyrogallol migruje jako anion.

Na obrazku 30 je uveden elektroferogram redukéni reakéni smeési s pridavkem pyro-
gallolu jako komplexotvorného ¢inidla. Z elektroferogramu je ziejmé, ze vysledné slozeni
redukéni reakéni smesi po pridavku pyrogallolu jako komplexotvorného ¢inidla je vyrazné
odlisné, ve srovnani s diive provedenymi experimenty. Na elektroferogramu se objevily
dominantni piky pro nezreagovany acetylhydrazin migrujici s elektroosmotickym tokem
(EOF), rhenium(VII)-pyrogallolovy komplex (1), pyrogallol (2) a rhenistan (3). Plocha
piku nezredukovaného rhenistanu (3) je vyznamné nizsi, po kvantifikaci s pomoci piislusné

kalibracni zdvislosti bylo vypocteno, ze podil zredukovaného rhenistanu presahuje 84 %.
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5.3 Charakterizace vybranych komplext rhenia s organickymi ligandy pomoci

pokrocilych instrumentalnich analytickych technik

5 VYSLEDKY A DISKUZE
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Obrazek 30: Zaznam separace reakéni smési ptfi redukci rhenistanu amonného ace-
tylhydrazinem v piitomnosti pyrogallolu jako komplexacniho ¢inidla; 1-rhenium(VII)-
pyrogallolovy komplex, 2-pyrogallol, 3-rhenistan. Nezreagovany acetylhydrazin migruje

s elektroosmotickym tokem (pik EOF).

Identita vzniklého komplexu byla potvrzena piimo v reakéni smési s pomoci EST/MS.

Na obrazku 31 je uvedeno odpovidajici negativni hmotnostni spektrum komplexu. Kom-

plex ve spektru poskytuje dominantni molekularni anion s charakteristickym izotopovym

profilem odpovidajicim pfitomnosti jednoho rheniového centrélniho iontu. Urcené m/z

molekularniho aniontu potvrzuje pritomnost dvou navazanych ligandu. Pravdépodobna

struktura vzniklého komplexu je uvedena na obrazku 32.
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Obréazek 31: Negativni ESI/MS spektrum rhenium(VII)-pyrogallolového komplexu.
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5.3 Charakterizace vybranych komplext rhenia s organickymi ligandy pomoci
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Obrézek 32: Strukturni vzorec rhenium(VII)—pyrogallolového komplexu.
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6 ZAVER

6 Zaveér

Nejprve byla proméfena redukce rhenistanu amonného kyselinou askorbovou. Méteni
ukazala, ze pocatek reakce nelze zachytit, protoze reakce je prilis rychla a metodou CZE
nezachytitelna. K redukci rhenistanu amonného vsak doslo. V kyselém prostiedi kyselina
askorbové zredukovala plochu rhenistanu amonného o 27 %, v bazickém prostiedi o 62 %.

Déle byl sledovan mozny vliv prostfedi na redukci rhenistanu amonného kyselinou
askorbovou. Tento experiment byl proveden v anaerobnim prosttedi a ukazal, ze pritomnost
vzdusného kysliku nema zadny vliv na podil zredukovaného rhenistanu amonného. Za
anaerobnich podminek je procentualni tbytek srovnatelny s aerobnim experimentem.

Poté bylo sledovano, zda méa koncentrace kyseliny askorbové vliv na podil zreduko-
vaného mnozstvi rhenistanu amonného. V kyselém prostiedi doslo k redukci plochy rhe-
nistanu v pruméru o 27 %. Vliv koncentrace kyseliny askorbové na redukci rhenistanu
amonného nebyl v tomto ptipadé prokizan. V bazickém prostiedi se tento experiment
nepodatilo provést.

Dalsim pouzitym redukénim ¢inidlem byl acetylhydrazin. V kyselém prostiedi se ne-
podarilo prokazat, ze by koncentrace acetylhydrazinu méla vliv na mnozstvi ubytku plo-
chy rhenistanu amonného. Kdezto v bazickém prostiedi podil zredukovaného rhenistanu
vyrazné zavisi na molarnim prebytku acetylhydrazinu.

Pro ovéreni vlivu délky kapilary k detektoru na redukci rhenistanu amonného byla
promeérena stejnd reakéni smeés (0,75mM rhenistan amonny, 16mM acetylhydrazin, 20mM
acetatovy pufr) pomoci kratsi, 16,5 cm dlouhé, kapilary. Doslo ke srovnatelné redukci
rhenistanu amonného jako v predchozich ptipadech a zacatek reakce redukce se ani v tomto
pripadé nepodarilo zachytit.

Dalsi metodou, kterou byla sledovana redukce rhenistanu kyselinou askorbovou, byla
UV-VIS spektrometrie. Pro tento experiment byly promérené dvé reakéni smési a slepé
vzorky o ruzném slozeni. Vzhledem k tomu, ze ve vSech ptipadech doslo k prekryvu
absorpc¢nich spekter reagujicich latek (tj. rhenistanu amonného a kyseliny askorbové), bylo
konstatovano, ze metoda UV-VIS spektrometrie ma jen malou vypovidajici schopnost
o kinetice redukce.

Na zavér byla prozkouména moznost posunu rovnovahy reakce ve prospéch produktu

redukce vlivem piidavku komplexotvorného ¢inidla.
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6 ZAVER

Jako ligand byl pouzit pyrogallol (benzen—1,2 3~triol). Jako redukéni ¢inidlo byl pouzit
acetylhydrazin. Redukce byla provedena v prostiedi acetatového pufru. Z tohoto experi-
mentu vyplynulo, ze ve srovnani s dfive provedenymi experimenty je vysledné slozeni
redukcni reakéni smési vyrazné odlisné po piidavku pyrogallolu jako komplexotvorného
¢inidla. Podil zredukovaného rhenistanu amonného presahuje 84 %. Identita vzniklého

komplexu byla potvrzena piimo v reakéni smési s pomoci metody ESI/MS.
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Priloha A — Namérena data

V tabulce 10 jsou uvedené namétrené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhenistanu
amonného v zavislosti na ¢ase. Tato reakéni smés byla proméfena za pouziti NE1 jako

nosného elektrolytu.

Tabulka 10: Nameétené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhenistanu amonného
v zavislosti na case.

Cas [min] | Plocha [mV- s] — kyselina askorbovéa | Plocha [mV- s| — rhenistan
0 360.5 430
a7 340,0 423
70 328,0 414

238 270,0 40,9
281 257,6 40,9
358 2344 40,9
1325 111,3 42,7
1514 88,3 43,0
1655 72,1 124
2661 25,9 448
3040 13,0 45,5
3139 4,2 45,5

V tabulce 11 jsou uvedené namétfené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhe-

nistanu amonného v zavislosti na case. Reakéni smés byla prométena v prostiedi NE4.
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Tabulka 11: Nameétené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhenistanu amonného
v zavislosti na case.

Cas [min] | Plocha [mV- s] — kyselina askorbovéd | Plocha [mV- s] — rhenistan
0 709,5 174
21 707,6 18,6
41 699.,9 17.0
62 687,5 16,9

269 540,2 16,4
290 538,6 174
310 5938,5 17,2
331 539,3 16,9
404 533,1 17.5
425 523,4 17.6
445 227,7 17.3
466 519,9 17,5
1091 403,3 21,4
1112 3059 21,1
1189 377,9 20,8
1336 339.3 19.9
1599 271,8 21,2
1625 264.6 213
1649 265,4 20,9

V tabulce 12 jsou uvedené namétrené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhe-
nistanu amonného v zavislosti na ¢ase. Tato reakéni smés byla promérena v anaerobnim

prostiedi za pouziti NE4 jako nosného elektrolytu.

Tabulka 12: Nameérené hodnoty ploch piku kyseliny askorbové a rhenistanu amonného
v zavislosti na case. Méfeno v anaerobnim prosttedi.

Cas [min| | Plocha [mV- s] — kyselina askorbova | Plocha [mV- s] — rhenistan
0 740,0 24.1
60 731,0 24,0
120 725,0 23,7

240 730,0 23,2
300 738,0 2471
380 745,0 25,1
500 739,0 25,0
620 7440 25,3
800 747,0 25,0
1280 761,0 28,3
1400 758,0 29,4
1620 7650 98,8
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V tabulce 13 jsou uvedené namétrené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v za-
vislosti na koncentraci kyseliny askorbové. Reakéni smés byla promérena za pouziti NE4

jako nosného elektrolytu.

Tabulka 13: Namérené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v zavislosti na koncen-
traci kyseliny askorbové. Méreno v NEA4.

Koncentrace kyseliny askorbové [mmol/l] | Plocha piku rhenistanu amonného [mV- s
0,75 30,0
1.5 24,0
7,5 25,0
15 30,0
75 22.0
225 33,0

V tabulce 14 jsou uvedené namétrené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v za-

vislosti na koncentraci acetylhydrazinu. Reakéni smés byla prométena v prostiedi NE4.

Tabulka 14: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v zavislosti na koncen-
traci acetylhydrazinu. Méfeno v NE4.

Koncentrace acetylhydrazinu [mmol/l] | Plocha piku rhenistanu amonného [mV- s]

0,75 37.0

1,5 40,0

7,5 45,0

15 38,0

75 47,0

295 39,0

375 45.0

600 38.0

750 38,0

V tabulce 15 jsou uvedené namétrené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v za-

vislosti na koncentraci acetylhydrazinu. Reakéni smés byla prométena v prostiedi NEG.
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Tabulka 15: Namétené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v zavislosti na koncen-

traci acetylhydrazinu. Méfreno v NE6.

Koncentrace acetylhydrazinu [mmol/l] | Plocha piku rhenistanu amonného [mV- s]

0,75 25,0

1,5 38,0

7,5 45,0

15 48,0

75 60,0

225 61,0

375 62,0

600 100,0

750 100,0

V tabulce 16 jsou uvedené namétrené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v za-

vislosti na case. Pro toto kinetické méteni rekéni smeési byla pouzita kratsi kapilara o cel-

kové délce 16,5 cm. Méreno v NE7.

Tabulka 16: Namérené hodnoty plochy piku rhenistanu amonného v zavislosti na case.

Meérteni probéhlo pomoci kratsi, 16,5 cm dlouhé, kapilary.

Cas [min| | Plocha [mV- ]
0 4.9
10 5.4
20 5.3
30 5.5
60 5.5
120 5.4
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Abstract A capillary zone electrophoretic method has
been developed for a separation of a reaction mixture of a
rhenium complex. The rhenium complex was synthesized
in a reaction of a rhenium precursor and 1,2,3-trihydrox-
ybenzene in acetonitrile with triethylamine addition. The
capillary electrophoretic method has been used for the
separation in borate and phosphate buffer (pH 6.30-11.80).
All components in the reaction mixture (unreacted pre-
cursor, ligand, and final rhenium complex) have been
determined by capillary zone electrophoresis with UV-Vis
detection in an aqueous running electrolyte within 10 min.
Dependencies of effective electrophoretic ion mobility on
the pH value have been determined for the ligand, unre-
acted precursor, and final complex in both electrolytes.
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Introduction

Medical inorganic chemistry is rapidly developing. It offers
new possibilities in pharmaceutical industries, which have
been traditionally dominated by organic chemistry so far.
In developing diagnostics radiopharmaceuticals, a rising
attention is paid to the incorporation of radionuclides with
optimal decay characteristics into tracer molecules. In this
respect, technetium-99 m is an ideal choice (y-emitter,
Eymax = 140 keV, t1p = 6 h). It is well established in
nuclear medicine and available from commercial
Mo/ Te generator columns [1-5]. Furthermore, the
radionuclides of rhenium, the Group 7 congener of Tc, are
B-emitters with suitable properties for therapeutic appli-
cations (186RC, Eyiax = 1.07 MeV, ti1p =90 h, lssRe,
Emax = 2.12 MeV, ty, = 17 h) [6, 7]. In addition, the
rhenium isotopes possess approximately the same photon
emission energy as that of 9me, Owing to this property, it
is possible to monitor the biodistribution of rhenium
radiopharmaceuticals with the same equipment employed
for the **™Tc agents [8]. The oxidation state +V has been
investigated most commonly among the numerous oxida-
tion states of technetium and rhenium, owing to its diverse
coordination chemistry.

Transition metal-oxo-complexes show a fascinating
variety of structures and reactivities. There is a consider-
able interest in the chemistry of inorganic compounds
containing an oxygen atom that is multiply bonded to a
transition metal. Oxo-complexes are catalysts for organic
reactions, provide a model for active sites in heterogenous
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processes, and are very useful reagents in coordination
chemistry [9-12]. They also play a significant role in the
catalyst cycles of a variety of metalloenzymes (cytochrome
P-450), nitrogenase, and xanthine oxidase [13, 14]. The
preparation of complex compounds labeled by 1%Re and
188Re atoms is more complicated than the preparation of
monovalent ions complexes (e.g., holmium and yttrium).
The reason is that for a successful complex formation, it is
necessary to lower the oxidation state of rhenium by the
reduction with SnCl,.

The analytical control of pharmaceutical substances
includes the determination of radionuclidic, radiochemical,
and chemical purity. Thin-layer chromatography with radio-
metric detection has been commonly used for the analysis of
rhenium pharmaceuticals, mainly for the determination of the
radiochemical complexation yield. Nevertheless, this method
is neither suitable for the separation of labeled complexes of
similar character nor for the determination of physicochemi-
cal constants of complex compounds. For the latter purpose,
electromigration methods (capillary zone electrophoresis etc)
have been successfully applied to study rhenium and tech-
netium complexes [15-17]. Several applications of capillary
electrophoresis were demonstrated to study rhenium reduc-
tion by changing stannous chloride concentration and
influence of stannous chloride on the complexation of rhe-
nium complexes with 1-hydroxyethylidenediphosphonic acid
[18-20]. Capillary electrophoresis was also used for structural
characterization of rhenium compounds of glycylglycylcys-
teine and cysteineglycine synthesized in ligand exchange
reactions [21].

In our previous contribution, we pointed out a suitability
of a low resolution ESI-MS for a fast structural identifi-
cation of selected rhenium complexes in a mixture [22].
We discovered that the stability of selected rhenium
compounds, especially with aromatic ligands, depends on a
presence of the oxygen or the accelerator.

The aim of this study is to investigate a simple elec-
trophoretic method for a separation of individual
components (an unreacted precursor, ligand, and final
rhenium complex) in the reaction mixture using capillary
zone electrophoresis with UV-Vis detection in aqueous
running electrolytes. Borate and phosphate buffers were
used as background electrolytes (pH 6.30-11.80). All
components of the reaction mixture were successfully
separated within 10 min.

Results and discussion
Optimization of the method

The reaction mixture of rhenium precursor with an excess
of pyrogallol (PG) in acetonitrile yields the rhenium(VII)-
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PG complex 1. The unreacted PG and precursor are minor
components in a reaction mixture. They possess an ionic
character, a sufficient solubility and stability in aqueous
solutions, and show an appreciable absorbance at 200 nm.
Capillary zone electrophoresis (CZE) separation was opti-
mized with respect to the pH and concentration of
background buffers. The separation voltage and injection
time were optimized to achieve at least baseline resolution
of all compounds in the shortest time possible.

Effect of buffer pH

The compounds’ migration behavior was studied under
changing pH values: 6.20-11.60 for the borate buffer and
7.50-11.80 for the phosphate buffer. The concentration of a
buffer co-ion was kept 5-10 mmol. The actual peak shapes
of PG in series of borate buffers within the pH range
6.20-11.60 are shown in Fig. 1. PG acts as a weak acid and
migrates as an anion. Almost symmetrical peak shapes
observed under slightly acidic and slightly alkaline buffers
change to the shape of a fronting triangle under strong
alkaline buffers.

Separation in phosphate buffers

All CZE measurements in series of phosphate buffers
covering the pH interval from 7.50 to 11.80 enabled to
evaluate fundamental acid-base characteristics of the
studied compounds. It is evident from the dependencies of
effective mobility on the pH value (Fig. 2) that the com-
plex 1 behaves as a fully dissociated strong electrolyte with
a dominant negative charge. The effective electrophoretic

}uo mAU

pH11.5
pH 10.5 I ‘
pH 8.5
pH 8.5 \

pH7.5

Azoonml'l ITIAU

pH 6.5

Hmin

Fig. 1 Effect of a buffer pH on the migration behavior of ligand
1,2,3-trihydroxybenzene at 5-10 mmol borate buffer (pH from 6.50 to
11.50 in increments of 1). CE conditions: 25 °C, 25 kV, 16-30 pA,
and 200 nm detection. Initial concentration of the ligand
0.2 mg cm™?
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Fig. 2 Dependence of the migration times of the unreacted precursor,
unreacted ligand, and complex upon the pH of 10 mmol phosphate
buffer. CE conditions: 25 °C, 25kV, 13-25 pA, and 200 nm
detection. Initial concentration conditions: ligand (0.16 mg cm™)
and precursor (0.29 mg cm ™)

mobility of the complex 1 remains constant within the
studied pH range. Obviously, the same characteristic was
observed for the precursor. PG behaves as a weak acid and
provides a characteristic sigmoidal dependence. Its point of
inflection at pH 10.20 correlates with the tabulated
pK value of PG [23].

Separation in borate buffers

The effective ion mobility dependencies on the pH value
for the complex 1, perrhenate, and PG within the pH
interval 6.20-11.60 are shown in Fig. 3. In case of the
perrhenate and the complex 1, the dependencies are linear
with zero slopes. A slight increase of an effective elec-
trophoretic mobility of the complex 1 for the highest pH
values indicates a possible dissociation of PG ligands non-
coordinated hydroxyl group. PG behaves as a weak acid.
However, the rate of PG dissociation and ionic mobility is
significantly shifted, compared to the measurements in the
phosphate buffers. This difference can be explained by a
formation of a complex with boric acid promoting PG
acidic character. A borate buffer of pH 7.50 was selected
for the compounds’ reasonable migration time, better
separation, greater absorbance, and fairly good peak
shapes. All components were separated and quantified in
the borate buffer (pH 7.50), as displayed in Fig. 4.

Linearity
The calibration curves were plotted (concentration vs. peak

area) in the concentration range from 1.000 to
10.00 pg mm® for the rhenium precursor and PG. The

pH

Fig. 3 Dependence of the migration times of the unreacted precursor,
unreacted ligand, and complex upon the pH of 10 mmol borate buffer.
CE conditions: 25 °C, 25 kV, 12-30 pA, and 200 nm detection.
Initial concentration conditions: ligand (0.16 mg cm ™) and precursor
(0.29 mg em ™)
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Fig. 4 Electropherogram of the standard mixture solution containing
PG (1), complex (2), and unreacted precursor (3) after 60 min of
reacting with the addition of 16 equivalents of TEA. 10 mmol borate
buffer, pH 7.50. CE conditions: 25 °C, 25 kV, 13-25 pA, and 200 nm
detection. Initial concentration conditions: ligand (0.16 mg cm™)
and precursor (0.29 mg cm ™)

linearity of the calibration curves for the final complex has
not been developed. The response was linear with the
coefficient of determination (R%) = 0.989 for the rhenium
precursor and 0.992 for the PG. Regression equations,
linear ranges, and values of coefficient of determination are
shown in Table 1.

Concentrations of the PG, complex 1, and perrhenate
were calculated based on calibration curves and plot areas.
After 60 min of reacting, the concentration of the PG has
decreased by 85% from the initial concentration
0.16 mg cm ™ (average area 151 AU) to 0.025 mg cm™>
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Table 1 Analytical data for the determination of analytes

Analytes R? Linear range/pyg mm >  LOD/ug mm > LOQ/ug mm >  Standard errors of intercept  Standard errors of slope
Precursor 0.989 1-10 0.152 0.458 124.5 10.1
Ligand 0992 1-10 0.184 0.543 99.8 15.7

(area 227 AU). The concentration of the perrhenate
decreased from 0.29 to 0.07 mg cm™ (75%).

Conclusion

A capillary zone electrophoresis was used as a fast sepa-
ration method suitable for a monitoring of the
rhenium(VII)-pyrogallol complex formation directly in a
reaction mixture. An optimized capillary zone elec-
trophoresis (CZE) method provided highly resolved peaks
of a rhenium(VII)-pyrogallol complex, pyrogallol (PG),
and perrhenate—major reaction mixture compounds.
Based on the obtained calibration data, it was possible to
quantify these compounds. The proposed CZE method is
considered to be a complementary method to HPLC. It is
going to be utilized for an optimization of rhenium com-
plex preparation procedures and for a purity check of
isolated complexes.

CZE provided additional data concerning the acid-base
characteristics of the separated compounds. The measured
dependencies of the effective electrophoretic mobility of
the rhenium(VII)-PG complex on the pH value in phos-
phate and borate buffers are linear with zero slopes. This
confirms the rhenium complex to have a character of a
strong electrolyte, migrating as a singly charged anion
throughout monitored pH range. A slight increase in
effective ion mobility for studied borate buffer with highest
pH value is probably connected with an additional disso-
ciation of a non-coordinated hydroxyl group on a PG
ligand. A significant difference in a degree of dissociation
of a PG in borate and phosphate buffers indicates the for-
mation of the PG-borate buffer by-product with an
increased acidity and ionic mobility.

Experimental

Tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenate [(n-Buy.
N)(ReOCl,)] and triethylamine (TEA, used as a 10% (w/w)
stock solution in acetonitrile) were purchased from Sigma-
Aldrich (Gillingham, Dorset, UK). Ligand 1,2,3-trihydroxy-
benzene (99%) was purchased from Alfa Aesar (Karlsruhe,
GER). Acetonitrile HPLC grade was purchased from Lach-
Ner (Neratovice, CZE). Electrospray tuning mix for ion trap
was purchased from Agilent (Santa Clara, USA). Boric acid
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(98%), sodium tetraborate (99%), sodium hydrogenphosphate
(99%), and sodium dihydrogenphosphate monohydrate (99%)
for background electrolytes were purchased from Lachema
(Bmo, CZE). Sodium hydroxide (99%) was purchased from
Fisher Scientific (Pardubice, CZE).

Instrumentation

A capillary electrophoresis system 7100 (Agilent Tech-
nologies, Walbronn, GER) equipped with an on-line
diodearray detector (DAD) operated at 200 nm was used.
Table 2 summarizes experimental CZE parameters for the
individual buffers. For each electropherogram, spectra
were registered in the range 200-600 nm each 2 nm, at
regular steps 0.8 s for a total time of 5-20 min.

Solid substances were weighted using Sartorius 7085011
micro balances (Sartorius GmBH, Gottingen, GER). The
pH values of background electrolytes were followed by pH
XS pHS0 lab (Verkon, CZE), calibrated by calibration
solutions containing potassium hydrogen phthalate (pH
4.00), disodium hydrogen phosphate/potassium dihydrogen
phosphate (pH 7.00), and sodium hydrogen carbon-
ate/sodium carbonate (pH 10.01) (Merck, GER).

The electrospray mass spectrometry (ESI-MS) experi-
ments were conducted on an ion trap instrument Esquire 3000
(Bruker Daltonics, GER) and controlled by the Esquire Con-
trol 5.3.11 software and data were processed via Data Analysis
3.3 .56 software (Bruker Daltonics, GER). ESI-MS data were
collected in a negative ion mode at a scan range from m/
z = 300-650. In all ESI-MS measurements, the nebulizer gas
pressure was 124.1 kPa at a flow rate 5 dm® min™", the des-
olvation temperature was 300 °C, and capillary voltage was

Table 2 Experimental parameters for CZE measurements

Parameter Borate buffer ~ Phosphate buffer
Voltage applied/kV 25 25
Hydrodynamic injection/mbar 30 30

Injection time/s 30 30

DAD detector/nm 200 200

Current/A 12-30 13-25

Cassette temperature/°C 25 25

Analysis time set/min 5 10

Buffer concentration/mmol 5-10 5-10

pH 6.23-11.59 7.52-11.83
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adjusted to 4000 V. The sample solutions were delivered to
the nebulizer by a syringe pump (Cole Parmer, USA) ata flow
rate 8 mm® min~",

'H and >C NMR spectra were recorded on CD;CN
solutions on a Bruker Varian (300.54 and 100.11 MHz)
NMR spectrometer (Bruker Corporation, USA). IR spectra
were recorded on a NICOLET 380 FTIR ThermoScientific
instrument using KBr discs (ThermoScientific, USA).

Bis(1,2,3-trihydroxybenzene )dioxorhenium(VII)
(1, C;,HgOgRe)

The reaction of 0.88 mg (n-Buty)[ReOCl,] (1.42 pmol)
with 0.48 mg 1,2,3-trihydroxybenzene (PG, 3.81 pmol) in
3 cm® acetonitrile was performed at the room temperature.
After 10 min, 16 equivalents of TEA (52.5 mm? of 10%
TEA solution in acetonitrile) were added. The resulting
yellow colored solution containing the major compound
bis(1,2,3-trihydroxybenzene)dioxorhenium(V) (C,,HgzO;.
Re) changed in the presence of TEA to a brown solution
with bis(1,2,3-trihydroxybenzene)dioxorhenium(VII) (1,
C12HgOgRe) as the major complex after 60 min. After
evaporation of acetonitrile, the crude product was recrys-
tallized from a state solvent used for a recrystallization of 1
to obtain 0.63 mg of a yellow solid with 90% yield. IR and
NMR spectra were found to be identical with the ones
described in [24]. Mass values: theoretical monoisotopic m/
z=466.9 (M") and obtained by ESI-MS m/z = 466.6
(M7). The reaction scheme of a complex preparation and
structure of intermediate are shown in Scheme 1.

complex

Electrophoresis

The separation was performed in fused silica capillaries
[50 cm(41.5 cmto detector) x 50 pm I.D.]from Polymicro

(0]
OH Triethylamine \é‘g !Vl:
o\

oH lab. tempertaure

lab.tempertaure | 60 min

Technologies (Phoenix, AZ, USA) operated at 25 °C. Cap-
illaries were rinsed with 100 mmol aqueous sodium
hydroxide for 60 min and distilled water for 60 min before
the use. At the beginning of the day, the capillary was rinsed
with water for 10 min (90 kPa), flushed with an aqueous
NaOH 100 mmol for 10 min, and rinsed with water for 5 min
(90 kPa). For the separation, the capillary was previously
flushed with BGE for 1.5 min (90 kPa) and after the separa-
tion, in the post-conditioning; it was rinsed with water
(1.5 min, 90 kPa) and BGE (1.5 min, 90 kPa). In every three
injections, the post-conditioning was changed as follows:
rinse with water for 10 min (90 kPa), flush with aqueous
NaOH 100 mmol (90 kPa, 5 min), and rinse with water for
5 min (90 kPa).

All 5-10 mmol phosphate and borate electrophoresis
buffers were prepared by weighing adequate amounts of
sodium hydrogenphosphate, sodium dihydrogenphosphate,
boric acid, and sodium tetraborate, respectively, and dilu-
tion in ultrapure water. The pH values of prepared running
buffers were adjusted to appropriate value by a saturated
solution of sodium hydroxide.
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