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Souhrn

V této disertacni praci je sledovano elektrochemické chovani dvou antimuskarinovych
1é¢iv, tolterodinu (TOL) a fesoterodinu (FES), a jejich spole¢ného aktivniho metabolitu
5-hydroxymethyltolterodinu (5-HMT). Tato 1é¢iva jsou komeré¢né dostupnd pod nazvem
Detrol/Detrusitol (TOL) a Toviaz (FES) a pouzivaji se klécbé urgentni inkontinence,
naléhavé potieby moceni nebo zvySené frekvence moceni u pacienti s hyperaktivnim
mocovym méchyiem. Také je studovano elektrochemické chovéni rutinu voltametrickymi
a amperometrickymi technikami na uhlikovych pastovych elektrodach (CPEs). Rutin je
piirodné se vyskytujici flavonoid, ktery nalezl uplatnéni i ve farmacii naptiklad pro 1écbu

zvysené lamavosti a propustnosti krevnich vlasecnic.

Pro studium téchto antimuskarinik (dvou léCiv a jejich ucinného metabolitu) byly
nejdiive pouzity voltametrické techniky (cyklicka, diferenéni pulzni a square wave
voltametrie). Oxidace vSech tii latek je silné zévisld na pH. TOL byl oxidovan ve dvou
ireverzibilnich stupnich, pficemz pfi pH > 6 se objevoval tieti signdl. Naproti tomu FES
poskytoval pouze jeden ireverzibilni oxida¢ni pik. V alkalickém prostfedi dochéazelo
k samovolné¢ hydrolyze FES na 5-HMT. V zaznamu cyklické voltametrie 5-HMT byly
v anodické c¢asti patrné dva oxidaéni signaly a v katodické oblasti jim odpovidajici dva

redukéni piky.

Dale byla vyvinuta metoda chromatografické separace TOL, FES a 5-HMT pomoci
HPLC s elektrochemickou detekci. Jako elektrochemické Cidlo byla zvolena borem dopovana
diamantova elektroda. Z hlediska pfiméiené retence a separace latek se jako mobilni faze
osvédcCila smés acetonitril/fosfatovy pufr o pH 7 a koncentraci 0,05 mol/l v poméru 30:70,
v/v. Ze Ctyt testovanych kolon bylo nejpiiznivejsi separace dosazeno na koloné Nucleodur®
CN-RP 3 um, 125 x 2 mm L. D. Odhady mezi detekce se pohybovaly v jednotkdch nmol/l.
Tato metoda se mlze stat soucasti postupu vhodného ke stanoveni studovanych latek v moci

nebo plazmé.

Za pouziti coulometrie za konstantniho potencidlu byly TOL, FES a 5-HMT
elektrochemicky oxidovany v riznych prostredich a pfi riznych potencialech zvolenych podle
voltametrickych odezev latek v daném prostiedi. Produkty elektrolyzy byly nasledné
analyzovany metodou ultrau¢inné kapalinové chromatografie (UPLC) a hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a hybridnim kvadrupolovym-prialetovym

analyzatorem. V elektrolyzovanych roztocich studovanych antimuskarinik byly nalezeny



produkty vznikajici dehydrogenaci, hydroxylaci, methoxylaci nebo dimerizaci. Mezi produkty
elektrochemické oxidace studovanych antimuskarinik byly nalezeny i latky vznikajici

metabolickou cestou v Zivych organismech.

Bylo studovédno elektrochemické chovani rutinu na tfech uhlikovych pastovych
elektrodaich (CPEs): nemodifikované (CPE), modifikované ftalocyaninem zeleznatym
(IP/CPE) asiontovou  kapalinou  1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethyl-
sulfonyl)imidem jako pojivem uhlikové pasty (IL/CPE). Modifikator ftalocyanin Zeleznaty se
projevil elektrokatalytickym ucinkem na oxidaci rutinu. Iontova kapalina zvySovala
proudovou odezvu rutinu se souCasnym zvySenim proudového pozadi, coz bylo zfejmée
zpusobeno zvétSenim elektroaktivni plochy elektrody. Rutin byl siln€¢ adsorbovan na povrch
vSech studovanych pracovnich elektrod, coz mohlo byt vyuzito ke zvyseni citlivosti pouzitim
metody DPAdSV. Na IL/CPE bylo dosazeno meze detekce 5 nmol/l. Pro potlaceni Sumu
amperometrickych zaznamii pifi pouziti studovanych CPEs byla vyvinuta pulzni
amperometrickd metoda, se kterou bylo navic dosazeno nizSich mezi detekce. VSechny
testované CPEs jsou pouzitelné pro analyzu rutinu v redlnych vzorcich, jak bylo prokazano

analyzou extraktd ze semen pohanky seté.



Summary

An electrochemical behaviour of two antimuscarinic drugs, tolterodine (TOL) and
fesoterodine (FES) and their active metabolite 5-hydroxymethyltolterodine (5-HMT) has been
studied. The drugs are commercially available under the name Detrol/Detrusitol (TOL) and
Toviaz (FES). They are indicated for the treatment of an overactive bladder with symptoms of
urinary frequency, urgency or urge incontinence or any combination of these symptoms.
Electrochemical behaviour of rutin was investigated on carbon paste electrodes (CPEs) using
voltammetric and amperometric techniques. Rutin is naturally occurred flavonoid, which is

useful in pharmacy for strengthening of blood capillaries.

Voltammetric study of three antimuscarinics (two drugs and their active metabolite) was
performed using cyclic, linear sweep, differential pulse and square wave voltammetry. The
oxidation of all three substances is pH dependent. TOL was oxidized in two irreversible steps.
A third anodic signal of TOL was observed for pH>6. FES provided one irreversible
oxidation peak, but it was spontaneously hydrolyzed to 5-HMT in alkaline media. The
oxidation of 5-HMT proceeded in two steps. Two corresponding reduction peaks appeared in

cathodic scan of 5-HMT.

Chromatographic separation of TOL, FES and 5-HTM wusing HPLC with
electrochemical detection was developed. Boron doped diamond electrode was chosen as
an electrochemical sensor. Mobile phase consisted of acetonitrile and 0.05 mol/L aqueous
phosphate buffer (pH 7) (30:70, v/v) provided a suitable separation and retention. Among four
tested chromatographic columns, the best separation of the analytes was achieved with
Nucleodur® CN-RP 3 um, 125 x 2 mm L. D. Estimation of detection limits was in units of
nmol/L. The method has a great potential for a determination of TOL, FES and 5-HMT in

plasma or urine.

Three studied antimuscarinics were electrochemically oxidized using controlled
potential electrolysis in different media at various values of applied potential. Oxidation
products were subsequently analyzed using ultra-performance liquid chromatography (UPLC)
and mass spectrometry with electrospray ionization and quadrupole-time of flight tandem
mass spectrometry. Plenty of oxidation products were found in electrolyzed solutions of TOL,
FES and 5-HMT including several dimers. Some metabolites produced by living organisms

were among the products of electrooxidation of the antimuscarinic drugs.



Electrochemical behaviour of rutin was investigated on three carbon paste electrodes
(CPEs): unmodified (CPE), iron (II) phthalocyanine modified CPE (IP/CPE) and CPE with
ionic liquid 1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imide as a binder in
carbon paste (IL/CPE). Iron (II) phthalocyanine as a CPE modifier revealed an mild
electrocatalytic effect on the rutin oxidation. Strong adsorption of rutin observed on all
electrode materials can be used for sensitivity improvement of voltammetric analysis by
DPAASV. Limit of detection 5 nmol/L was achieved with this technique on IL/CPE. Higher
level of noise limits the usability of the studied electrodes to determine rutin by constant
potential amperometry in stirred solution. To overcome this problem, a pulse amperometric
method was applied and a detection limit in submicromolar concentration level of rutin using
unmodified CPE was achieved. All three studied CPEs are applicable for determination of

rutin in real samples as it was demonstrated on analysis of buckwheat seeds extract.
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1. Uvod

ey

V kazdém 7zijicim organismu neustdle probihaji chemické pfemény. Diky témto
pfeménam mohli 1lidé najit, ¢i pfipravit léky proti nemocem, protilatky proti jedim
vyskytujicim se v pfirod¢, zjistit dilezitost antioxidantli, vitamini nebo stopovych prvka
v organismu. Procesy zpracovani latek in vivo se lidé pokousi simulovat riznymi metodami

mimo télo, in vitro.

Elektrochemie se do povédomi Siroké vefejnosti zapsala predev§im diky ceskému
fyzikdlnimu chemikovi, objeviteli polarografie a zakladateli polarografické Skoly, nositeli
Nobelovy ceny za chemii z roku 1959, Jaroslavu Heyrovskému. Jeho vyznamny objev pfispél
k velkému rozvoji elektrochemie a také jeji spojeni s jinymi technikami stidle nachazi své
misto ve véde. Elektrochemicky je mozno napodobit nékteré procesy probihajici v organismu
tak, Ze 1éCivo, €i jind latka je naptiklad coulometricky za konstantniho potencialu oxidovana,
nebo redukovana. Produkty téchto elektrochemickych piemén je mozno dale, nejlépe

chromatograficky, separovat a nasledn¢ detegovat hmotnostni spektrometrii.

Tato prace ukazuje nékolik moznosti vyuziti elektrochemie jako néstroje simulace
a popisu elektrochemickych transformaci biologicky aktivnich latek a také jejich stanoveni.
Jsou popsany elektrochemické vlastnosti dvou antimuskarinovych 1é¢iv tolterodinu (TOL)
a fesoterodinu (FES) a jejich spolecného aktivniho metabolitu 5-hydroxymethyltolterodinu
(5-HMT) pomoci voltametrickych technik, jako napfiklad diferencni pulzni voltametrie,
cyklické voltametrie nebo square wave voltametrie. Dale je studovano elektrochemické
chovani rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach voltametrickymi a amperometrickymi
technikami. Také je ukazana moznost vyuziti elektrochemie pro detekci TOL, FES a 5-HMT
po jejich separaci kapalinovou chromatografii s borem dopovanou diamantovou elektrodou
jako detek¢nim cidlem. Posledni aplikaci elektrochemie je zde elektrochemicka oxidace TOL,
FES a5-HMT za pouziti coulometrie za konstantniho potencidlu s naslednou analyzou
produktii metodou ultraucinné kapalinové chromatografie (UPLC) a hmotnostni spektrometrie

s ionizaci elektrosprejem a hybridnim kvadrupolovym-priletovym analyzatorem (Q-TOF).
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2. Teoreticka cast

2.1. Vyvoj elektrochemickych technik

Prvni aplikace elektrochemie jako samostatné analytické techniky je datovana do roku
1922, kdy Jaroslav Heyrovsky vydal prvni polarografickou publikaci na svété [1]. Doslo tak
k rozvoji nejen v analyze kovil [2-4], ale také ve studiu organickych latek a biomolekul, v té
dobé konkrétné proteint [5], vitamina [6], alkaloidt [7,8], hormonti [9,10] nebo purinovych
bazi [11]. Elektrochemie je silny a vicetcelovy nastroj ke studiu malych molekul, ale
iproteini a je pouzivdna pro elektrochemickou detekci u separacnich technik.
Elektrochemicky ¢lanek lze vyuzit jako nastroj umoziujici modelaci oxida¢né redukénich
reakci probihajicich v biologickych systémech. Napiiklad metabolismus 1é¢iv nebo proteinti
je velmi slozity enzymaticky fizeny d¢j, pfiCemz pomoci elektrochemie je mozno nékteré
redoxni pfemény v organismu napodobit. S hmotnostni spektrometrii pak elektrochemie

vytvaii u¢inny nastroj detekce a stanoveni produkti elektrochemickych pfemén [12].

2.1.1. Spojeni elektrochemie s chromatografickymi metodami

Uz na konci sedmdesatych let minulého stoleti nasla elektrochemie své misto jako
soucast kapalinového chromatografu v podobé elektrochemického detektoru [13—15].
Na ptelomu 80.a90.let doSlo ke strmému naristu poctu publikaci na toto téma.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s elektrochemickou detekci byla vyuzita
ke stanoveni biologicky aktivnich latek, napt. 1é¢iv [16—18] a aminokyselin [19,20] v plazmé,
moci nebo kostech. Elektrochemicky detektor se uplatnil také u kapilarni elektroforézy (CE)
[21,22].

Vybér elektrodového materidlu pro elektrochemicky detektor ma vliv na citlivost
i selektivitu. Jako elektrochemické senzory jiz byly u HPLC nebo CE pouzity uhlikova
diskova elektroda [23,24], uhlikové vlakno [25,26], mikrodiskova elektroda ze svazku
uhlikovych vlaken [27,28], uhlikova pastova elektroda [29,30], grafitova diskova elektroda
[31], platinova elektroda [32-34], zlatd elektroda [35,36], médéna elektroda [37,38]

a chemicky modifikované elektrody [39—41].

Novinkami v amperometrickych detektorech jsou borem dopovand diamantova

elektroda (BDD) nebo uhlikové mikrovlakno. Nékolik prvnich aplikaci BDD elektrody jako
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amperometrického detektoru pro HPLC bylo publikovano v roce 2002 pro detekci Sesti
tricyklickych antidepresiv  (imipraminu, desipraminu, clomipraminu, amitriptylinu,
nortriptylinu a doxepinu) [42], homocysteinu [43] a chlorfenolti [44]. Pozdéji byl tento
detektor vyuzit v elektroforéze pro detekci nitroaromatickych vybusnin, organofosfatovych
insekticidl a fenolt [45], aromatickych amint [46] a purint [47]. Vyhodou BDD elektrody je
Siroké uzitné potencidlové okno ve vodném prostiedi az do 3,5 V, nizky kapacitni odpor,
vysoka chemicka stabilita a nizké limity detekce az v jednotkach pmol [43,48]. Jesté mladSim
elektrochemickym senzorem je uhlikové mikrovldkno, které vykazuje vynikajici citlivost,

stabilni signal a velmi Siroky rozsah pouziti [49].

I pro kapilarni zénovou elektroforézu jsou vyvijeny nové moznosti elektrochemické
detekce jako napiiklad detektor zvany ,,sheath-flow* (detektor s pfidavnym tokem kapaliny).
Kapilara je vlozena do platinové trubicky, kterd ma funkci uzemmovaci elektrody pro
elektroforetickou separaci a ktera navic poméahd pii transportu tzv. ptidavné kapaliny

k pracovni elektrod¢ umisténé na konci kapilary [50].

2.1.2. Spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii

Prvni publikace popisujici zapojeni elektrochemické cely pied hmotnostni spektrometr
jsou datovany do roku 1971, kdy Bruckens a Raogadde studovali redoxni chovéani kyseliny
chloristé za pouziti porézni platinové elektrody umisténé mezi elektrolytem a evakuovanym
vstupem do hmotnostniho spektrometru [51]. Za poslednich 40 let dramaticky nariista pocet
metod a aplikaci spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii (EC/MS), at’ uz v online

nebo offline zapojeni.

Pro spojeni EC/MS bylo dullezit¢ najit vhodny iontovy zdroj kompatibilni
s elektrochemickou celou. V roce 1986 Hambitzer se svymi kolegy poprvé pouzil jako
iontovy zdroj termosprej (TSP) k ionizaci netékavych latek [52]. Pro EC/MS spojeni byly
poté pouzity v iontovych zdrojich principy bombardovani rychlymi atomy (FAB) [53],
chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [54] a ionizace svazkem castic (PB) [55].
Dobfie kompatibilnim s EC se ukézal byt iontovy zdroj indukéné vazané plazma (ICP-MS)
[56]. VSak nejlépe vyhovujici ionizacni technikou se stal elektrosprej (ESI), ktery je od svého
prvniho pouziti vroce 1995 [57] nejrozsifenéjSim iontovym zdrojem pro EC/MS analyzy
poléarnich, netékavych a tepelné labilnich latek. Toto spojeni bylo uspéSné pouzito v mnoha
ruznych oblastech vyzkumu zahrnujici metabolismus 1é¢iv [58—61], analyzu proteinti [62],

peptidt [63] a DNA [64], kvantifikaci biomolekul [65] nebo procesy predupravy vzorku [66].
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Z nov¢jsich technik byl pro EC/MS online spojeni uspé$né pouzit desorpcni elektrosprej [67].
Vzapéti si nasel své misto v online EC/MS spojeni také iontovy zdroj rozprasujici roztok

z povrchu nanoelektrosprejem [68].

2.1.3. Spojeni elektrochemie s kapalinovou chromatografii a hmotnostni

spektrometrii (LC/MS)

Zapojeni separacni techniky, kapalinové chromatografie (LC), mezi elektrochemickou
celu a hmotnostni spektrometr (EC/LC/MS) mize poskytnout zajimavé moznosti, i kdyz bylo
publikovdno mnoho ¢lankli s odliSnymi nazory na vyhody ¢i nevyhody tohoto spojeni.
Existuji dvé moznosti online zafazeni LC do EC/MS systému (Obr. 2.1). Prvnim je zapojeni
LC kolony pted elektrochemickou celu, kdy smés latek je nejdiive rozdélena na jednotlivé
slouceniny, tyto latky jsou pak postupné elektrochemicky pfeménény a jejich produkty
detegovany hmotnostni spektrometrii. Toto zapojeni je nejvyhodnéjsi pro smési latek, které
tvoti nejlépe jeden oxidacni, resp. redukcni produkt. Ve srovnani s elektrochemickou detekci

je LC/EC/MS kompatibilni s gradientovou eluci [69].

Druhou moznosti spojeni kapalinové chromatografie s EC/MS je zatazeni LC kolony za
elektrochemickou celu. Toto usporadani je vyhodnéjsi pro Cistou latku, ktera je nejdiive
elektrochemicky pfeménéna, vzniklé produkty jsou separovany v LC systému a nasledné
detegovany hmotnostni spektrometrii. Ziskame tak uzite¢né¢ informace naptiklad o polarité

jednotlivych oxidacénich, resp. redukénich produkti, nebo jejich hmotnosti [69].

NastFik

L L

Obr. 2.1. Schematické zapojeni LC/EC/MS (sméra) a EC/LC/MS (smérb), pfed hmotnostni
spektrometr je navic zafazen také UV-Vis detektor.
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2.1.4. Online vs. offline spojeni elektrochemie s (LC/)MS

Pokud je elektrochemicka cela v online spojeni s hmotnostni spektrometrii, ptip. navic
se separacni technikou, produkty redoxni pfemény mohou byt okamzité a zcela
automatizované analyzovany, pfip. separovany [12]. Online spojeni je vhodné pro detekci
nestalych oxida¢nich, resp. redukcnich produktii se sklonem k rychlé degradaci. Pocet
publikaci s online zapojenim EC/(LC/)MS kazdym rokem rapidné nartstd. Jednim z divoda
je moznost simulace metabolismu 1é¢iv in vitro [69]. Skupina U. Karsta z Univerzity
v Miinsteru se rozsdhle zabyva studiem metabolismu biologicky aktivnich latek za pomoci
online spojeni EC/(LC/)MS, napf. alkaloidi galantaminu a lycorinu [60], diclofenacu, 1é¢iva
proti bolesti a zdnétlivych onemocnéni [70], verapamilu k 1é¢bé hypertenze, anginy pectoris,
srdecni arytmie nebo jako prevence migrény [71], tetrazepamu, uvoliiovace svali [72],
toremifenu, modulatoru estrogenovych receptord [73], fenothiazinu, latky s tlumicim u¢inkem
na centralni nervovy systém [74] a mnoho dalSich. Jsou vSak i jiné instituce ve svété
zabyvajici se touto problematikou. Na univerzité v Nantes ve Francii pouzili EC/LC/MS pro
studium oxidativni degradace acetobutololu, betablokatoru k 1écbé hypertenze a arytmie [75].
Védci z Osaky v Japonsku pomoci metody online EC/ESI-MS studovali elektrochemickou
oxidaci antipsychotika zotepinu [76]. Také na Univerzit¢ Palackého v Olomouci bylo
publikovano EC/MS spojeni pro ke studiu anthokyanind [77]. Elektrochemické cely uzivané
pro online EC/(LC/)MS spojeni jsou zpravidla shodné s témi, které se pouzivaji jako

elektrochemické detektory, viz kapitola 2.1.1.

Offline analyzy jsou vhodné v piipadech, kdy produkty elektrochemické transformace
jsou stabilni, nebo naopak pokud chceme studovat degradace produktti elektrochemickych
piremén naptiklad v urcitych ¢asovych intervalech. Pro detekci labilnich produktt je vhodnéjsi
online spojeni EC/(LC/)MS, ale v piipad¢ extrémné nestalého produktu, ktery se rozpada
v fadu sekund, ¢i jesté rychleji ani pouziti online spojeni EC/(LC/)MS nemusi byt efektivni.
Na Groningenské univerzité v Nizozemi se zabyvali offline oxidaci lidokainu, lokalniho
anestetika, s LC/MS analyzou produktti. Anodické oxidace byly provadény v tfielektrodovém
zapojeni s platinovou diskovou pracovni elektrodou, Pt-dratkem jako pomocnou elektrodou
a stfibrnou pseudo-referentni elektrodou [78]. Na Univerzité Palackého v Olomouci byly
offline EC/LC/MS identifikovany oxidacni produkty berberinu, piirodniho alkaloidu
pouzivané¢ho pro 1écbu gastroenteritidy, prijmu a cukrovky. Elektrochemické premény byly
uskutecnovany za konstantniho potencialu v tfielektrodovém zapojeni s velkoplosnou

platinovou pracovni a pomocnou elektrodou a kalomelovou referentni elektrodou [59].
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Pro uplny ptehled elektrochemicky piipravenych produktt je idedlni kombinace online
a offline techniky EC/(LC/)MS, kdy mlzeme vyuzit v§echny vyhody dané metody a naopak
potlacit nevyhody metody druhé. Produkty zaznamenané pii online zapojeni jsou podobné
produktim piipravenym elektrolyzou s naslednou offline (LC/)MS analyzou. Vse zalezi na

elektrochemické aktivité vychozich latek a na stabilité produktt [79].

2.1.5. Spojeni elektrochemie s jinymi technikami

Pro studium metabolismu Ié¢iv je vhodné také spojeni elektrochemie s nuklearni
magnetickou resonanci (EC/NMR). Je jednoduchou cestou tvorby, detekce a popisu struktury
meziproduktii, které mohou vznikat in vivo. Nevyhodou je potfeba velké koncentrace pro
NMR, zejména u latek s nizsi elektrochemickou aktivitou. Pro dosazeni piiméfeného poméru
signal/Sum, je nutna delsi doba elektrochemické pfemény, coz miize naopak vést k rozkladu
vysoce reaktivnich oxida¢nich produkti a zabranit tak detekci v NMR. Resenim je kombinace
EC/NMR a EC/MS, ktera mize poskytnout jasngj§i informace o produktech

elektrochemickych transformaci [80].

Byla pouzita kombinace elektrochemie s plynovou chromatografii a hmotnostni detekci
pro studium oxidacnich produkt 2,4,6-tribromfenolu, fungicidu a meziproduktu pro vyrobu

nékterych polymernich bromovanych zpomalovact hoteni na bézi tetrabrombisfenolu A [81].

2.1.6. Miniaturizace elektrochemicke cely

Némecti a nizozemsti vé€dei vynalezli mikrofluidni mikroreaktor pro elektrochemické
pfemény analytd. Tento Cip byl zkonstruovan z platinové pracovni a pomocné elektrody
a paladiové referentni elektrody. Cyklické voltamogramy namétili v objemu pouhych 9,6 nl.
Tento mikroCip pouzili ke studiu metabolické cesty amodiaquinu ve spojeni EC/LC/MS
Stejna méteni provedli také na komeréné dostupné elektrochemické cele a ziskali srovnatelné
vysledky jako na mikro€ipu [82]. O rok pozdéji ti sami védci pouzili tento mikrocip s pseudo-
referentni elektrodou s oxidem iridiCitym, ktera ma také slouzit pro simulaci oxidativniho

metabolismu 1é¢iv [83].
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2.2. Cyklicka voltametrie, nastroj popisu elektrochemickych

premén

Cyklicka voltametrie (CV) poskytuje bohaté informace o kinetice a termodynamice
mnoha chemickych systémil. Z cyklickych voltamogramii mulzeme zjistit napiiklad
reverzibilitu elektrodového dé¢je, diftzni, resp. adsorpéni jevy nebo pocet vyménénych
elektronu pii elektrochemické reakci. Zaznam CV je zavislosti proudové odezvy elektrolytu
na potencidlu trojuhelnikového pribehu aplikovaného na pracovni elektrodu a sklada se
z anodické (oxidacni) a katodické (redukcni) kiivky. Je-li v elektrolytu obsaZena
elektroaktivni latka, dostdvame v zdznamu oxidacni resp. redukéni signaly ve tvaru piku.
Vkladany potencidl je vytyCen pocateCnim potencidlem E; (z angl. initial), piepinacim
potencialem E (z angl. switching) a konecnym potencidlem Er(z angl. final). Z CV zdznamu

pak miZeme stanovit proudy anodického i, a katodického piku i,. a jejich potencidly Ej,

a E,. [84,85].

Kvalitativni veliCina, palvlnovy potencial Ej/,, jehoz hodnota se odecita v poloving
vysky polarografické viny elektroaktivni latky, je u vétSiny organickych latek zavisly na pH.
Ze zévislosti E7 /; na pH je moZno stanovit hodnotu disociaéni konstanty pK,. Pfi pH roztoku
rovnajicim se hodnoté pK,, dochazi ke zméné€ sklonu smérnice zavislosti E;,, — pH.
Odvozenim od obecnych vztahl zavislosti mezi E; /, a pH [86] dostavame vztah (pro 20 °C):

0,058
p z

Ei; = E°" — pH, (R. 1)

kde E°' je normalni redox potencial, p je pocet vyménénych protont a z je pocet vyménénych
elektronil. Pokud se hodnota smérmice zavislosti E; /, — pH blizi 58 mV, pfi elektrochemické

reakci dochéazi k vyméné stejného poctu protonll a elektronti. Pfi vyméné jednoho protonu

a dvou elektronti bude hodnota smérnice poloviéni (29 mV) [84,86].

2.2.1. Reverzibilita elektrochemickych premen

Reverzibilitu elektrochemické reakce je mozno urcit z cyklického voltamogramu
zrozdilu potencidll v proudovém maximu anodick¢ého a katodického signdlu
AE, = |Ep'a - Ep'c|. Pro reverzibilni pfenos elektronu je AE, = 57 - 60 mV, pficemz zalezi
na zvoleném piepinacim potencidlu E. V praxi se vSak tato hodnota pohybuje v rozmezi
60 —70 mV z divodu drobnych deformaci v duasledku odporového efektu v elektrolytu

a elektronického nebo matematického vyhlazovani kiivek. Pro viceelektronovy pienos je
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rozdil mezi potencidly anodického a katodického piku roven 58/n (pro 20 °C), kde n je pocet
vyménénych elektronli. Pokud je rozdil potencidlti redoxnich piki 58 mV a d& je cCisté
difuzni, dochdzi k vymén¢ jednoho elektronu. Kvalitativni veli¢ina, normalni redox potencial
je pak roven E° = (Ep,a + Ep,c) /2. Podil katodického a anodického proudu piku by mél byt

pro reverzibilni d&j jednotkovy iy /iy, = 1 [84].

Elektrochemicky d¢j se sklada z elektrodové a chemické reakce, piicemz ob¢ probihaji
pfi riznych rychlostech, s odliSnymi rychlostnimi konstantami a navzajem se ovliviiuji.
Mechanismus elektrochemickych reakci byva tedy popisovén tzv. E & C zapisem, kde E
pfedstavuje jednoelektronovy pienos e” a C znaci chemickou reakci roztoku uzce spojenou

s elektrodovou reakci [84].

2.2.1.1. E, mechanismus (reverzibilni elektrodova reakce)

Podstata fyzikalnich procesti zodpovédnd za tvar elektrochemicky reverzibilniho
cyklického voltamogramu je zaloZena na Nernstové a Fickové zdkoné. Nernstlv zakon
(Rovnice 2) definuje podil koncentrace oxidované [A]y—, aredukované [B],—, formy
u povrchu elektrody pro redukéni proces A+ ne~ 5 B jako funkci aplikovaného napéti E;
a normalniho redox potencialu E°’, kde ¢ je Cas, n pocet vyménénych elektrond, F Faradayova
konstanta, R molarni plynova konstanta a 7 absolutni teplota. Fickiv druhy zakon diftzniho
transportu hmoty k plosné elektrodé (Rovnice 3) zahrnuje difuzni koeficient D a parametr x je

vzdalenost od elektrodového povrchu [85].

[Alx=0 _ 2E(E-E*)

Bleo  C1 (R.2)
dalal _ . d?[4]

— = D — (R.3)

Pokud je prenos elektronu pfili§ pomaly s ohledem na ¢asovy pribeh experimentu, pro
koncentrace na elektrodovém povrchu neplati Nernstova rovnice, coZ zpiisobuje posun
potencialu k negativnéj§im hodnotdam pro redukci a pozitivnéjSim pro oxidaci. Byla
formulovana kritéria pro hodnoceni reverzibility déje pomoci standardni rychlostni konstanty
k° pro D =107 cm%/s a 25 °C: pro reverzibilni d&j &°>0,3 v cm/s, pro kvazireverzibilni
d&j k° >2 - 107 v cm/s a pro ireverzibilni d&j &° <2 - 10™ v’ cm/s, kde v je rychlost scanu

[84].
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Teoreticky vypocet proudu piku i, pro reverzibilni pfenos elektronu je definovan jako
funkce rychlosti scanu v a vychazi z Randles-Sevéikovy rovnice (Rovnice 4). Tato rovnice
muze byt pfepsana do tvaru (Rovnice 5) pii 25 °C, kde ¢ je koncentrace oxidované formy.
Pokud zndme pocet vyménénych elektroni n, mize byt z této zavislosti spocitan diflizni
koeficient D, nebo naopak pii znamém D muzeme zjistit poCet vymeénénych elektront 7.
Jestlize chceme stanovit aktivni plochu elektrody 4, staci vzit latku o zndmé hodnoté D a n

(napt. ferocen) a z Randles-Sevéikovy rovnice plochu vypoditat [84,85].
nr e 1 1
ip = 0,4463nFA || * ¢ D2 vz (R. 4)

i, = 2,686 X 10°n"/2¢ D2 v'/2 A (R. 5)

Krom& jiz zminénych kritérii pro reverzibilni d&j, AE, = 58/nmV (pii 20 °C),
Ipc/lpa = 1, by proud piku i, mél byt tmérny druhé odmocniné rychlosti scanu V. Z této
zavislosti miizeme usuzovat o difuzné-adsorpénich procesech. Smérnice linearni zavislosti
log iy, vs. log v je blizka hodnot€ 0,5 pro diftizi kontrolovany proces, hodnota smérnice 1 znaci
adsorpéni proces. Hodnoty smérnice mezi 0,5 a 1 naznacuji difizné-adsorpcni d¢j. Adsorpce
také zavisi na koncentraci latky v roztoku. Zavislost pokryti povrchu elektrody na koncentraci
je u nizsich koncentraci linearni, pfi vysSich koncentracich dochdzi k odklonu od linearity
z diivodu pokryti celého povrchu elektrody a zavislost nabyva hyperbolického tvaru adsorpéni

izotermy [84].

2.2.1.2. E; mechanismus (ireverzibilni elektrodova reakce)

Pro ireverzibilni mechanismus je charakteristické |ip,a/ ip,c| < 1 pro redukéni proces

a |ip,c/ip,a| <1 pro oxidacni proces. S desetindsobnou zménou rychlosti scanu dojde

k posunu potencialu piku |AEp| = ln(10)R—TF = 30/an mV (pro 25 °C). Pro ireverzibilni

2an

reakci je i, umérné v/v podle Randles-Sev¢ikovy rovnice:

i, = 0,496van’nFAc /% (R. 5)

kde a je koeficient pfenosu naboje n' je pocet elektronti pfenesenych v reakénim kroku
urCujicim rychlost, zatimco n udava celkovy pocet ptenesenych elektrond na molekulu

difundujici k elektrodovému povrchu a ¢ je koncentrace elektroaktivni latky v roztoku [85].
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2.2.1.3. EC proces

Elektrodovou reakci Casto doprovazi naslednd chemické reakce, kterd muze ovlivnit
celkovou reverzibilitu elektrochemického procesu. D& miizeme povazovat za reverzibilni,
pokud je elektrodova reakce rychla a chemickd reakce pomald (oxidac¢ni, resp. redukcéni
produkt elektrodové transformace je redukovan, resp. oxidovan diive, nez by doslo
k chemické pfeméné). Ireverzibilni d& nastane, pokud je elektrodova reakce pomala
a chemicka reakce naopak rychla (oxidacni, resp. redukéni produkt elektrodové transformace
je chemicky pfeménén diive, nez by mohlo dojit ke zpétné redukei, resp. oxidaci). Kinetiku
elektrodového déje je mozno ovlivnit rychlosti scanu v. Pokud mame E,C; mechanismus
(reverzibilni elektrodova, ireverzibilni chemicka reakce), se zvySovanim v se bude zvySovat
reverzibilita déje az do mezni hodnoty v, kdy bude plné reverzibilni. Pokud by dochéazelo ke
snizovani rychlosti chemické reakce dané rychlostni konstantou kcpem pii konstantni rychlosti
scanu, reverzibilita déje by také nartistala. Ke zpétné elektrodové reakci by tak dochazelo
diiv, nez by stihla probchnout chemickéd reakce a cely d& by tak byl elektrochemicky

reverzibilngjsi [84].

U E.C; mechanismu je pomér katodického a anodického proudu piku je funkci
chemické rychlostni konstanty kcpem @ rychlosti scanu v. Analyzou cyklickych voltamogrami
lze ziskat odhad rychlostni konstanty chemické reakce. Pokud je pomér katodického
a anodického proudu piku roven dvéma, odhad k¢pem = RT/2nFv. Potencial piku (pro

kehemRT/nFv> 4) je dan rovnicemi [84,85]:

o RT RT | [KchemRT .

E, = E° ——0,780 + ——In [};T] (pro redukci) (R. 6a)
o' | RT RT | [KchemRT o

E,=E° + — 0,780 — ﬁln [};T] (pro oxidaci) (R. 6b)

2.2.1.4. ECE proces

Pokud dochézi k dalsimu ptfenosu e, reakcni proces se stava slozité¢jSim. Po elektrodové
reakci nasleduje chemickd reakce, jejiz produkt je elektrochemicky aktivni a mize byt
oxidovén, resp. redukovan na elektrodé. Navic jest¢ muze dochazet k interakcim mezi
produkty jednotlivych reakci, napf. produkt nasledné chemické reakce mize reagovat
s produktem jeho elektrochemické pfemény. V tvahu tedy piichazi né€kolik ptipadl interakci

(Schéma 1). Diagnosticka kritéria k jednotlivym ptipadiim lze nalézt v literatute [85].
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(@) AS AT+ e (b) AS AT +e” () AS AT +e” (d AS AT+ e

At - B A-B 2At 5 B+ A At - B
BSBY +e” BS Bt +e” BS Bt +e” Bt+e " SB
A+BtS AY+B A+Bt->A*+B

Schéma 1  Priklady ECE reakcnich schemat [85]

2.3. Elektrochemické premény fenolovych latek

Mechanismus anodické oxidace fenolu nebo substituovanych fenold je pomérné slozity.
Hydroxyla¢ni reakce hraji rozhodujici roli, ale jsou zaroven propojeny s dal§imi reakcemi
vzniklych fenoxy radikal reagujicich za vzniku dimera nebo polymernich produkti. Neméné
dilezity je 1 pouzity potencial elektrolyzy, koncentrace, pH prostifedi a dalsi. Kvantitativni
studie oxidaci fenolt jsou zté¢zovany tvorbou polymernich filmi na elektrodovém povrchu. Po
prvnim voltametrickém scanu je elektroda téméf elektro-inaktivni. ReSenim je prace
s nizkymi koncentracemi (0,1 — 0,5 mmol/l) nebo pouziti 25 % acetonu ve vodném pufru

[87,88].
" -2e7, 2H"

@ H @ = 22 OO
(E4)

-2e -H* -2e -2H*
= =
. ®

Schéma 2 ZjednodusSeny proces oxidace fenolu [88]

Oxidace samotné¢ho fenolu mize probihat dvéma cestami (Schéma 2). Pii nizSim
potencialu (£)) ptevlada vznik fenoxy radikalu, ktery rychle dimerizuje na 4,4’-bifenol a ten
se pak velmi ochotné oxiduje na bifenochinon (Schéma 2A). Tato cesta je typickym ECE
procesem. Pfi vyS$§im potencidlu (£>) dominuje oxidace fenolu pfes fenoxy radikal az na
fenoxoniovy kation, ktery podléha hydroxylaci za vzniku hydrochinonu a ten je dale oxidovan
na p-benzochinon (Schéma 2B). Vznik dimeru ptes uhlik a kyslik je zde také mozny, ale jen

velmi minoritné [88].



Oxidacni proces 1-naftolu probihd obdobnymi cestami jako u fenolu. Pfi nizSim
potencidlu (£, 0,75 V) vznika prednostné dimer (Schéma 3A). Pti vysSsim potencidlu (E>,
1 V) vznikd primarné 1,4-dixydroxynaftalen (Schéma 3B). U 2-naftolu byla pozorovana
elektrochemicka pfeména pouze na 1,2-dihydroxynaftalen. Ke vzniku dimeru v tomto ptipadé

nedochazi z divodu zna¢né nestability ortho-dimeru [88].
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Schéma 3 Zjednoduseny proces oxidacniho mechanismu I-naftolu [88]

Oxidace 2-substituovanych hydrochinont (Sciéma 4, 1) je dvouelektronova a vede ke
vzniku p-chinont, které Casto podléhaji nukleofilnimu ataku. Nukleofil obvykle reaguje
Michaelovou 1,4-adi¢ni reakci vedouci ktvorbé substituovanych hydrochinond.
U hydrochinonti substituovanych v poloze 2 skupinou od¢erpavajici elektrony (R = -COOH,
—NO,, -CHO, —COCH3) dochazi k hydroxylaci v poloze 3 za vzniku trihydroxy slouceniny.
Pomér i,/ Vv roste se snizujici se rychlosti scanu v, coz odpovidd ECE procesu. Oxidace

katecholu (II) vkyselém prostiedi vede po dvou minutach elektrolyzy ke
vzniku odpovidajiciho o-chinonu (1,2,3-trihydroxybenzenu), avSak pokud je Kkatechol
elektrolyzovan déle (1 hodinu) dochazi k elektrooxidaci na 1,2,4-trihydroxybenzen.
4-methylkatechol (IIT) podléha hydroxylaci az po dlouhodobéjsi elektrolyze a to do polohy 5
(IV). U katecholt probiha na elektrodé ve vSech pH sekundarni reakce za vzniku C—C dimeru

v polohach 5 (V) [87].

@ s Qm%
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Schéma 4 Struktury fenolovych latek: 2-substituovany hydrochinon (1), katechol (1),
4-methylkatechol (11l), 5-methylbenzen-1,2,4-triol (IV) a dimerni hydroxylovany katechol (V)

[87].



Pti dvouelektronové anodické oxidaci 2,6-ditercbutyl-p-kresolu (Schéma 5, 1) dochazi
k tvorbé kationtu, kam se nésledn¢ mulze navézat nukleofilni ¢inidlo (napt. —-OH, —OCH3)
v zévislosti na prostfedi, ve kterém reakce probiha (Schéma 5,11 a 1II) [89]. Stejny princip

oxidace plati také pro 2,4,6-tritercbutylfenol [90].

OH OH
2¢€ Nu
—_— —_—
= )
CH, CHs HsC Nu

) (mn (1
Schéma 5  Anodicka oxidace 2,6-ditercbutyl-p-kresolu [89]

2.4. Elektrody na bazi uhlikové pasty

Uhlikovéa pastova elektroda (CPE) ptivodné vznikla jako alternativa ke rtut'ové kapkové
elektrodé. Nabidla moznost anodické oxidace pomoci elektrody s obnovitelnym povrchem.
Nejvétsi vyhodou CPE je moznost jeji modifikace a tim zvySeni jeji selektivity a citlivosti.
Modifikator mtize slouzit také jako katalyzator elektrochemické reakce analytu. NejbéznéjSim
zpusobem modifikace CPE je piimichani modifikéatoru do celého objemu pasty nebo mtize byt
modifikator adsorbovan na povrch CPE. Méné pouzivany zpusob modifikace je tvorba

kovalentnich vazeb s funkénimi skupinami [91,92].

Modifikatory CPE je mozné rozdé€lit do nékolika skupin: ménice iontl a adsorbenty
(zeolity a pryskyticové katexy pro akumulaci tézkych kovi, pryskyficové anexy pro stanoveni
jodida), organické modifikatory (1,10-fenantrolin a jeho derivaty, oximy a dimethylglyoximy
vhodné pro analyzu nikelnatych nebo kobaltnatych iontil), kovové komplexy (ftalocyanin
kobaltnaty, zinec¢naty, Zeleznaty nebo médnaty, porfiny, berlinskd modf), modifikatory
vyuzivané v biosenzorech (oktaldehyd s NAD', kfenovéa peroxidasa, glukosooxidasa, fasy)
[92]. Do uhlikové pasty jiz byly pfimichany a vyuzity k méfeni mechy, liSejniky, tabak,

Z ovoce napi. ananas, bandn, jablko, dale také houby, bakterie, viry a mnoho dalsich [93].

Casto pouzivanymi modifikatory uhlikovych pastovych elektrod byvaji ftalocyaninové
komplexy kovii (MPc), které mohou mit elektrokatalyticky efekt na redoxni reakce rtiznych
latek. Napiiklad ftalocyaninové komplexy zeleza (FePc) mohou katalyzovat elektroredukce
kysliku [94], organickych peroxidi [95], oxidu sifi¢itého [96], dusitani [97] nebo fotoredukce
oxidu uhli¢itého [98]. MPc mohou katalyzovat také elektrooxidace mnoha molekul [99].

Napiiklad byla pozorovana elektrokatalyticka aktivita FePc (ftalocyaninu Zeleznatého (IP),

22



tetrasulfoftalocyaninu Zeleznatého a tetraaminoftalocyaninu Zeleznatého) jako modifikatora
CPE na oxidaci dopaminu a serotoninu. U ftalocyaninovych komplexi niklu a kobaltu
elektrokatalyticky efekt na oxidaci dopaminu a serotoninu naopak pozorovan nebyl. Centrem
eletkrokatalytické aktivity MPc je pravé ion kovu v komplexu. Mechanismus katalytické
oxidace latky za pouziti MPc je zalozen na oxidaci MPc nasledované pfenosem elektronu z
latky na oxidovany MPc. MPc obsahujici elektroaktivni kov jako Zelezo nebo kobalt maji
zpravidla lepsi katalytickou aktivitu nez naptiklad nikl a méd. U FePc elektrochemicky

generovany vy$si oxidaéni stav Zeleza v komplexu (z Fe" na Fe'

) podporuje oxidaci latek
[100]. Ftalocyaninem Zeleznatym modifikovand CPE (IP/CPE) byla pouzita
k voltametrickému stanoveni adrenalinu, kyseliny askorbové a kyseliny mocové. Pouzity
modifikator prokézal elektrokatalytickou aktivitu u vSech tii latek a umoznil dobré oddéleni
pikli pii méfeni v jejich smési [101]. Dalsi studie prokazaly elektrokatalytickou aktivitu
IP/CPE na redoxni reakci kyseliny askorbové [102], epinefrinu [103] nebo elektrooxidaci
amitrolu [104]. FePc vynikaji elektrokatalytickou aktivitou pro Sirokou $kalu latek, proto byl

v této disertacni praci pouzit IP jako modifikator CPE pro stanoveni rutinu.

Jako modifikator CPE lze vyuzit také iontovou kapalinu (IL). Tyto latky vynikaji
vybornou elektrickou vodivosti, ve vodé jsou téméf nerozpustné, vici jinym chemikaliim jsou
inertni a odolavaji vysokym teplotam s takika zanedbatelnym tlakem par. Mohou pfispivat ke
zlepSeni voltametrického signélu, zvyseni citlivosti méfeni a mohou slouzit jako katalyzatory
neékterych elektrochemickych reakci. Zakladni strukturu mnoha ILs tvofi heterocyklicky
kation (N-alkylpyridinium nebo N, N-dialkylimidazolium) a anion (napt. BF4', PF¢, CI', Br, I,
AlCly, NO53', CF3SO057, CF3COO7, [(CF3S0,),N" = Tf,N, [(C,FsS0,),N" = Pf,N]) [105-107].
Ptikladem aplikace uhlikové pastové elektrody modifikované iontovou kapalinou N-butyl-
pyridinium hexafluorofosfatem je elektrokatalyticka oxidace dopaminu, neurotransmiteru,
jehoz nedostatek mize zptisobovat Parkinsonovu chorobu. Ve srovnani s nemodifikovanou
CPE byly odezvy iproudové pozadi elektrody s IL (IL/CPE) mnohem vyssi [108]. Jina
IL/CPE s 1-butyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl) imidem jako pojivem, na
jejiz povrch byl elektropolymerizovan monomer O-anisidinu, projevila vysokou c¢innost na
elektrokatalytickou oxidaci formaldehydu v alkalickém prostiedi [ 109]. Byl vyvinut biosenzor
adrenalinu, CPE obsahujici enzym laktasu z houby Aspergillus oryzae v celém objemu
uhlikové pasty. Jako pojivo slouzila smés Nujolu a IL (1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorofosfatu, BMI PFs nebo 1-butyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)
imidu, BMI Tf;N). Vyss§i odezvu adrenalinu poskytovala elektroda s BMI Tf,N ve srovnani
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s elektrodou obsahujici BMI PFs. Bylo dosazeno meze detekce 0,53 umol/l [110]. V této
disertacni praci byla pfipravena CPE, vniz byla jako pojivo pouzita iontova kapalina
1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imid. Jde o dosud prvni aplikaci
této IL jako modifikatoru CPE [111].

2.5. Charakteristika a vlastnosti studovanych latek

2.5.1. Tolterodin

Tolterodin (TOL) je latka fazena do skupiny antimuskarinovych 1€civ, které uvoliuji
svalovinu mocového méchyte. Existuji dvé enantiomerni formy tolterodinu (R) a (S), které
vykazuji mirné odlisné biologické tucinky. Opticky Ccisty (S)-TOL ma necholinergni
spasmolytické vlastnosti (uvolnéni kiec¢i hladkého svalstva), ale s absenci anticholinergniho
efektu (blokace ucinku acetylcholinu zplsobujiciho kontrakce mocového meéchyie). Navic
unéj byly prokadzany slabé sedativni Uc€inky. (S)-TOL umoziuje 1éCbu stievnich poruch
a urgentni inkontinence (UUI) zptsobenou necholinergnim mechanismem a je vhodny pro
pacienty, u kterych antimuskarinovy efekt (R)-izomeru mize zptisobovat nezddouci vedlejsi
ucinky napiiklad na pamét. Naproti tomu opticky cisty (R)-TOL vykazuje anticholinergni
aktivitu a umoznuje tak 1écbu UUI vychazejici z muskarinové hyperaktivity. Studiemi byl
zjistén vyssi 1écivy ucinek (R)-TOL nez (S)-TOL nebo racematu (RS)-TOL, proto je (R)-TOL
pouzivan pro vyrobu lé¢iva s komerénim nazvem Detrol nebo Detrusitol a je pfedepisovan
klécb¢ UUIL naléhavé potfeby moceni nebo zvySené frekvence moceni u pacient
s hyperaktivnim mocovym méchyiem. V téchto tabletach se TOL vyskytuje ve form¢ tartratu
s chemickym nazvem (R)-N,N-diisopropyl-3-(2-hydroxy-5-methylfenyl)-3-fenylpropanamin
lI-hydrogen tartrdt (Obr. 2.2) s elementarnim slozenim C,sH37NO; a molarni hmotnosti
475,57 g/mol. Sumarni vzorec volné¢ baze tolterodinu je CH3;NO s moldrni hmotnosti

325,49 g/mol a ptesnou hmotnosti 325,2406 Da [112—-114].

Metabolizace tolterodinu se po ordlnim podani odehravad v jatrech. Primarni
metabolickd cesta je vedena pfes oxidaci methylové skupiny prostiednictvim isoenzymu
cytochromu P4502D6 za vzniku majoritniho farmakologicky aktivniho metabolitu
5-hydroxymethyltolterodinu (5-HMT), ktery vykazuje srovnatelnou antimuskarinovou
aktivitu s tolterodinem. Sekundarné¢ dochazi k metabolizaci na 5-karboxylovou kyselinu

tolterodinu (5-CAT), za pfitomnosti cytochromu P450 3A4 dochazi k dealkylaci vSech forem

24



tolterodinu  za  vzniku  N-dealkylovaného  tolterodinu,  N-dealkylovaného 5-HMT
a N-dealkylované 5-CAT. Z téla je 80 % léciva vylouceno moci v metabolizované podobé

a méné nez 1 % pluvodni latky odchazi v nezménéné podobé [112,115].

OH
Y COOH
H H, |
WCLN Ho—gh
HG—OH

COOH

HaC

Obr. 2.2. Strukturni vzorec (R)-tolterodin L-tartratu
Tolterodin je bily krystalicky prasek s teplotou tani 206 — 212 °C, omezen¢ rozpustny ve
vodé (12 mg/ml), dobfe rozpustny v methanolu, mirné rozpustny v ethanolu a obtizné

rozpustny v toluenu. Disocia¢ni konstanta tolterodinu je pK, = 9,87 [112].

2.5.2. Fesoterodin

Fesoterodin (FES) je stejné jako tolterodin antagonista muskarinovych receptora
uvoliujici svalovinu mocového meéchyie. Také fesoterodin se vyskytuje ve dvou
enantiomernich formach (R) a (S). V podobé (R)-fesoterodin fumaratu (Obr. 2.3) je zatim
velmi kratce dostupny pod komerénim ndzvem Toviaz a podobné jako TOL se pouziva
k1écb¢ UUI, naléhavé potfeby moceni nebo zvySené frekvence moceni u pacienti

s hyperaktivnim moc¢ovym méchyiem.

COOH

COCH

Obr. 2.3. Strukturni vzorec (R)-fesoterodin fumaratu

Chemicky nazev 1é€iva je hydrogen fumarat (R)-2-(3-diisopropylamino-1-fenylpropyl)-
4-(hydroxymethyl)fenylesteru kyseliny izomdselné s elementarnim sloZzenim Cs;oH4NO;
amolarni hmotnosti 527,65 g/mol. Sumarni vzorec volného fesoterodinu je C,cH37NO3

s molarni hmotnosti 411,58 g/mol a piesnou hmotnosti 411,2773 Da [116,117].
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Hlavnim metabolitem fesoterodinu je 5-HMT stejné jako u tolterodinu. LiSi se vSak
svoji metabolickou cestou. FES se po ordlnim podéni v téle hydrolyzuje na 5S-HMT pomoci
nespecifickych esteras, v disledku ¢ehoz je velmi rychle a rozséhle pfeménén a tudiz je oproti
TOL v plazmé téméi nedetegovatelny. S-HMT vykazuje vysokou antimuskarinovou aktivitu
a velkou mérou prispiva k aktivité 1éciva obsahujiciho FES. Nasledné metabolity 5-HMT jsou
pak uz méné aktivni. LéCivé tablety obsahujici FES, ve srovnani s TOL, vykazuji vyssi
ucinnost pfi sniZzeni poctu inkontinencnich ptihod, zmirnéni symptomt UUI, zvySeni kapacity

mocového mechyie a vyssi rychlost u€inku 1é¢iva ,,diary-dry rate* [118,119].

Fesoterodin fumarat je bily az Sedobily prasek s teplotou tani 105 °C, pK, =10,31 (pfi
teploté 23,4 °C) a je dobie rozpustny v methanolu (574 mg/ml), vod¢ (542 mg/ml), acetonu
(205 mg/ml), 0,9 % roztoku NaCl (551 mg/ml), omezen¢ rozpustny v toluenu (0,14 mg/ml)
a tém¢eft nerozpustny v heptanu (0,03 mg/ml) [116].

2.5.3.  5-hydroxymethyltolterodin

5-hydroxymethyltolterodin (5-HMT) je velmi silny antagonista muskarinovych
receptorii. S&m o sobé neni podavan jako 1é¢ivo, vznika jako produkt metabolismu tolterodinu
(ptes cytochrom P450 2D6) a fesoterodinu (hydrolyzou nespecifickymi esterasami) a velkou
mérou tak pfispiva kjejich antimuskarinové aktivité. Samotny 5-HMT je v jatrech dale
metabolizovan dvéma cestami za ucasti cytochromu P450 2D6 a P450 3A4, kdy vznika
inaktivni (1) karboxy, (2) karboxy-N-deisopropyl a (3) N-deisopropyl metabolit. Po podani
fesoterodinu je 70 % vylouceno moci v podobé 5-HMT (16 %), karboxy metabolitu (34 %),
karboxy-N-deisopropyl metabolitu (18 %) a N-deisopropyl metabolitu (1 %), stolici pak
odchazi 7 % podané davky [120,121].

H H, Y
HO \\C Y
Obr. 2.4. Strukturni vzorec (R)-5-hydroxymethyltolterodinu

5-HMT je Sedobily prasek s teplotou tani 52—-53 °C dobfe rozpustny v chloroformu,
dimethylsulfoxidu (68 mg/ml) a ethanolu (68 mg/ml) a omezené rozpustny ve vodé

(<1 mg/ml). Chemicky nazev 5-HMT je (R)-2-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-4-
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(hydroxymethyl)fenol (Obr. 2.4) s elementarnim slozenim C,,H3;NO;, molarni hmotnosti

341,49 g/mol a ptesnou hmotnosti 341,2355 Da [122,123].

2.5.4. Metody stanoveni studovanych antimuskarinik

Nejcastéji pouzivanou analytickou technikou pro stanoveni tolterodinu a jeho
metabolitii véetné 5-HMT je vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.
Ptikladem jsou tfi studie stanoveni TOL a 5-HMT v lidské plazmé s riznymi podminkami.
Svédsti védei v roce 2005 provadéli toto stanoveni na kolond Cig (5 um, 150 x 2 mm) pfi
40 °C s mobilni fazi CH;CN/0,01M—CH3COONH;, (1:1, v/v), s ionizaci elektrosprejem (ESI)
a kvadrupo6lovym analyzatorem [124]. Kolonu Hypersil silica (3 pm, 30 x 4 mm) s mobilni
fazi 0,02M—-CH;COONH4/CH;CN (30:70, v/v), ionizaci ESI a trojity kvadrupol (QqQ) pouzil
Macek a kol. v roce 2009 [125]. Indi¢ti védci o rok pozdéji pouzili také techniku HPLC/ESI-
QqQ-MS/MS, kolonu Cig (5um, 100 % 4,6 mm) pii 40 °C smobilni fazi 0,01M-
HCOONH4/CH3CN (35:65, v/v). Novégjsi publikace doséhla oproti predeslym studiim snizeni
mnozstvi spotfebované plasmy na analyzu (300 pl), nejkrat$i doby analyzy a navic metodu
pouzili ke studii bioekvivalence na 41 zdravém clovéku po oralnim podéni 2 mg IéCiva

v tablets [126].

HPLC s UV detekei byla kvili nizsi citlivosti vyuzivana pro stanoveni TOL a 5S-HMT
v tabletach 1é¢iva. Tyto latky nejlépe absorbuji pfi vinové délce 210 nebo 220 nm [127-129].
Pomoci HPLC/UV na chirélnich stacionarnich fazich je mozno oddé¢leni enantiomertt TOL,
coz dovoluje stanovit (S)-TOL jako necistotu v léCivu obsahujicim (R)-TOL [130,131].
Z dalSich analytickych technik byla pro stanoveni TOL a 5-HMT pouzita plynova
chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS) s nutnosti derivatizace [132], kapilarni
elektroforéza (CE) [133,134] a rovnéz byly pro tyto latky navrzeny spektrofotometrické
metody [135-137].

Pro stanoveni FES v tabletach 1éc¢iva byla doposud pouzita HPLC/ESI-MS/MS na
reverznich fazich Luna Cg (3 um, 50 x 3 mm) s mobilni fidzi methanol/0,1 % kyselina
mravenci (90:10, v/v) [138]. Rychla a levnd UV spektrofotometrickd metoda (228 mm) byla
vyvinuta pro stanoveni FES v lécCivych tabletich a byla srovnana s tfemi validovanymi
metodami LC, CE a LC/MS/MS s podobnymi vysledky [139]. Degradacni produkty
fesoterodinu za riiznych podminek (kyselé, bazické, oxidativni, teplotni a fotolytické) byly
studovany a charakterizovany LC/UV/ESI-MS na monolitické koloné. Fesoterodin se

rozkladal na latky o m/z 342,5 (5-HMT); 356,6; 175,2; 284,5; 365,7 a 393,4. V kyselém
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prosttedi IM—-HCI byla zjiSténa degradace 10 % FES, ve 2M-HCI 32 % FES [140]. Pro
stanoveni FES a 5-HMT v lidské plazmé byla navrZzena metoda LC/ESI-MS/MS pro rozsah
koncentraci analytd 0,01 — 10 ng/ml, na kolon¢ Kromasil C;g (5 pum, 100 x 4,6 mm)
termostatované na 30 °C s mobilni fazi 0,015M—HCOONH,4 (upraven kyselinou mravenci na

pH 5,5)/CH;CN (25:75, v/v) [141].

Elektrochemické chovani TOL je soucasti této disertacni prace podpotené publikaci
[142]. Elektrochemické chovani FES a 5-HMT dosud nebylo popsdno a je soucasti této

disertacni prace.

2.5.5. Rutin

Rutin je fazen mezi nejbioaktivnéjsi flavonoidy z podskupiny flavonolt. Je popséano
Siroké spektrum ptiznivych ucinkid rutinu v lidském organismu, které jsou podpoteny jeho
[144], nebo gastroprotektivni plsobeni [145], dale neuroprotektivni efekt u Parkinsonovy
choroby [146], ochranny ¢inek proti poskozeni DNA [147], dale snizuje hladinu cholesterolu
v krvi [148], ochranuje kardiovaskularni systém [149] a obecné pfiznivé pusobi pii 1€cbé

chorob s produkei volnych kyslikovych radikalii napt. revmatoidni artritida [150].

OH

Obr. 2.5. Struktura rutinu

Struktura rutinu (Obr. 2.5) je tvofena necukernou slozkou, aglykonem, kterou
piedstavuje kvercetin a na ten je pies kyslik v kruhu C v poloze 3 navazan disacharid rutinosa
zastupujici cukernou ¢ast rutinu. Proto je téz rutin nazyvan jako kvercetin-3-O-rutinosid.
Jedna se o krystalickou latku se Zlutym zabarvenim, které mize pilisobenim svétla postupné
hnédnout. Krystaly rutinu bézné obsahuji molekuly vody. Dehydratovanou formu by bylo
mozné ziskat po dvanacti hodinach suseni pti 110 °C. Rutin je dobfe rozpustny v pyridinu,

formamidu, méné v alkoholech, vod¢, acetonu, ethylacetatu atéméf nerozpustny

28



v chloroformu, etheru a benzenu. Elementarni slozeni rutinu je C,7H30016 s molarni hmotnosti

610,52 g/mol a piesnou hmotnosti 610,1534 Da [151].

Rutin je v téle primarné metabolizovan stfevnimi bakteriemi za odtrZzeni glykosyli na
kvercetin-3-O-glukosid a nasledné na kvercetin, rovné€z velmi silny antioxidant, ktery svymi
u¢inky  dopliuje rutin  vjeho bioaktivité. DalSimi  metabolity rutinu  jsou
3,4-dihydroxyfenyloctovda  kyselina,  4-hydroxyfenyloctovd  kyselina,  floroglucinol
a 3,4-dihydroxybenzaldehyd [152].

Rutin je ve znaCném mnozstvi pfitomen v rostlindch, ovoci a zelenin€. Velmi bohatym
zdrojem rutinu je pohanka. Mnozstvi rutinu v této rostliné zavisi na mnoha faktorech. Existuje
n¢kolik druhii pohanky, které se 1i§i mnozstvim obsazeného rutinu. Nejvétsi mnozstvi rutinu
bylo nalezeno v pohance tatarské (Fagopyrum tataricum), méné v pohance seté (Fagopyrum
esculentum) a nejmén¢ v pohance divoké (Fagopyrum homotropicum) [153]. Mnozstvi
obsazen¢ho rutinu také zavisi na misté ristu pohanky. V oblasti s intenzivnéjSim dopadem
slune¢niho zateni bude rostlina obsahovat vice rutinu. Zaroven osvétlenéjsi ¢ast rostliny, napf.
kvétenstvi a stonek, bude bohat$i na rutin, nez napt. kotfen, protoze rostlina se produkci
flavonoidi, které pohlcuji dopadajici UV zareni, chrani pfed sluncem [154]. Rutin je dale
pritomen v nepieberném mnozstvi plodin, jako jsou citrusy, Svestky, jablka, boriivky, maliny,
Cesnek, petrzel, fenykl, tfezalka, zeleny, Cerny, matovy caj, je¢men, chmel atedy i pivo.
Pfitomnost rutinu byla zjisténa v fad€ Ceskych i zahrani¢nich piv pfi¢emz priimérny obsah se

pohyboval kolem 0,5 mgna 1 I piva [155].

Rutin je nejcastéji stanovovan kapalinovou chromatografii s UV-Vis [156,157],
hmotnostni [158], elektrochemickou [159], nebo chemiluminiscenéni detekci [160]. Byl
stanovovan také hmotnostni spektrometrii MALDI-MS [161], MALDI-TOF-MS [162], ESI-
MS/MS [163]. Déle byla pro stanoveni rutinu pouzita rovnéZ plynova chromatografie
s hmotnostni detekci avSak s nutnosti derivatizace smési BSTFA/pyridin/ethylacetat (20:5:25,
v/v/v) [164]. 1 kapilarni elektroforéza byla hojné uzivanou metodou pro stanoveni rutinu
[165]. Ze spektralnich metod byly pro analyzu rutinu pouzity UV spektrofotometrie [166],
NMR [167], povrchem zesileny Ramantv rozptyl (SERS) [168], infracervena spektroskopie
[168,169].

Rutin je stejné jako ostatni flavonoidy elektroaktivni. Jeho elektrochemické chovani
dobfe popisuje cyklicky voltamogram (Obr.2.6). Prvni anodickd vlna s maximem pii
potencidlu 460 mV odpovida dvouelektronové oxidaci hydroxylovych skupin s ucasti dvou

protont v kruhu B v polohach 3" a 4’, jejimz produktem je o-chinon. Této reverzibilni reakci
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odpovidd reduk¢ni signdl s maximem piipotencialu 430 mV. Druhy oxidacni pik pfi
1080 mV odpovida ireverzibilni reakci, jiz se ucastni hydroxylové skupiny v kruhu A
v polohach 5 a 7 [170,171]. Jina studie popisuje druhy oxidacni signal rutinu jako pfeménu
—OH skupiny v poloze 7 a vznik kyslikového volného radikalu sméfujici k tvorbé molekuly
0O,, ktery muze byt dale oxidovan pfi jeSté pozitivnéjSim potencialu, coz mlze vést k otevieni
cyklu C [172]. Nejnovéjsi studie mechanismu oxidace kvercetinu, tvoficiho necukernou
slozku rutinu, popisuje tiistupfiovou oxidaci ve vodném roztoku o pH 5,3. Kvazireverzibilni
dvouelektronova oxidace hydroxylovych skupin v polohach 3',4" kruhu B je nésledovéna
hydrolyzou vzniklého produktu a tvorbou 2-(3',4'-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-trihydroxybenzo-
furan-3(2H)-onu, ktery podléhd dalsi oxidaci. V prostfedi neutrdlnim a alkalickém byla
pozorovana reverzibilni jednoelektronova oxidace kvercetinu vedouci k tvorbé dimeru.
V ptitomnosti kysliku jsou oba uvedené oxida¢ni produkty nestdlé a hlavnim oxida¢nim

produktem je 3,4-dihydroxybenzoova kyselina [173].

TuA

1
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E/mV (vs. Ag/AgCl v nas. KCI)

Obr. 2.6. Cyklicky voltamogram 0,1 mmol/l rutinu v Britton-Robinsonové pufru o pH 4,5, rychlost
scanu 100 mV/s.

Kromé cyklické voltametrie byly pro studium rutinu vyuzity i jiné elektroanalytické
techniky, naptiklad diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV), square-wave voltametrie (SWV),
linear sweep voltametrie (LSV) [174], chronocoulometrie [175], chronopotenciometrie [176]

a voltabsorptometrie [172], metoda kombinujici CV a spektrofotometrii.

Jednim zcili této prace je studium chovani rutinu na modifikovanych uhlikovych
pastovych elektrodach. V literatufe je knalezeni fada publikaci zabyvajicich se

voltametrickym stanovenim tohoto flavonoidu na uhlikovych pastovych elektrodach.
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Byl studovan vliv pH, potencidlu akumulace a ptidavného Cinidla na prekoncentraci
deviti flavonoidid véetné rutinu na povrchu CPE bez modifikace. Nejlepsi voltametrickou
odezvu poskytoval rutin v prostiedi B-R pufru o pH=5. V tomto prostiedi byl nalezen
potencial akumulace E,x=+0,2 V (vs. SCE), pfi némZz mél rutin o koncentraci 0,04 umol/I
nejlepsi signal (#k =1 min). Pfidavky rGznych Ccinidel (napi. Zelatina, Triton X-405,
dioktylsulfosukcinat sodny, Carbovax 4000 a dalsi) do méfeného roztoku rutinu potlacovaly

adsorpci rutinu konkuren¢ni adsorpci ¢inidel na povrch CPE [177].

Pro voltametrické stanoveni a rozliSeni fenolovych latek vcetné rutinu byla pouzita CPE
modifikovana silikagelem. Byla zjisténa dobrd reprodukovatelnost pracovniho povrchu
elektrody. Nejvyssi citlivost stanoveni fenolickych latek byla pozorovana pravé u rutinu.
Takto modifikovand CPE byla vyuzita k DPV analyze realnych vzorkl ¢aje, vina a brambor.
Vzorky byly analyzovany piimo nebo po hydrolyze. Kyselou hydrolyzou vzorka ¢aje a vina

doslo k rozkladu ptitomné glykosidické vazby a byl pozorovan narast piku kvercetinu [178].

K charakterizaci voltametrického chovéni a antioxida¢ni aktivity ¢tyt flavonoidii véetné
rutinu byla pouzita CPE modifikovana povrchovou vrstvickou DNA (DNA/CPE).
U kvercetinu, katechinu a epigallokatechin galatu byl pozorovan nartst signalu na DNA/CPE
v porovnani s CPE. Naopak u rutinu byl zaznamenan pokles proudové odezvy na DNA/CPE

zpiisobeny nejspise sterickymi problémy velké molekuly rutinu [179].

Dale byla pro stanoveni rutinu vyvinuta CPE modifikovana poly(vinylpyrrolidonem)
(PVP), ktery zvySoval adsorpci rutinu na elektrodovy povrch v disledku tvorby vodikové
vazby mezi imidovou skupinou PVP a hydroxyskupinou rutinu. Nejlepsi analyticka odezva
byla ziskdna pii sloZeni uhlikové pasty: uhlikovy prasek, Nujol a PVP v poméru 75:15:10
(m/m/m) za podminek # = 10 min, rychlosti polarizace 100 mV/s. Zékladnim elektrolytem
byl fosfatovy pufr o pH = 6 a koncentraci 0,1 mol/l. Byla zjis§téna mez detekce 0,15 pmol/I.

Elektroda byla pouzita pro stanoveni rutinu ve farmaceutickych preparatech [180].

Elektrochemické chovani rutinu na CPE modifikované iontovou kapalinou (IL/CPE)
I-amyl-3-methylimidazolium bromidem bylo studovéno v prostiedi B-R pufru o pH=3,3
metodami CV, DPV, SWV. Tato elektroda projevila elektrokatalytickou aktivitu k redoxni
reakci rutinu abylo dosazeno meze detekce 0,01 umol/l [181]. Jina IL/CPE
s N-butylpyridinium hexafluorofostatem (BPPF¢) vykazovala také silny elektrokatalyticky
efekt na oxidaci rutinu. Proud piku rutinu vzrostl 27,5 krat ve srovnani s CPE a bylo dosazeno
meze detekce 0,36 umol/l [182]. Dalsi CPE pouzita pro stanoveni rutinu s modifikatorem

DNA méla jako pojivo uhlikové pasty parafinovy olej a IL 1-butyl-3-methylimidazolium
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hexafluorofosfat. S touto elektrodou bylo dosazeno meze detekce 1,3 nmol/l. Tato elektroda

byla citlivéjsi ve srovnani s DNA/CPE bez IL a selektivnéjsi nez nemodifikovana CPE [183].

Novinkou a stile oblibenéjSim uhlikovym materidlem pro CPE jsou mnohosténné
uhlikové nanotrubicky (CNTPE). Tato elektroda byla pouzita pro stanoveni rutinu za pouziti
DPV a bylo dosazeno meze detekce 0,03 pmol/l. Optimalni slozeni uhlikové pasty bylo
uhlikové nanotrubicky a mineralni olej v poméru 60:40 (m/m) [184]. S touto elektrodou bylo
provadéno také stanoveni smési rutinu a kvercetinu za pouziti reverzni DPV. Na rozdil od
klasické GCE bylo mozné¢ odd¢lit signaly rutinu a kvercetinu [185]. Také byl vyvinut novy
biosenzor pro rutin, CPE smolekularné predtiSténym polymerem s mnohosténnymi
uhlikovymi nanotrubickami (MIP-MWNPE). S touto elektrodou bylo metodou SWV
dosazeno meze detekce 0,05 pmol/l [186]. Jinda CNTPE byla pokryta vrstvickou nanocastic
zlata. Velky povrch a dobra vodivost tohoto senzoru umoznila citlivou detekci rutinu. Mez

v

metodami [187].

Vsechny vyse uvedené prace vyuzivaji pro stanoveni rutinu voltametrické techniky.
V ptedkladané disertacni praci je popsdno stanoveni tohoto flavonoidu na uhlikovych

pastovych elektrodéach také pomoci amperometrickych technik [111].
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3. Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace bylo studium elektrochemickych tranformaci biologicky

aktivnich latek. Konkrétné byly naplanovany tyto tikoly:

e prostudovat elektrochemické  vlastnosti, chovani  a mechanismus oxidace
antimuskarinovych 1é¢iv, tolterodinu a fesoterodinu, a jejich spolecného aktivniho

metabolitu 5-hydroxymethyltolterodinu voltametrickymi technikami

e separovat tyto latky pomoci HPLC s elektrochemickou detekci na borem dopované
diamantové elektrodé s ohledem na pozdéjsi aplikace metody pro stanoveni téchto 1é¢iv

v mo¢i a plazmé

e pfipravit produkty oxidace téchto latek elektrolyzou za konstantniho potencidlu

a nasledné je analyzovat pomoci UPLC/ESI-MS
e vyhodnotit hmotnostni spektra produkti a navrhnout jejich strukturu

o zvysledkd voltametrickych méfeni a UPLC/ESI-MS analyz navrhnout mechanismus

elektrochemické oxidace tolterodinu, fesoterodinu a 5-hydroxymethyltolterodinu
e sledovat vliv modifikace uhlikové pasty na elektrochemické chovani rutinu

e vyvinout ¢idlo pro amperometrickou detekci rutinu

Krom¢ predlozené disertacni prace jsou vysledky obsahem dvou publikaci

v impaktovanych Casopisech [111,142].



4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité chemikalie

Zasobni roztoky antimuskarinovych 1éCiv a rutinu byly pfipraveny rozpusténim
navazeného mnozstvi tolterodin tartratu (Zentiva, Praha, CR), (R)-fesoterodin fumaratu
(99 %, IS Chemical Technology, Cina), 5-hydroxymethyltolterodinu (syntéza popsana
v kapitole 4.3.1) a rutin hydratu (> 94 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) v methanolu
p.a. Gistoty (Lach-Ner, Neratovice, CR). Jako srovnavaci latky u elektrochemického stanoveni
5-HMT byly pouzity 4-(hydroxymethyl)fenol (99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
4-hydroxybenzaldehyd (98 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Né&mecko) a syntetizovany
p-benzochinon. Jako wvnitfni standard pro separaci latek vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s elektrochemickou detekci byl pouzit berberin hemisulfat (=95 %, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Némecko).

Octan amonny (p.a., > 98,0 %, Lach-Ner, Neratovice, CR) a chloristan lithny (> 98,0 %,
Fluka, Neu-Ulm, Svycarsko) byly pouzity pro piipravu roztoki zakladnich elektrolyti.
Britton-Robinsonovy (B-R) pufry byly pfipraveny z kyseliny trihydrogenfosforecné, octové
a trihydrogenborité (vSechny o koncentraci 0,04 mol/l, p.a., Lachema, Brno). Pozadované pH
B-R pufrii bylo nastaveno hydroxidem sodnym (0,2 mol/l, p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR).
Octanovy pufr byl pfipraven titraci kyseliny octové (0,1 mol/l) hydroxidem sodnym. Rutin

byl stanovovén v extraktech loupanych semen pohanky seté (PROBIO, Staré Mésto, CR)

Na pfipravu  mobilnich fadzi byly pouzity hydrogenfosfore¢nan sodny,
dihydrogenfosforecnan sodny, kyselina fosfore¢na (vSe o Cistoté TraceSelect, Fluka AG,
Buchs, Svycarsko), acetonitril HPLC &istoty (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), methanol
HPLC Cdistoty (Merck, Darmstadt, Némecko) a ultracista voda (Merck Millipore, Darmstadt,

Germany).

Uhlikové pastové elektrody byly piipraveny z grafitovych vlocek (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko) a parafinového oleje (farmaceutickd cCistota) nebo iontové kapaliny
1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imid [hmin][Tf,;N] (98 %, Merck,
Darmstadt, Némecko). Ftalocyanin Zeleznaty (> 97 %, Fluka, Neu-Ulm, Svycarsko) slouzil

jako modifikator uhlikové pasty.
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4.2. Pristrojové vybaveni

4.2.1. Voltametrické a amperometrické experimenty

Voltametrické experimenty byly provadény na Eco-Tribo-polarografu se softwarem
Polar.Pro verze 4 (Polarosensors, Praha, CR) nebo na piistroji Autolab se softwarem
NOVA 1.8 (Metrohm Autolab, Nizozemi). Amperometrické experimenty byly provadény
v michaném roztoku na elektrochemické stanici CHI1660 (CH Instruments, Austin, TX,
USA). Ttielektrodovy systém zahrnoval pracovni elektrodu ze skelné¢ho uhliku (GCE, prumér
3,0 mm, Bioanalytical Systems, USA), nebo uhlikovou pastovou elektrodu (CPE) pii
analyzach rutinu, platinovou dratkovou pomocnou elektrodu, nasycenou kalomelovou
referentni elektrodu (SCE) pro méfeni ve vodném a methanolickém prostiedi, referentni
elektrodu Ag/AgNO; (0,1 mol/l v CH3CN) pro roztoky v acetonitrilu nebo referentni
elektrodu Ag/AgCl/1M-KCI pii analyzéach rutinu.

4.2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekcit

Systém vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s elektrochemickou detekci
se skladal z ESA izokratické pumpy (Model 582, ESA Inc., Chelmsford, MA, USA)
s tlumi¢em pulzi a manualnim davkovacim ventilem s davkovaci smyckou 25 pl (Rheodyne,
Cotati, CA, USA). Elektrochemicka detekce byla zajiSténa coulometrickym detektorem
Coulochem III, s coulometrickou celou s porézni grafitickou uhlikovou elektrodou (Model
5010 A), nebo amperometrickou celou s borem dopovanou diamantovou elektrodou (Model
5040) v kombinaci s ochrannou celou (Model 5020, vSe ESA Inc., Chelmsford, MA, USA).
Jako referencni detektor byl za elektrochemickou celu sériové zapojen UV detektor Pye
Unicam PU 4025 (PYE UNICAM, Cambridge, UK). Pro sbér a vyhodnoceni
chromatografickych zaznami byl pouzit software Clarity (DataApex, Praha, CR). Vzorky
byly nastfikovany pomoci sklenéné stiikacky o objemu 25 ul (Hamilton, Reno, NV, USA).
V ramci optimalizace chromatografickych podminek byly studované latky separovany na
&tyfech riiznych kolonach: Ascentis® Cjg 3 pm, 100 x 2,1 mm L D. (Supelco, Bellefonte, PA,
USA), Nucleodur® Cg Gravity 5um, 250 x2mm I D., Nucleodur® PFP 5 pum,
250 x 2 mm L D. a Nucleodur® CN-RP 3 um, 125 x 2 mm L D. (v§e Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren, Némecko). VSechny kapilary, spojovaci ferule a ddvkovaci smycka byly
vyrobeny z materialu PEEK™. Pro filtraci fosfatovych pufiti byla pouZita filtraéni aparatura

s poréznim filtrem 0,2 pum (Millipore, Merck, Darmstadt, Némecko).
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4.2.3. Elektrolyza za konstantniho potencialu

Aparatura pro elektrolyzu za konstantniho potencidlu se sklddala z OH-404
potenciostatu (Radelkis, Budapest, Madarsko) s tfielektrodovym systémem elektrod:
velkoplosna platinova sitkové pracovni elektroda, platinovd pomocna elektroda umisténa
v oddéleném katodovém prostoru a referentni elektroda SCE pro methanolové a vodné

roztoky, nebo Ag/AgNOs; (0,1 mol/l v CH3CN) pro roztoky v acetonitrilu.

4.2.4. Analyza oxidacnich produktu metodou ultraucinné kapalinové

chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro analyzu oxidacnich produktl byl pouzit Aquity UPLC systém (Waters, Milford,
Manchester, UK) vybaveny sméSovacem mobilnich fazi, autosamplerem, termostatem
chromatografickych kolon a PDA detektorem. Separace byla provedena na chromatografické
kolon¢ Vertex Plus 1,8 um, 50 x 2 mm, Blue Orchid (Knauer, Berlin, Némecko). Pro
potvrzeni predpokladanych struktur oxidacnich produkti a pro urceni sumarniho vzorce byl
za UPLC systém zafazen hmotnostni spektrometr QqTOF Premier (Waters, Milford,
Manchester, UK) s ionizaci elektrosprejem. Data byla sbirdna a vyhodnocovana softwarem

MassLynx 4.1 (Waters, Milford, Manchester, UK).

4.2.5. Stanoveni rutinu v extraktech z pohanky

Extrakce rutinu byly provadény superkritickym fluidnim extraktorem SEKO-K
(SEKO-K, Brno, CR) a vysokotlakym extraktorem one PSE (Applied Separations, Bellevue,
WA USA). Srovnavaci méfeni obsahu rutinu v extraktech z pohanky bylo provadéno s HPLC
systémem Waters 600S (Waters, Milford, Manchester, UK) s UV-Vis detektorem (typ 486),
pumpou (typ 616) a smyckou 20 ul. Detekce byla provadéna pfi vinové délce 236 nm. Pro
separaci za laboratorni teploty byla pouzita kolona Tessek (C18, 205 mm % 4,0 mm 1.D.,
5,0 um, Separon, Praha, CR). Mobilni faze obsahovala methanol/vodu/kyselinu octovou
(55:44:1, v/v/v). Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,4 ml/min. Data byla sbirdna

a vyhodnocovana v programu Clarity software (DataApex, Praha, CR).

4.2.6. Dalsi pouzité pristroje

UV/VIS spektrofotometr Lambda 25 (Perkin Elmer, USA) byl pouzit

pro spektrofotometrické urceni disociacni konstanty rutinu a méfeni spektra p-benzochinonu.
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Ptiprava tlumivych roztoki a ovéfovani pH vzorki bylo provadéno na pH-metru inoLab 720

s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Némecko).

4.3. Pracovni postupy

4.3.1. Syntéza 5-hydroxymethyltolterodinu

Fesoterodin fumarat (102 mg, 0,19 mmol) byl rozpustén v ethanolu (10 ml). Bylo
ptidano 10 ml amoniaku (25 %) a reakéni smés byla 48 hodin michdna za laboratorni teploty.
Bila srazenina byla odfiltrovana, promyta vodou a vysuSena vzduchem. Celkem bylo ziskano

55 mg produktu (vytéZzek 83 %). Identita produktu byla zjiSténa hmotnostni spektrometrii.

4.3.2. Priprava uhlikovych pastovych elektrod

Uhlikova pasta byla pfipravena smichanim 200 mg grafitovych vlocek s 80 ul
parafinového oleje. CPE s ftalocyaninem Zeleznatym (IP/CPE) byla pfipravena nahradou
10 % hmotnosti grafitovych vloc¢ek ftalocyaninem Zeleznatym. CPE s iontovou kapalinou
(IL/CPE) byla piipravena z 200 mg grafitovych vlocek a 100 ul iontové kapaliny
[hmin][Tf,N]. Kazda smés byla homogenizovdna do vzniku soudrzné pasty. Pastou bylo

naplnéno teflonové elektrodové pouzdro se zavitem (vnitini pramér 2 mm).

4.3.3. Voltametrické experimenty

Pted kazdym méfenim byla GCE leSténa na navlh¢ené jemné textilii za pouziti 0,05 mm
aluminy (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) a vlozena na 10s do ultrazvukové lazn¢.
Elektrodovy povrch CPE byl obnovovan pied kazdym scanem odstranénim malého mnozstvi
pasty vytla¢ené pistem z elektrodového rezervoaru. Elektrodovy povrch CPEs byl lestén na
hladkém papife. Cyklické voltamogramy byly zaznamenavany pfii rychlosti scanu 50 nebo
100 mV/s. Pfi méfeni zavislosti na rychlostech scanu byla rychlost scanu variovana v riznych
rozsazich, konkrétni hodnoty jsou uvedeny u jednotlivych experimentd. Diferencni pulzni
voltametrické experimenty byly provadény pii modula¢ni amplitude 0,05 V, dobé trvani pulzu
100 ms arychlosti scanu 20 mV/s. Square wave voltamogramy byly zaznamenavany pii
rychlosti scanu 125 mV/s, amplitudé 0,02 V, dobé trvani pulzu 40 ms a frekvenci 25 Hz.
Vsechny experimenty byly provadény v nizkoobjemové nadobce s maximalnim objemem

2 ml. V ptipadé potieby byly elektrolyty pfed méfenim probublany dusikem.
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Mez detekce a stanovitelnosti pro TOL a FES a pro amperometrické experimenty
s rutinem byly vypocitdny podle piimé metody signalu (IUPAC), ktera vyuziva intervalii
spolehlivosti odhadii Y (odezvy méfticiho pfistroje) [188], ve statistickém programu
QC Expert (TriloByte Statistical Software, Pardubice, CR). Jako regresni model je pouzita
ptfimka, hladina vyznamnosti o =0,05. Smérnice linedrnich zévislosti (,,Slope®) a jejich
smérodatné odchylky (,,Standard Error*) byly pocitany v programu OriginPro 8 SR0
(OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA). Odhad meze detekce a stanovitelnosti
rutinu pro DPV a DPAdSV byly uréeny experimentdlné jako trojndsobek (LOD) nebo
desetindasobek (LOQ) Sumu zdkladniho elektrolytu, dal§i parametry téchto kalibracnich
zéavislosti byly poc¢itany v programu OriginPro 8 SR0. Pfesnost a spravnost méteni rutinu bylo
vyhodnocovano z modelovych vzorkll rutinu pfidanim 2 ml, 0,4 ml a 0,06 ml standardniho
roztoku rutinu o koncentraci 1 mmol/l do octanového pufru (pH =4) v destilované vodé¢
o celkovém objemu 1000 ml. Objem 10 ml byl pfeveden do voltametrické cely a analyzovéan
s pouzitim metody standardniho ptidavku. Byly pouzity tfi piidavky standardniho roztoku

rutinu. Pocet opakovani méfeni kazdého modelového vzorku n = 5.

4.3.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Mobilni faze byla piipravena rozpusténim navazeného mnozstvi
dihydrogenfosforecnanu sodného (pro pH 3 a5) nebo hydrogenfosfore¢nanu sodného (pro
pH 7) ve vodé. Pro odstranéni nerozpusSténych ¢asteek byly pufry zfiltrovany ptes 0,2 pm
porézni filtr a smichany s acetonitrilem v pozadovaném objemovém poméru. pH mobilni faze
bylo nastaveno na pozadovanou hodnotu koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou. Pratokova
rychlost byla nastavena na 0,3 ml/min. Potencial cely byl variovan podle potieby, konkrétni
hodnoty jsou uvedeny u jednotlivych experimentt (vs. Pd/H;). Potencial ochranné cely byl
nastaven na 750 mV. Citlivost méfeni byla regulovana podle potieby od 0,5 pA do 20 pA.
Referencni UV detekce byla zaznamenavana pii vilnové délce 210 nm. Nastiik vzorku byl

provadén preplnénim 4 pl néstiikové smycky.

Hydrodynamické voltamogramy modelové smési standardi latek TOL, FES, 5-HMT
a vnitiniho standardu berberinu o koncentraci 10 umol/l byly méfeny postupnym zvySovanim
potencialu po 70 mV vrozsahu potencidli od 700 mV do 1470 mV. Nasledné byly
hydrodynamické voltamogramy vyhodnoceny jako zavislosti ploch pikti standardli (pA - s)

na aplikovaném potencidlu. Odhad mezi detekce a stanovitelnosti TOL, FES a 5-HMT byly
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urceny experimentalné jako trojndsobek (LOD) nebo desetinasobek (LOQ) Sumu slepého

pokusu.

4.3.5. FElektrolyza za konstantniho potencidlu

Elektrolyza byla provadéna u TOL, FES a 5-HMT v riznych prostfedich pii riznych
hodnotach konstantniho potencidlu (7abulka 5, 0Odd.5.3). VSechny vzorky byly
elektrolyzovany v michaném roztoku o koncentraci 1 mmol/l (TOL) a 0,5 mmol/l (FES
a 5-HMT) v celkovém objemu 1,2 nebo 1,6 ml, dokud proudovd odezva neklesla na

zbytkovou hodnotu.

4.3.6. Analyza oxidacnich produktit metodou ultraucinné kapalinove

chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Mobilni fazi A tvotil vodny roztok octanu amonného o koncentraci 0,01 mol/l a fazi B
acetonitril. Separace probihala s gradientem: 0-5 min (10-80 % B), 5-6 min (80 % B),
6—7 min (80-10 % B) a 7-10 min (10 % B). Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min, termostat
kolony byl nastaven na 25 °C, teplota autosampleru na 10 °C. Objem nasttikované¢ho vzorku

byl 3 ul (TOL) nebo pieplnénim nastiikové 20 ul smycky (FES a 5-HMT).

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem byla pouzita za nasledujicich
podminek: napéti sprejovaci kapilary 3 kV (pozitivni mod), teplota zdroje 100 °C, vzorkovaci
konus 30V, desolvatacni teplota 150 °C, pritokova rychlost plynu v koénusu 38 I/h
a priutokova rychlost desolvata¢niho plynu 450 I/h. Pouzitym plynem ve zdroji byl dusik,
koliznim plynem argon. Data byla ziskana pribéznym sniménim pfi nizsi kolizni energii 5 eV

a pii vyssi kolizni energii za pouziti rampy kolizni energie v rozsahu 15-35 eV nebo 5-15 eV.

4.3.7. Stanoveni rutinu v extraktech z pohanky

Pro stanoveni rutinu v pohance seté byly vyzkouSeny ctyii extrakéni postupy: povareni
pohanky ve vodé¢ (BWE), klasickd Soxhletova extrakce (SE), vysokotlakd extrakce
rozpousStédlem (PSE) a nadkritickd fluidni extrakce (SFE). Pro extrakce byly s analytickou
pfesnosti navazeny 1 nebo 2 g rozdrcenych pohankovych semen. Pro extrakci rutinu varem
byla rozdrcend pohankova semena varena po dobu péti minut v pfiblizné 50 ml destilované
vody. Po vychladnuti byly vzorky centrifugovany po dobu dvaceti minut a nasledné

zfiltrovany. Filtr byl promyvéan destilovanou vodou. Pro SE byl jako rozpoustédlo pouzit
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methanol. Pfi zahfivani topnym hnizdem probihala extrakce po dobu dvou hodin. Extrakt byl
doplnén v odmérné banice methanolem. PSE extrakce probihala za téchto podminek: tlak
150 bart, teplota 100 °C, rozpoustédlo aceton. Byly provedeny dva cykly po deseti minutach
statické extrakce. Extrakt byl doplnén v odmérné bance acetonem. SFE extrakce oxidem
uhli¢itym probihala za podminek: teplota extrakéni cely 7. =35 °C, teplota restriktoru
t.=100 °C, teplota zachytu # =30 °C, tlak 25 MPa, doba analyzy 30 min, rozpoustédlo
aceton. Extrakt byl doplnén v odmérné bance acetonem. Extrakty byly analyzovany
voltametricky. Srovnédvaci HPLC/UV-Vis metoda stanoveni rutinu v modelovych vzorcich

a extraktech pohanky byla ptevzata z literatury [189].
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Elektrochemické chovani antimuskarinik

V této kapitole je sledovano elektrochemické chovani latek tolterodinu, fesoterodinu
a 5-hydroxymethyltolterodinu voltametrickymi technikami (CV, DPV a SWV). Z cyklickych
voltamogramtl, zéavislosti proudovych odezev a potencidli na pH, rychlosti scanu

a koncentraci je ziskana predstava o mechanismu oxidace téchto antimuskarinik.

5.1.1. Elektrochemicke chovani tolterodinu

Cyklicky voltamogram tolterodinu v prostiedi methanolu a B-R pufru pH 7,4 (1:1, v/v,
Obr. 5.1) ukazuje dva oxidacni signdly s potencidly 480 mV (pik A) a 680 mV (pik B).
V reverznim katodickém sméru polarizace nebyl u TOL pozorovan odpovidajici redukéni pik,

coz indikuje ireverzibilni d¢;j.

0 200 400 600 800 1000 1200
EI'mV (vs. SCE)

Obr. 5.1. Cyklicky voltamogram tolterodinu o koncentraci 0,1 mmol/l (—) a zdkladniho elektrolytu
CH;0H/B-R pufr pH 7,4 (---+), rychlost scanu 100 mV/s.

Vliv rychlosti scanu na anodickou odezvu TOL byl sledovan v prostiedi B-R pufru
pH 7.4 bez methanolu (i), s 50 % methanolu (i1) a v nevodném prosttedi methanolu s octanem
amonnym (iii). S rostouci rychlosti polarizace nartista vySka obou piki (A, B). Zavislost log 7,
na log v je linearni se smérnicemi a jejich smérodatnymi odchylkami (0,62 = 0,02) pro pik A
a (0,74 +0,01) pro pik B ve vodném prostredi (Obr.5.2a), (0,50+0,01) pro pik A
a (0,75 + 0,02) pro pik B v prostfedi CH;OH/B-R pufr 1:1 (Obr. 5.2 b) a (0,14 £ 0,02) pro pik
A a (0,26 £0,02) pro pik B vnevodném prostiedi CH;0OH s CH;COONH,4 (Obr. 5.2 ¢).
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Smérnice s hodnotou 0,5 odpovida teoretické hodnoté pro dé¢j kontrolovany vyhradné difuzi.
Vyssi hodnoty indikuji vliv adsorpce, specidlné ptitomnost vodné slozky podporuje adsorpci
TOL na elektrodovy povrch. Smérnice niz$i nez 0,5 v methanolickém prostfedi mlize byt

dasledkem urcitych kinetickych procesti (napi. dimerizace) doprovazejicich elektrodovou

reakci.
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Obr. 5.2. Vztah mezi rychlosti scanu CV a anodické proudové odezvy tolterodinu AaB
(konc. 0,1 mmol/l) vyjadfen zavislosti log i, — log v. Rychlosti scanu v rozsahu 10 az 500 mV/s v prostiedich:
B-R pufr pH 7,4 (a), CH;OH/B-R pufr pH 7,4 (1:1, v/v, b) a nevodné prostfedi CH3;0H s 0,1M-CH3;COONH,
(c).

U obou CV piki tolterodinu je pozorovan posun potencialu k pozitivnéjSim hodnotam
se zvySujici se hodnotou rychlosti scanu. Ve vodnych prostiedich zavislost potencialu £, na
log v je mozné prolozit pfimkou se smérnici a jeji smérodatnou odchylkou (15 +4) mV/log
jednotku pro pik A a(60+4)mV/log jednotku pro pik B. Prvni hodnota odpovida
teoretickym  predpokladim posunu potencidlu pro dvouelektronovou reverzibilni
elektrodovou reakci nésledovanou ireverzibilni chemickou reakci. Druhd hodnota je typicka
pro jednoelektronovou elektrodovou reakci, kdy redukovana i oxidovand forma jsou silné

adsorbovany na povrch elektrody [85,190].

1 uA
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Obr. 5.3. Diferencni pulzni (a) a linearni (b) voltamogramy tolterodinu (0,1 mmol/l) v CH;OH/B-R pufr
(1:1, v/v), pH4,1 (1), pH6,5 (2), pH 8,2 (3), pH 11,3 (4). DPV: rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda
0,05V, sitka pulzu 0,1 s. LSV: rychlost scanu 100 mV/s.
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Oxidace tolterodinu je zavisla rovnéz na pH (Obr. 5.3). V kyselém prostiedi do pH 5,5
dominuje pik A, pro pik B je pozorovéna jen velmi mala odezva (Obr. 5.3, kiivka 1). Pro
pH > 6 se pii pozitivnéjSim potencidlu objevuje tteti signal C (Obr. 5.3, kiivka 2). Intenzita
piki B a C se zvySuje srostoucim pH (Obr. 5.3, kiivka 3) a pii pH>9 se tyto signaly

piekryvaji za vzniku jednoho vyrazného piku oznaceného B+C (Obr. 5.3, kiivka 4).

Ze zavislosti potencialu na pH (Obr. 5.4) je zfejmy posun potencialu vSech tii pika (A,
B a C) k méné pozitivnim hodnotdm pfi zvySovani pH. Smérnice regresnich ptimek E, — pH
zavislosti a jejich smérodatné odchylky jsou (-63,4+0,5)mVpH' pro pik A,
(-62,6 £ 1,4) mV pH™' pro pik C, (-65,0 +2,5) mV pH" pro pik B vrozsahu pH 3,2-8,0
a(-16,3+1,0) mV pH'1 v rozsahu pH 8,6—-12,6. Smérnice blizici se teoretické hodnoté
-59 mV pH"' napovid4, Ze prvni oxida¢ni stupeii a dal§i dva oxidatni procesy do mirnd
alkalického prostfedi zahrnuji stejny pocet protonii a elektronli. Zlomovy bod zavislosti
pH = 8,5 by mohl odpovidat disociacni konstanté né¢kterého oxidacniho produktu tolterodinu
(pKa = 8.5). Ze zavislosti i, — pH je patrny vyraznéj§i nartst proudové odezvy tolterodinu pii
pH > 8 (Obr. 5.5). Pfedevs§im produkt/y tvofené pii potencialu piku A poskytujici signal pii

potencialech piku B a C jsou snadnéji oxidovany v alkalickém prosttedi.
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Obr. 5.4. Zavislost potencialu DPV  piku Obr. 5.5. Zavislost proudové odezvy
tolterodinu (0,1 mmol/l) na pH pro anodické signaly tolterodinu (0,1 mmol/l) na pH. Piky A (m), B (e)
A, B, C a spojeny pik B+C. a C (A) méfené metodami CV (a) s rychlosti scanu

100 mV/s a DPV (b) srychlosti scanu 20 mV/s,
pulzni amplitudou 0,05 V a Sitkou pulzu 0,1 s.

Kalibrac¢ni zavislost anodickych odezev tolterodinu (piku A a B) byly méfeny cyklickou
voltametrii v rozsahu koncentraci 10—100 umol/l v prosttedi CH3;OH/B-R pufru pH 7.4.

Zavislosti proudovych odezev TOL na jeho koncentraci byly v méfeném rozsahu linearni

(Obr. 5.6). Parametry regresnich kalibracnich ptimek, LOD a LOQ jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Parametry regresnich kalibracnich primek tolterodinu

pik LOD (umoll") LOQ (umoll’) a=s,(nAlpmol™) b £ s, (nA) R
A 9,6 13,9 0,194 + 0,005 1,03+ 0,27 0,9978
B 40,0 53,7 0,061 =+ 0,007 2,03+0,41 0,9524

LOD - odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti,  — smérnice kalibraéni zavislosti, b — sek kalibra¢ni pfimky, R? — koeficient determinace,
s — smérodatna odchylka

i/ NA
i» I NA
o

0 1 20 30 40 5 6 70 8 9 100 0 10 20 30 40 5 60 70 8 90 100
¢/ umol/l ¢/ pmol/l

Obr. 5.6. Zavislost proudové anodické odezvy piku A a B tolterodinu na jeho koncentraci. Méteno CV
s rychlosti scanu 100 mV/s.

5.1.2. Elektrochemické chovani fesoterodinu

Cyklicky voltamogram fesoterodinu v prostfedi methanolu a B-R pufru o pH 7,4 (1:1,
v/v; Obr. 5.7) poskytuje jeden anodicky oxidacni signal pii potencidlu 740 mV. V opacném,

katodickém sméru neni pozorovana odpovidajici odezva, coz znaci ireverzibilni dg;.

0 200 400 600 800 1000 1200
E/mV (vs.SCE)

Obr. 5.7. Cyklicky voltamogram fesoterodinu o koncentraci 0,1 mmol/l (—) a zakladniho elektrolytu
CH;0H/B-R pufr pH 7,4 (---), rychlost scanu 100 mV/s.

Byla studovéna stabilita fesoterodinu v neutralnich a alkalickych roztocich (pH 7; 9,5
a 12). Byly zaznamenany cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu (CH3;0H/B-R pufr
o daném pH, 1:1, v/v), smési standardu FES a zakladniho elektrolytu (ZE) ihned po smichani
(¢as 0 min) a poté v prodluzujicich se ¢asovych intervalech az do n€kolika hodin po smichéani
smési. V prostfedi o pH 7 v ¢ase 0 min poskytuje FES jeden oxidacni signadl s maximem pfi

800 mV. Po 180 min (Obr. 5.8), a dokonce i1 po 24 h stani smési byl pozorovéan opét jediny
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anodicky pik. S casem vSak dochazelo ke snizovani signdlu FES v dasledku jeho adsorpce
(Obr. 5.10). Adsorpce byla potvrzena nésledujicim experimentem. Vylesténa elektroda byla
ponechana v roztoku FES po dobu 5 min bez elektrolyzy, poté diikladn¢ oplachnuta
destilovanou vodou a bez lesténi vlozena do roztoku cist¢tho ZE, ve kterém byl pofizen

zdznam CV. Na voltamogramu byl pozorovan pik FES.
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Obr. 5.8. Cyklicky voltamogram fesotero- Obr. 5.9. Cyklicky voltamogram 5-HMT
dinu o koncentraci 0,1 mmol/l v prostiedi o rizném o koncentraci 0,1 mmol/l v prostiedi CH;OH/B-R
pH: 7, 9,5 al2. CV zakladniho -elektrolytu: pufr (1:1, v/v) pH7 (), pH9,5 (---) a pH 12
methanol/B-R pufr (1:1, v/v, ----), smési ihned po (—), rychlost scanu 100 mV/s.

smichani FES se zakladnim elektrolytem (- - -) a po
180 min stani smési (—), rychlost scanu 100 mV/s.

Pfi pH 9,5 se uz po deseti minutach objevuje kromé piku fesoterodinu (£, = 660 mV)
také pik s potencidlem E, = 480 mV (Obr. 5.8), jehoZ intenzita narlstd s dobou stani smési
k limitni hodnoté proudu piku 80 nA. V prostiedi o pH 12 se krom¢ piku fesoterodinu pii
570 mV objevuje rovnéz druhy pik pii 370 mV (Obr. 5.8), jehoz signal s asem stani smési
nartstd k limitni hodnoté proudu piku 1,3 pA (Obr. 5.11). Tento pik ptedchézejici signal FES
koresponduje s prvnim oxidacnim signalem 5-HMT (480 mV pro pH 9,5 a 370 mV pro
pH 12; Obr. 5.9). V alkalickém prostifedi evidentné dochazi k hydrolyze FES na 5-HMT.
V neutralnim prosttedi dostavame prvni oxidacni signal S-HMT pii 620 mV (Obr. 5.9), tento
pik u FES nebyl pozorovan ani po 1080 minutach stani smési. Z vySe uvedenych experimentti

vyplyva, Ze v neutralnim prostiedi k hydrolyze FES na 5-HMT nedochézi.
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Obr. 5.10. Zavislost ~ anodické  proudové Obr. 5.11. Zavislost anodické odezvy na Case
odezvy fesoterodinu na Case znazornujici ubytek pro 5-HMT vznikajici hydrolyzou v roztoku FES
signalu pfi stani smési FES a ZE (CH;0OH/BR-pufr opH=12. Méfeno CV pifi rychlosti scanu
pH7, 1:1, v/v, koncentrace FES ve smési 100 mV/s.
0,1 mmol/l). Méteno CV pii rychlosti scanu
100 mV/s.

Nartist proudové odezvy 5-HMT s casem umoziuje sledovat kinetiku alkalické
hydrolyzy esterové vazby FES. Obecné je hydrolyza esterti bimolekularni reakci 2. fadu, jejiz
rychlost zavisi na koncentraci obou reaktantii [191]. Lze vSak ptfedpokladat, ze v roztoku
opH 12, vnémz je koncentrace hydroxidovych iontli ve stonasobném nadbytku proti
koncentraci FES (c=1 - 10" mol/l), zistane pii reakci koncentrace hydroxidu prakticky
konstantni. Pak ji lze zahrnout do rychlostni konstanty a ptfevést tak reakci 2.fadu na
pseudomonomolekularni reakci 1. fadu [191]. Za téchto predpokladi byla z naristu proudové
odezvy 5-HMT v roztoku o pH 12 (Obr. 5.11) vypocitana rychlostni konstanta hydrolyzy
FES. K vypoétu byl pouzit vztah pro reakéni kinetiku 1. ¥adu y = a(1 — e7*t) + ¢, kde y je
proud piku produktu v Case ¢, a je maximalni limitni hodnota proudu piku produktu, 4 je
rychlostni konstanta a ¢ je proud piku produktu v case 0s [192]. Rychlostni konstanta
hydrolyzy mé hodnotu (k= s)= (1,17 +0,05) - 10> s pro (23 + 1) °C, polocas hydrolyzy
pak odpovida hodnot¢ t; ,, = 10 min.

Vliv rychlosti scanu na anodickou odezvu FES byl pozorovan v prostfedi CH;OH/B-R
pufr pH 7,5 (1:1, v/v). S rostouci rychlosti scanu v rozsahu od 1 do 5000 mV/s nartsta vyska
anodického signalu FES. Zavislost log i, na log v je linearni (Obr. 5.12 a) se smérnici a jeji
smérodatnou odchylkou (0,43 £0,01), coznaznacuje d¢€j ftizeny difuzi. Se zvysujici se
rychlosti scanu je pozorovan posun piku FES k pozitivnéj§im hodnotam potencialu. Zavislost
E,—logv (Obr.5.12b) je mozné prolozit pfimkou. Hodnota smérnice a jeji smérodatn
odchylka (27,7 +1,9) mV/log jednotku odpovida teoretickym ptfedpokladim posunu

potencialu pro jednoelektronovou reverzibilni elektrodovou reakci nésledovanou ireverzibilni
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chemickou reakci nebo ireverzibilni dvouelektronovou reakci s koeficientem pfenosu naboje

o= 0,54 [85].
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Obr. 5.12. Zavislosti potencilalu (a) a logaritmu proudu (b) CV piku fesoterodinu na logaritmu rychlosti
polarizace elektrody (1-5000 mV/s). Prostiedi methanol/B-R pufr pH 7,5 (1:1, v/v).
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Obr. 5.13. Diferencni pulzni (a) a linearni (b) voltamogramy fesoterodinu (0,1 mmol/l) v prostiedi
CH;0OH/B-R pufr (1:1, v/v) opH 6 (2), 7 (3), 8 (4), 9 (5), 10 (6), 11 (7) a 12 (8). Linie zakladniho elektrolytu
pH 6 (1). DPV: rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda 0,05V, sitka pulzu 0,1s. LSV: rychlost scanu
100 mV/s.

Oxidace fesoterodinu je zavisld na pH (Obr. 5.13). V kyselém prostiedi pH <5
a koncentraci FES 0,1 mmol/l nebyla pozorovéna zadna odezva, k oxidaci FES zde dochazi
jen obtizné. Oxidaéni pik FES se zacina objevovat az pii pH 5. Proudova odezva tohoto piku
roste s alkalitou az do hodnoty pH 7,5 (Obr. 5.14). Pti pH > 7,5 nema proudova odezva FES
zadny specificky trend a jeji vyska se pohybuje v rozmezi 2,2-2,8 pA pro CV a 0,6-0,8 pA
pro DPV. Pii pH > 9 se ve voltametrickém zaznamu objevuje také pik predchéazejici odezvu
FES (Obr. 5.13, ktivka 6, 7 a 8). V alkalickém prosttedi dochazi k hydrolyze FES na 5-HMT
(viz vyse), tento pik tedy odpovidd prvnimu oxida¢nimu piku 5-HMT ase zvySovanim

alkality prosttedi nartista jeho odezva (Obr. 5.14).
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Obr. 5.14. Zavislost  proudové  anodické Obr. 5.15. Zavislost  potencialu  anodické
odezvy fesoterodinu (0,1 mmol/l) CV (¢), DPV (D) odezvy na pH pro fesoterodin (0,1 mmol/l) CV (¢)
a vznikajictho 5-HMT CV (aA), DPV (o) na pH. a DPV (0) a hydrolyzou FES vznikajici 5-HMT CV
Rychlost scanu 100 mV/s (CV) a 20 mV/s, pulzni (ao) aDPV (©). Rychlost scanu 100 mV/s (CV)
amplituda 50 mV a §itka pulzu 0,1 s (DPV). a20 mV/s, pulzni amplituda 50 mV a $itka pulzu
0,1 s (DPV).

Ze zavislosti potencialu anodické odezvy FES na pH (Obr. 5.15) je zfejmy posun piku
FES k niz§im kladnym hodnotdam do pH 10,3. Zavislosti potencidlu E, na pH v rozsahu
pH 5-10,3 je mozno prolozit pfimku se smérnici ajeji smeérodatnou odchylkou
(-62,9+ 1,6) mV pH' pro DPV a(-692+3,1)mV pH"' pro CV. Smémice bliZici se
teoretické hodnoté -59 mV pH™ napovida, Ze oxidaéni d&j FES zahrnuje stejny poéet protont
roztoku. Priise¢ik dvou linedrnich usekl zavislosti E,— pH pii pH 10,5 odpovida disociacni

konstant¢ fesoterodinu pK, = 10,31 [116].

Kalibra¢ni zavislost anodické odezvy fesoterodinu byla méfena diferenc¢ni pulzni
voltametrii v rozsahu koncentraci 10—100 umol/l v prostiedi CH3;OH/B-R pufr pH 7,5 (1:1,
v/v). Zavislost proudové odezvy FES na jeho koncentraci byla v méfeném rozsahu linearni

(Obr. 5.16). Parametry regresni kalibracni ptimky, LOD a LOQ jsou uvedeny v Tabulce 2.

i» / NA
=y
S
=
1

¢/ pmol/l

Obr. 5.16. Zavislost proudové anodické odezvy fesoterodinu na jeho koncentraci. Méfeno DPV s rychlosti
scanu 20 mV/s, pulzni amplitudou 50 mV a sifkou pulzu 0,1 s.
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Tabulka 2 Parametry kalibracni zavislosti fesoterodinu

LOD (umol Iy LOQ (umoll')  a=s,(nA1pmol™) b £ s, (nA) R

14,8 21,0 7,08 £ 0,26 -48,8 + 15,7 0,9947

LOD - odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti, a — smérnice kalibra¢ni zavislosti, b — tsek kalibratni piimky, R> — koeficient determinace,
s — smérodatna odchylka

5.1.3. Elektrochemické chovani 5-hydroxymethyltolterodinu

Cyklicky voltamogram 5-hydroxymethyltolterodinu (Obr. 5.17 a) v prostedi methanolu
a B-R pufru pH 7,5 (1:1, v/v) ukazuje dva anodické oxidacni signély s potencidly 600 mV
(pik A) a 860 mV (pik B). V reverznim katodickém zdznamu se objevuji rovnéz dva signaly
s potencialy 220 mV (pik C) a -170 mV (pik D). Volbou piepinaciho potencialu tésn¢ za
maximem piku A (670 mV, Obr. 5.17 b) podpoiené akumulaci pfi 670 mV, dostavame
v katodickém sméru intenzivnéj$i pik C a v nasledujicim anodickém scanu pik E pfi
potencialu 370 mV (Obr. 5.17 b). Znamena to, ze pfi potencialu piku A vzniké elektroaktivni
produkt projevujici se kvazireverzibilni dvojici pikit C a E (Epg — Epc = 370 — 220 =
150 mV).

Z analogického chovéani samotného fenolu, které je popsdno v literatuie [88], lze
usoudit, ze pii potencidlu piku A dochazi k jednoelektronové oxidaci 5-HMT za vzniku
fenoxy radikalu, ktery nasledné muze tvofit C-C dimery (bifenoly) podléhajici dalsi oxidaci
na piislusny bifenochinon (Schéma 2, str.20). Redukce bifenochinonu na bifenol se
v katodickém sméru polarizace projevi pikem C. Redoxni reakce dimernich chinond jsou
reverzibilni a ve druhém anodickém scanu tak dostavame signal E (Obr. 5.17 b), pfi kterém

dochazi k oxidaci bifenolu na bifenochinon.

Pik D, ktery se objevuje na katodické vétvi cyklického voltamogramu 5-HMT, lezi pti
stejném potencidlu (-170 mV) jako redukcni pik p-benzochinonu (Obr. 5.17 ¢). Intenzita
tohoto piku je vétsi pfi zvoleném piepinacim potencialu pozitivnéj§im, néz je potencial piku
B. Je tedy mozné, ze ve druhém stupni oxidace 5-HMT (pik B), je oxidovan ptislusny fenoxy
radikal na fenoxoniovy kation. Ten mtliZze reagovat s vodou za vzniku odpovidajiciho diolu,
ktery se déle oxiduje na chinon. Redukce tohoto chinonu se projevuje pikem D. Podobna
tvorba fenoxoniového kationtu ajeho dal$i reakce az na chinon jsou dobfe popsany

u nesubstituovaného fenolu (Schéma 2, str. 20) [88].
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Obr. 5.17. Cyklicky voltamogram 5-HMT s pfepinacim potencidlem 1,3 V (a) a 650 mV s akumulaci
30 s pii 650 mV (b), p-benzochinonu (c¢) 4-(hydroxymethyl)fenolu s pepinacim potencidlem 1,3 V (d) a 650 mV
(e) a 4-hydroxybenzaldehydu (f). Koncentrace latek 0,5 mmol/l, zakladni elektrolyt: CH;OH/B-R pufr pH 7,5
(1:1, v/v, Seda), 1. cyklus (Cernd), 2. cyklus (teckovand), rychlost scanu 50 mV/s.

Je pravdépodobné, Zze soucasné s tvorbou fenoxy radikdlu dochazi v prvnim oxidacnim
kroku 5-HMT k oxidativni dehydrogenaci 5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou
skupinu za vzniku 5-formyl derivatu TOL. Podobné chovani je pozorovano u standardu

4-(hydroxymethyl)fenolu (Obr. 5.17 d). Na tomto voltamogramu jsou také pozorovatelné dva
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redukéni piky odpovidajici nejspiSe stejnému déji, jako u pikit C a D 5-HMT, tj. redukci
bifenochinonu a chinonu. Pfi niz§im piepinacim potencidlu je pik C intenzivnéjsi
(Obr. 5.17 e), naopak pik D ma vétsi intenzitu pii vyS$im pfepinacim potencidlu, podobné
jako u 5-HMT. V literatufe je popsano podobné chovani benzylalkoholu, ktery je
elektrochemicky oxidovan na benzaldehyd [193] nebo oxidace p-kresolu pfes
4-hydroxymethylfenol az kone¢ny produkt p-hydroxybenzaldehyd katalyzovana

p-kresolmethylhydroxylasou reaktivovanou elektrochemicky in situ [194].

V dalsim oxida¢nim kroku, ktery se projevuje pikem B lze piedpokladat oxidaci
S5-formyl derivatu TOL, coz potvrzuje shoda potencialu piku B s oxida¢nim signalem piku
standardu 4-hydroxybenzaldehydu (Obr. 5.17 f). Redukéni pik na cyklickém voltamogramu
pfi potencidlu kolem -200 mV, analogicky k piku D na voltamogramu 5-HMT, odpovida
s velkou pravdépodobnosti redukci ptislusSného chinonu. Z literatury [195] je znamo, Ze
redukce aldehydické skupiny probiha az pii mnohem nizSich potencidlech, napiiklad
formaldehyd se redukuje pifi Ej,=-1,46 V, benzaldehyd pii E;»=-1,50V nebo
nitrobenzaldehyd pti £, =-0,80 V (vSechny v prostiedi o pH = 8). Mlizeme oc¢ekavat, ze na
uhlikové elektrodé v pouzitém potencidlovém rozsahu za danych podminek nebude redukce

aldehydické skupiny probihat.
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Obr. 5.18. Zavislost proudové odezvy (a) a potencialu (b) piku A 5-HMT (0,1 mmol/l) na rychlosti scanu.
Rozsah rychlosti scanu od 5 az 700 mV/s, prostfedi methanol/B-R pufr pH 7,5 (1:1, v/v).

Vliv rychlosti scanu v rozsahu 5 — 700 mV/s na proudovou odezvu piku A 5-HMT a na
jeho potencial byl pozorovan v prosttedi CH3;0H/B-R pufr pH 7,5 (1:1, v/v). S rostouci
rychlosti scanu od 5 mV/s nartistd vyska piku A. Zavislost logi, na logv je linearni
(Obr. 5.18 a) se smérnici a smérodatnou odchylkou (0,49 + 0,01), coz naznacuje d¢j fizeny
difazi. Se zvySujici se rychlosti scanu je pozorovan posun piku A 5-HMT k pozitivnéjSim
hodnotam potencidlu. Zavislost E, —log v (Obr. 5.18 b) lze prolozit pfimkou se smérnici

a smerodatnou odchylkou (40,1 £ 3,2) mV/log jednotku. Pro ireverzibilni elektrodovou reakci
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z teorie plyne posun potencidlu piku 30/an (mV) pii 25 °C pfi desetindasobném zvySeni
rychlosti scanu. Za ptedpokladu, ze n = 1, lze pro smérnici 40 mV vypocitat koeficient

pienosu naboje o = 0,75.

v f A Vg2

I 10 pAV-Y25t2

-600 l —3I[]Ul U . 3[IJU . E[IJU l EI[lJU 12l[][]
E/mV (vs. SCE)

Obr. 5.19. Normované cyklické voltamogramy pro 5-HMT o koncentraci 0,1 mmol/l (¢ernd) pfi rychlosti
scanu 5 mV/s (a), 30 mV/s (b) a 150 mV/s (c). Méfeno v roztoku CH3;0OH/B-R pufr pH 7,5 (1:1, v/v, Seda).

Cyklické voltamogramy 5-HMT ukazuji pti nizsich rychlostech scanu dva oxidac¢ni piky
(Obr. 5.19 a). Pti zvySovani rychlosti scanu mizeme pozorovat tvorbu dal§iho piku nepiilis
dobfte rozlisitelného (Obr. 5.19 b). Pfi rychlosti vyssi nez 150 mV dochazi k piekryvu téchto
signalii (Obr. 5.19 ¢). Oxidace 5-HMT je slozity proces zahrnujici né€kolik postupnych déji,
pii kterych vznikaji elektroaktivni produkty s velmi blizkymi redox potencidly. Je tedy

obtizné oxidacni signaly téchto latek ptiradit k dil¢im reakcim.

Oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu je siln¢ zavisla na pH (Obr. 5.20). Oxidacni signal
piku A se zaCina objevovat az v mirn¢ kyselém prostredi. Se zvySovanim pH elektrolytu se
jeho odezva zvySuje a v siln¢ alkalickém prostiedi je nejintenzivnéjsi (Obr. 5.21). Odezva
oxida¢niho piku B je zaznamenatelnd v SirSim rozsahu pH 2,75 -11,64. Od pH 2,75 jeho
odezva se zvySovanim pH roste, svého maxima dosahuje pfi pH 8 a pro pH > 8 intenzita klesa

(Obr. 5.21).
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Obr. 5.20. Diferencni pulzni (a), linearni (b) a square wave (c) voltamogramy 5-HMT (0,1 mmol/l)
v prostiedi CH;OH/B-R pufr (1:1, v/v) pH 3,5 (1), pH 6,5 (2), pH 7,5 (3), pH 9,5 (4), pH 11 (5) a pH 12 (6).
DPV (a): rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda 0,05 V, §itka pulzu 0,1 s. CV (b): rychlost scanu 100 mV/s.
SWYV (c): rychlost scanu 125 mV/s, amplituda 0,02 V, doba trvani pulzu 40 ms, frekvence 25 Hz.
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Obr. 5.21. Zévislost proudové anodické odezvy A (¢) a B (m) 5-HMT (0,1 mmol/l) na pH. DPV (a):
rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda 0,05 V, sitka pulzu 0,1 s. CV (b): rychlost scanu 100 mV/s. SWV (c¢):
rychlost scanu 125 mV/s, amplituda 0,02 V, doba trvani pulzu 40 ms, frekvence 25 Hz.
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Obr. 5.22. Zavislost potencialu anodické odezvy A (¢) a B (m) na pH pro 5-HMT (0,1 mmol/l). DPV (a):
rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda 0,05 V, §itka pulzu 0,1 s. CV (b): rychlost scanu 100 mV/s. SWV (c¢):
rychlost scanu 125 mV/s, amplituda 0,02 V, doba trvani pulzu 40 ms, frekvence 25 Hz.
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Ze zavislosti potencialu anodickych odezev 5-HMT na pH je evidentni posun vSech
pikd k niz§im hodnotdm potencidlu s rostoucim pH (Obr. 5.22). Zavislostmi E,— pH pro tfi
voltametrické techniky Ize prolozit pfimku se smérnici v rozmezi -49 az -62 mV pH™' pro pik
A, -43 az -50 mV pH' pro pik B. Smé&rnice bliZici se teoretické hodnoté -59 mV pH™
napovidd, ze prvni a druhy oxida¢ni stupenn zahrnuji stejny pocet protoni a elektronii. Nizsi

hodnoty smérnice jsou v tomto ptipadé zplisobeny ireverzibilitou elektrodového déje.
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5.2. Separace antimuskarinik vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s elektrochemickou detekci

Oxidace TOL, FES a 5-HMT byla analyticky vyuzita pii elektrochemické detekci po
separaci téchto latek vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Pro analyzu 1é¢iv a jejich

metabolitil ve slozitych matricich, napf. t€lnich tekutinach, je separace nezbytnym krokem.

5.2.1. Chromatograficka separace

Separace studovanych latek byla testovana na ¢tyfech riznych kolonach:
Ascentis® Cg (3 pm, 100 x 2,1 mm), Nucleodur® Cg Gravity (5um, 250 x 2 mm),
Nucleodur® PFP (5 um, 250 x 2 mm) a Nucleodur® CN-RP (3 pm, 125 x 2 mm, Obr. 5.23).
Latky byly z kolon vymyvény v tomto elu¢nim potadi 5-HMT, TOL a FES. Pouze u CN-
kolony doslo k vyméné elu¢niho potadi mezi TOL a FES.

U elektrochemické detekce je nutné zajistit vodivost mobilni faze. Za timto ucelem byl
pouzit fostatovy pufr. Jeho vyssi koncentrace (0,1 mol/l) zpiisobovala prodlouzeni retencnich
¢asti, oproti koncentraci 0,05 mol/l, o 0,5 min pro 5-HMT, 4,4 min pro TOL a 6,5 min pro
FES s mrtvym c¢asem 0,84 min (kolona Ascentis® Cys, mobilni faze acetonitril a fosfatovy
pufr o koncentraci 0,1 nebo 0,05 mol/l v poméru 30:70, v/v). Proto byl zvolen kompromis
mezi délkou analyzy a zajisténim dostate¢né vodivosti mobilni faze pouzitim koncentrace
fostatového pufru 0,05 mol/l. Pro efektivni vymyvani latek z kolony je nezbytné mobilni fazi
doplnit o organickou slozku, v tomto piipadé byl pouZzit acetonitril. Separace studovanych
latek je velmi citlivd na obsah acetonitrilu, ktery pii vySSim obsahu (> 35 %) zplsoboval
prodlouzeni doby analyzy. Ob¢ slozky mobilni faze acetonitril a fosfatovy pufr (0,05 mol/l)
byly pro izokraticky méd smichany v poméru 30:70 (v/v).

Na separaci studovanych latek mélo vyznamny vliv pH mobilni faze. Chromatografické
kolony jsou omezeny oblasti pouZitelnosti pH. Ctyii testované kolony se v rozsahu
pouzitelnosti z hlediska pH znacné liSily: Nucleodur® Cg Gravity (pH 1-11), Nucleodur® PFP
(pH 1-9), Nucleodur® CN-RP (pH 1-8) a Ascentis® Cis (pH 2—8). S ohledem na uvedené
hodnoty pH u jednotlivych kolon a pro zamezeni zatézovani kolon, byly zvoleny testovaci

hodnoty pH mobilni faze na pH 3, 5 a 7 (Obr. 5.23).

54



pH3

Relativni odezva
L ke
3 (4]
|
|
0

pH3 - b
pH3S
, N A pHY 3
H3 - a
= e ARPHE pH7
0 10 20 30 40 50 60 70

t/ min

Obr. 5.23. Chromatogramy tii antimuskarinik separovanych na Ctyfech riznych kolonach s mobilni fazi
CH;CN/fosfatovy pufr o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v) o tfech riznych pH (3, 5 a 7). Latky vychazely
v eluénim pofadi 5-HMT, TOL a FES zkolony Nucleodur® PFP (a), Nucleodur® Cg Gravity (b)
a Ascentis” Cys (c). Pro kolonu Nucleodur® CN-RP (d) bylo eluéni pofadi: 5-HMT, FES a TOL. Podminky

separace: pritok mobilni faze: 0,3 ml/min, UV detekce: A =210 nm.

Z hodnot retencnich faktorti jednotlivych latek k, (Tabulka 3) je vidét, Ze s rostouci
aciditou mobilni faze doslo ke zkraceni retence za pouziti vSech kolon kromé Ascentis® Cis,
kde reten¢ni faktory TOL a FES byly nizsi pti pH 5 nez pii pH 3 a reten¢ni faktor S-HMT byl
niz§i u pH 7 nez pifi pH 5. S ohledem na ptipadnou aplikaci metody - detekci studovanych
antimuskarinik v plazmé a moc€i, kde jsou v prvnich minutich analyzy eluovany matri¢ni
latky, bylo cilem najit kolonu a pH mobilni faze, pfi kterém bude mit 5S-HMT co nejdelsi
retenci a zaroven TOL a FES retenci co nejkrat$i, ovSem s rozliSenim R, >1. Témto
pozadavkiim nejlépe vyhovovala kolona Nucleodur® CN-RP pii pH 7. Retenéni faktor k; (pro
5-HMT) zde dosahl uspokojivé hodnoty 2,82 a zaroven celkova doba analyzy neptekrocila
15 min. Tento systém stfedné polarni nitrilové stacionarni faze céasteCné potlacuje rozdily

v polarit¢ studovanych latek. Ve srovnani s ostatnimi kolonami polarn€jsi 5-HMT je
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stacionarni tazi CN-kolony zadrzovan déle a mén¢ polarni TOL a FES jsou zadrZzovany kratsi
dobu.

Tabulka 3 Prehled chromatografickych parametrii 5-HMT, TOL a FES pro ctyri
odlisné kolony a mobilni faze (CH;CN/fosfatovy pufr o koncentraci 0,05 mol/l, 30:70, v/v)
o trech riiznych pH, t7i méreni

Parametry ty £ S,

Kolona kolony (min)

kl + skl kl + Skz k3 + Sk3 Rn1-2 + sRnl—Z R“2_3 + SRn2_3

1,50+0,04 7,66+0,17 853+0,18 2436+065 233 +0,01
1,84 £0,01 2.83+001 16,54+0,04 17.61+0,04 31,42+0,09 1,51+0,04
4,6240,02 3334+068 34,18+0,67 41,63+£008 0,50 = 0,02
1224001  6,71+0,03 820£001 1627+0,49 3,64 +0,02
1,840,001 1,55+0,01 8,75+0,03 10,53+0,02 19,55+0,20 3,84+0,04

Nucleodur® 5 pm, 2
7
3
5
7 2,02+001 12,54+0,16 14.86+0,14 20,85+034 3,76+0,26
3
5
7
3
5

PFP 250 x 2 mm

Nucleodur® 5 pum,
Cg Gravity 250 x 2 mm

143+0,11 872+086 10,78+1,13 872+055 228+0,16

0,84+0,01 1,56+0,04 821+008 9,54+0,00 821+099 1,83+0,23
1,53+0,12 9224045 1244+0,65 9224057  225+0,05

1,05+0,01  3,62+£002 3,78+0,01 12,63+£050 0,66+ 0,01

1,090,001 1,86+0,01 628+0,07 6,76+0,08 1486+031 1,37+0,01

7 2.82+0,01 994+004 1148+0,05 17,82+055 2,61 +0,05

tw — mrtvy ¢as kolony, R, — rozliSeni sousedicich dvojic piki, &, — retenéni faktor, s, — smérodatna odchylka ze tfi méfeni, pritok mobilni
faze: 0,3 ml/min, UV detekce: A =210 nm

Ascentis®™ 3 pm,
Clg 100 x 2,1 mm

Nucleodur® 3 pm,
CN-RP 125 x 2 mm

5.2.2. Elektrochemicka detekce

Volba pracovni elektrody byla prvnim dilezitym bodem pro aplikaci elektrochemické
detekce. Byla testovana coulometrickd cela s poréznim grafitickym uhlikem. Vlastnosti tohoto
elektrodového materidlu dovoluji maximalni aplikovany potencial 800 mV. Pfi tomto
potencialu 5-HMT a TOL davaly dobry signal, naopak FES neposkytoval analyticky
vyuzitelnou odezvu (Obr. 5.24 a). Z tohoto diivodu bylo nutné zvolit pracovni elektrodu
s SirSim pouzitelnym potencidlovym rozsahem. Borem dopovana diamantova elektroda ma ve
vodném prostiedi vyuzitelny potencidlovy rozsah az 3,5 V. Na tomto elektrodovém materialu
je mozno oxidovat latky, které se na ostatnich elektrodovych materidlech jen velmi tézko
oxiduji. Zarovenn ma nizky kapacitni odpor, vysokou chemickou stabilitu a nizké limity
detekce az v jednotkach pmol [196]. Za pouziti BDD elektrody pii 1500 mV byla odezva
fesoterodinu srovnatelnd se signaly ostatnich latek (Obr. 5.24 b). Z vySe uvedenych davodi
byla pro dalsi experimenty zvolena amperometricka detekce s BDD elektrodou zapojena

v sérii pred referencni UV-Vis detektor.

Elektrochemicka odezva studovanych latek na BDD elektrod¢ je zavisla na pH.
V zavislosti plochy pikli na aplikovaném potencialu v rozsahu 1,4-1,8 V pro pH3, 5 a7

vykazovaly vSechny latky evidentné¢ vyssi elektrochemickou odezvu pii pH 7 nez
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u kyselejSich pH, coz je v souladu s vysledky voltametrickych méfeni, kdy u vSech tii latek

byly voltametrické odezvy intenzivnéjsi v neutralni oblasti pH neZ v kyselé.
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Obr. 5.24. Chromatogram 5-HMT (1), TOL (2) a FES (3) o koncentraci 16 umol/l separovanych na
kolon¢ Ascentis® C18 mobilni fazi CH3;CN/fosfatovy pufr pHS5 o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v).
Coulometricky detektor s grafitickym uhlikem pfi potencialu 800 mV (a), amperometricky detektor s BDD
elektrodou pfi potencialu 1500 mV (b).

Pro pfipadnou aplikaci metody stanoveni 5-HMT, TOL a FES v moc¢i a plazmé byl
hledan wvnitini standard (IS), ktery by poskytoval vybornou elektrochemickou odezvu
azaroven by byl dobfe separovan od vSech tii studovanych latek. Nejlépe témto
chromatografickym a elektrochemickym podminkam vyhovoval isochinolinovy alkaloid

berberin (BER, Obr. 5.25), jehoz elektrochemické chovani jiz bylo dobte popsano [59].
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Obr. 5.25. Chromatogram modelové smési 5-HMT (1), vnitiniho standardu BER (2), FES (3) a TOL (4)
o koncentraci 10 pmol/l. HPLC parametry: kolona Nucleodur® CN-RP, mobilni faze CH;CN/fosfatovy pufr
pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v), amperometricky detektor s BDD elektrodou s potencidlem 1,7 V.

Byly naméfeny hydrodynamické voltamogramy studovanych —antimuskarinik
a berberinu na koloné¢ Nucleodur® CN-RP, s mobilni fazi CH3;CN/fosfatovy pufr pH 7
o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v) a amperometrickym detektorem s BDD elektrodou.
Potencial byl zvySovan po 70 mV v rozsahu od 0,7 V do 1,47 V (Obr. 5.26). Z voltamogramu
je videt, ze FES zacind davat elektrochemickou odezvu az pii 1,19 V a se zvySujicim se
potencialem jeho odezva rapidné¢ nartstd. Signdly TOL a 5-HMT se zvySovanim
aplikovaného potencidlu nartistaji pozvolna, coz je vsouladu spriubéhy cyklickych

voltamogramu obou latek, které vykazuji dva, resp. tfi oxidacni signaly. Naproti tomu FES se
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oxiduje pouze v jednom kroku, proto i nariist proudu v hydrodynamickém voltamogramu je
strm&j$i. Rozdily mezi potencidly, pfi kterych je dosazeno limitnich hodnot proudd pro

jednotlivé analyty, koresponduji s rozdily potencialit CV pikil z voltametrickych analyz.
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Obr. 5.26. Hydrodynamické voltamogramy 5-HMT (-o-), FES (-m-), TOL (-e-) a berberinu (-A-)
o koncentraci 10 pmol/l. HPLC parametry: kolona Nucleodur® CN-RP, mobilni faze CH;CN/fosfatovy pufr
pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v), amperometricky detektor s BDD elektrodou s postupné zvySovanym
potencidlem po 70 mV v rozsahu 0,70 — 1,47 V.

5.2.3. Analyza modelové smési za zvolenych podminek

Na zakladé vySe popsanych experimentii byly zvoleny finadlni podminky separace tii
antimuskarinik vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekci
zavyuziti nového elektrodového materialu, borem dopované diamantové elektrody.
V izokratickém modu byla nalezena vhodnd mobilni faze CH;CN/fosfatovy pufr
o koncentraci 0,05 mol/l (30:70, v/v). Z hlediska separacnich i elektrochemickych podminek
nejlépe vyhovovalo neutrdlni pH mobilni faze. Pro separaci 5-HMT, FES a TOL byly
testovany Ctyii riizné typy kolon. S ptihlédnutim na budouci aplikace metody pro stanoveni
téchto latek v plazmé a moci nejlépe vyhovovala kolona Nucleodur® CN-RP. Za timto
ucelem byl také nalezen wvnitini standard, berberin, ktery plné vyhovoval separacnim
i elektrochemickym pozadavkim vnitiniho standardu. Zakladni chromatografické parametry
vyvinuté metody jsou shrnuty v Tabulce 4.

Na zakladé¢ analyzy vzorkli standardi na nizkych koncentracnich hladinach byly
odhadnuty meze detekce latek, kdy signal vzorku odpovidal pfiblizné trojnasobku Sumu
slepého pokusu. Pro 5-HMT odpovidala mez detekce 3 nmol/l, pro fesoterodin 9 nmol/l a pro

tolterodin 2 nmol/l.
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Tabulka 4 Chromatografické charakteristiky 5-HMT, FES, TOL a vnitiniho standardu
(1S) berberinu za zvolenych podminek

Latka k+£s; R, £z

5-HMT 2,81 +0,01 -
IS 7,17+0,02 13,29+ 0,31
FES 9,98 0,03 5,88 £0,10
TOL 11,58 + 0,03 2,72 £ 0,04

k — reten¢ni faktor, R, — rozli§eni sousedicich dvojic piki, s, — smérodatna odchylka ze tii
méfeni, i % 5¢,, = (1,09 + 0,01) min, priitok mobilni faze: 0,3 ml/min, elektrochemicka detekce
pfi 1,7 V, koncentrace latek: 10 pmol/l.

Koncentrace studovanych 1éCiv v lidské plazmé se pohybuje v jednotkéach az desitkach
nmol/l [126], vmoci je koncentrace vys$i vzhledem k tomu, ze vétSina 1éCiva je ztéla
vylucovana pravé moci (v metabolizované, ¢i nezménéné podob¢) [112]. Lze predpokladat, ze
navrhovand metoda se miize stat soucasti postupu pro stanoveni téchto 1é¢iv v plazmé nebo
moci. Pro pouziti metody ke stanoveni latek v moci nebo plazmé by vSak bylo nutné provést

kalibraci latek v odpovidajici matrici.
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5.3. Elektrolyza antimuskarinik a analyza jejich oxidacnich
produkti metodou ultraticinné kapalinové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

Pro detailng;jsi charakterizaci oxidacnich produkti tolterodinu, fesoterodinu a jejich
metabolitu 5-hydroxymethyltolterodinu byly provedeny série experimentli elektrolyzy za
konstantniho potencidlu na velkoplosné platinové elektrodé. Potencial elektrooxidace byl
zvolen na zéklad¢ cyklickych voltamogramt TOL, FES a 5-HMT zaznamenanych v riiznych
prostiedich (Tabulka 5). Elektrolyzaty byly nésledné analyzovany metodou ultraucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (UPLC/MS) s ionizaci elektrosprejem

a hybridnim Q-TOF analyzatorem.

Tabulka 5 Prehled zvolenych prostredi a aplikovanych potencialii pri elektrolyze pro
tolterodin, fesoterodin a 5-hydroxymethyltolterodin.

Latka Prostredi Potencial elektrolyzy (mV)
CH;CN s 12,5 mmol/l LiClO4 200, 700, 1000
CH;0H s 90 mmol/l CH;COONH4 200, 700, 1000

TOL CH;0H/B-R pufr pH 3,5 500, 690 a 860
CH;0OH/B-R pufr pH 7,0 200, 430, 580 a 730
CH;0OH/B-R pufr pH 10,0 100, 280, 500 a 610

FES CH;0H/B-R pufr pH 3,0 500, 1000 a 1150
CH;0OH/B-R pufr pH 7,0 200, 600 a 1000
CH;OH/B-R pufr pH 3,0 650 a 900

5-HMT CH;0H/B-R pufr pH 7,0 300, 500, 900
CH;OH/B-R pufr pH 9,0 300, 500, 900

Nize jsou diskutovana hmotnostni spektra, ve kterych lze ptisoudit jednotlivym iontim
uvedené ztraty, resp. jejich kombinace. Procesy fragmentace latek nebyly detailnéji
studovany. Jejich popis slouzi k podpote predpokladanych struktur, pfi¢emz jejich
jednoznacna verifikace by byla mozna porovnanim ziskanych spekter se spektry standardu,
které vSak nejsou pro fadu produktd studovanych elektrochemickych piemén k dispozici.
Hmotnostni spektra vSak v kontextu znalosti elektrochemického chovani poskytuji dalsi

podpirné informace uzite¢né pro pochopeni zkoumanych procest.
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5.3.1. Elektrolyza tolterodinu

Elektrolyza tolterodinu byla provadéna ve smésném prostiedi CH3;OH/B-R pufr (1:1,
v/v), ale také v nevodnych prostiedich (Tabulka 5), ktera byla zvolena k potla¢eni adsorpce
oxida¢nich produktl na elektrodovy povrch. Pro rozliSeni produktti vznikajicich elektrolyzou
od ptipadnych dalich ,neelektrolytickych® produkti byly chromatogramy a hmotnostni
spektra srovnany s kontrolnimi roztoky TOL, které byly elektrolyzovany pii nizSim
potencialu, nez je potencial prvniho anodického piku: 500 mV pro pH 3,5; 200 mV pro pH
7,0; 100 mV pro pH 10,0 a200 mV pro nevodna prostfedi. Za téchto podminek by nemély

probihat zadné elektrochemické reakce tolterodinu.

UPLC/MS analyzou vzorkl tolterodinu byl zaznamenan pik sretenénim cCasem
tr = 2,8 min odpovidajici protonované molekule [M + H]" s m/z 326, ktera naleZi tolterodinu.
Tolterodin byl fragmentovan (Obr. 5.27, Obr. 5.29 a) na ionty s m/z 284 (ztrata propenu
Stépenim vazby a nebo a’), m/z 197 (ztrata diisopropylaminu a ethenu St€épenim vazeb b, c,
event. piimo diisopropylethylaminu vazbou c, podobné u ostatnich latek) a m/z 147, ion
s nejintenzivnéj§im pikem spektra, vznikl ztratou diisopropylaminu, ethenu a benzenu
Stépenim vazeb b, c, d. Pii fragmentaci dochéazi také ke Stépeni vazby e za vzniku iontl s
m/z 117 (kombinace S$tépeni vazeb b,e) a m/z 91 (kombinace Stépeni vazeb b, c,e).

Fragmentacni spektrum tolterodinu je v souladu se spektrem uvedenym v literatufe [126].

Obr. 5.27. Naznaceni fragmentace tolterodinu

Elektrolyza vSech vzorku tolterodinu pfi potencialu voltametrického piku A vedla podle
UPLC/MS analyzy ke vzniku produktu OP-T1. Hmotnostni spektrum této latky (Obr. 5.29 b,
Ptiloha 4, str. 118) obsahuje stejné fragmentacni ionty jako spektrum standardu 5-HMT
(Obr. 5.29 ¢, Piiloha 2, str. 116). Retencni casy OP-T1 a 5-HMT (tg =2,0 min) se také
shoduji (Tabulka 6). Nejvétsi mnozstvi tohoto produktu bylo nalezeno v prostiedi acetonitrilu
a v pufrovaném kyselém prostiedi. Podle vyse uvedenych faktd byl elektrolyzou TOL ziskan

jeho hlavni aktivni metabolit 5-HMT.
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Dalsi dva poléarni produkty OP-T2 (tg = 1,9 min) a OP-T3 (tg = 2,1 min) byly nalezeny
ve veétsSim mnozstvi ve vzorcich v prostiedi CH3CN elektrolyzovanych pii potencidlu 1 V.
Spektra obou produktt jsou identicka (Obr. 5.29 d) s iontem prekurzoru m/z 342 stejné jako
u 5-HMT (Tabulka 6). Nejintenzivngjsi fragmentovy ion s m/z 137, ktery vznikl ztratou
diisopropylaminu, ethynu a benzenu, nese dva atomy kysliku na benzenovém jadie (Pfiloha 5,
str. 119). Tento fakt napovidd, ze OP-T2 a OP-T3 mohou byt polohové izomery
hydroxyderivati tolterodinu s hydroxyskupinami vazanymi na methylbenzenovy kruh
nejpravdépodobnéji v polohach 4 a 6 (Schéma 8, str. 75). Separace tii izomert s m/z 342 je
zobrazena pomoci jejich nejintenzivnéjSich fragmentii m/z 223 pro OP-T1 am/z 137 pro

OP-T2 a OP-T3 (Obr. 5.28).
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Obr. 5.28. Chromatogram separace oxidacnich produktd OP-T1, OP-T2 a OP-T3 (m/z 342) ziskany
zobrazenim pro m/z 342 (a), pro nejintenzivnéjsi fragmentovy ion produktu OP-T1 m/z 223 (b) a nejintenzivnéjsi
fragmentovy ion produktt OP-T2 a OP-T3 m/z 137 (c). Zméteno po elektrolyze pti 1V roztoku TOL v prostredi
CH;CN s rampou kolizni energie 15 — 35 eV s predeslou separaci iontu m/z 342.

Produkt OP-T4 (tg =2,3 min, m/z 340) byl nalezen v roztoku elektrolyzovaném pfti
potencialu piku B v prostfedi acetonitrilu a kyselém pufrovaném prosttedi. Ve fragmentacnim
spektru (Obr. 5.29 e) je intenzivni ztrdta CO (A 28) projevujici se fragmentovym iontem
sm/z 312, kterd u TOL ani 5-HMT neni vidét. Nejintenzivnéjs$i fragmentovy pik spektra
sm/z211 pak odpovidd ztrat¢ CO a diisopropylaminu. Ptehled fragmentl je uveden
v Priloze 4, str. 118. Navic stejny produkt vznika také oxidaci standardu 5-HMT, jak je
popsano nize (odd. 5.3.3). Podle sumarniho vzorce a typické ztraty CO muize byt produktem

OP-T4 5-formyl tolterodin.
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Obr. 5.29.MS spektra tolterodinu (a), 5-hydroxymethyltolterodinu (b) a oxidacnich produkti TOL:
OP-T1 (c) OP-T2 a OP-T3 (d), OP-T4 (e), OP-T5 (f ), OP-T6 (g 1,) a OP-T7 (h) zméfené po elektrolyze pri
0,7V (OP-T1, OP-T5, OP-T6 a OP-T7) a pii 1,0 V (OP-T2, OP-T3 a OP-T4) na Pt-elektrodé v roztoku
CH;CN/LiClO4. Spektra byla ziskana za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s pfedeslou separaci iontu
(a, b, e, ), g), bez predeslé separace iontu (c, d, h), nebo pfi nizsi kolizni energii 5 eV (fi, g)).
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Kromé¢ vySe zminénych produktti byly ve vSech elektrolyzovanych roztocich nalezeny
také dimerni produkty OP-T5 (tg = 4,4 min) a OP-T6 (tg = 5,0 min), které maji protonovanou
molekulu s m/z 649. Nejintenzivngj$i pik (m/z 325) hmotnostniho spektra obou latek
potizenych pii niz8i kolizni energii (Obr. 5.29 f}, g1) nalezi dvakrat protonované molekule
[M + 2H]*". Oba dimery vznikly spojenim dvou fenoxy radikalii, produkti jednoelektronové
oxidace TOL. Produkt OP-T5 je polarnéjsi, mohl by s vétsi pravdépodobnosti vznikat vazbou
C-C, zatimco mén¢ polarni OP-T6 spiSe ptes vazbu C-O (Schéma 8, str.75). Ve
fragmentacnich spektrech téchto dvou dimeri (Obr. 5.29 f,, g,) lze pozorovat fragmentacni
ionty se stejnymi m/z, ale sriznymi intenzitami (Pfiloha7 a8, str.121 a 122).
S produktem OP-T5 koeluuje latka odpovidajici pravdépodobné dimeru vzniklému spojenim
fenoxy radikaltt TOL a 5-HMT ([M + H]" m/z 665, [M + 2H]*" m/z 333, Obr. 5.29 ;)

Dal§i dimerni produkt OP-T7 (tg=4,3 min, m/z 647, [M+2H]"" m/z324) byl
identifikovan v elektrolyzatu v prostiedi acetonitrilu (Obr. 5.29 h). Rozdil ptfesnych hmotnosti
OP-T5 a OP-T7 (Tabulka 6) odpovida ztraté dvou atomti vodiku u OP-T7. Produkt OP-T7
tedy miize vznikat elektrooxidaci OP-TS5. Nizsi polarita OP-T7 nez OP-T5 podporuje toto
tvrzeni (Schéma 8, str. 75; Ptiloha 9, str. 123).

Vedle uvedenych hlavnich oxida¢nich produkt tolterodinu byly nalezeny v malém
mnozstvi také vedlejsi produkty, které vznikaji reakci s rozpousStédlem. Béhem elektrolyzy
v prosttedi CH3;CN/LiClO4 vznikl acetamidaci (Schéma 6) [197] produkt s protonovanou
molekulou s m/z 383 (tg = 1,8 min). Podobné elektrolyzou v kyselém vodné methanolickém
prostiedi vznikd produkt sm/z356 (tgr=2,5min), ktery odpovidd methoxyderivatu
tolterodinu (Schéma 7).
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Schéma 7  Oxidativni methoxylace tolterodinu
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Tabulka 6 UPLC/MS charakteristiky tolterodinu a jeho oxidacnich produktii

Latka tg (min) [M+H] (m/z) Suméarnivzorec Chyba (ppm)
Tolterodin 2,8 326,2483 Cx»H3NO -0,3
5-HMT 2,0 342,2420 Cx»nH3NO, -3,8
OP-T1 2,0 342,2436 Cx»H3NO;, 0,9
OP-T2 p izomery 1,9 342,2443 Cx»H3NO;, 2,9
OP-T3 2,1 342,2436 Cx»nH3NO, 0,9
OP-T4 2,3 340,2271 Cx»Hj30NO; -1,8
OP-T5 (dimer) | . 4,4 649,4724 C44Hg1N,O, -1,4
OP-T6 (dimer) | 7Y 59 649,4686 CasHgiN,O» 7.2
OP-T7 (dlmer) 4,3 647,4592 C44H59N202 2,3

tg— retencni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoctenou hmotnosti iontu a experimentaln¢ ziskanou



5.3.2. Elektrolyza fesoterodinu

Fesoterodin byl elektrolyzovan v prostiedich CH;OH/B-R pufr (1:1, v/v) pH 3,0 a 7,0.
Pouziti vyssiho pH pro elektrolyzu FES bylo vylouceno z divodu jeho samovolné hydrolyzy
na 5-HMT v alkalickém prostfedi (viz kapitola 5.1.2). Pro rozliSeni produktid vznikajicich
elektrolyzou od piipadnych dalSich ,neelektrolytickych® produkti byly chromatogramy
a hmotnostni spektra srovnany s daty pro kontrolni roztoky FES, které byly elektrolyzovany
pii niz§im potencialu, nez je potencidl prvniho anodického piku: 500 mV pro pH 3,0
a 200 mV pro pH 7,0. Za téchto podminek by nemély probihat Zadné elektrochemické reakce

fesoterodinu.

UPLC/MS analyzou elektrolyzovanych vzorka a standardu FES byl zaznamenan pik
s retenénim asem tg = 3,0 min protonované molekuly [M + H]" m/z 412, ktera nalezi
fesoterodinu. Jeho fragmentace (Obr. 5.30, Obr. 5.31 a) poskytuje ionty: m/z 370 (St€peni
vazby a nebo c), m/z 342 (Stépeni vazeb a, b, event. ptimo b), m/z 300 (Stépeni vazeb a—c,
event. b, ¢), m/z 282 (Stépeni vazeb a—d, event. pfimo d), nejintenzivngjsi pik spektra pik
spektra s m/z 223 (Stépeni vazeb a—e, event. e, d), m/z 195 (St€épeni vazeb a—f, event. d, f)
aion s m/z 167 (a—g, event. d, f, g, Ptiloha 3, str. 117). Eventuality St€peni vazeb nastavaji

podobné u produktti oxidace FES.

Obr. 5.30. Naznaceni fragmentace fesoterodinu

U vsech elektrolyzovanych vzorkd FES byl v retenénim c¢ase tz= 3,3 min nalezen
produkt OP-F1, pficemz vyrazné¢ veEtsi mnozstvi této latky bylo ziskdno elektrolyzou
pii vyssich hodnotach potencialu (1,15 Vpro pH3,0 alV pro pH 7,0). Podle sumarniho
vzorce (Tabulka 7) ma tento produkt o dva atomy vodiku méné¢ nez FES. Analogicky
k produktu oxidace TOL OP-T4 (5-formyl tolterodinu), muze byt OP-F1 5-formyl
fesoterodin. Nejintenzivnéj$i pik jeho fragmentacniho spektra sm/z 239 (Obr. 5.31 b,
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Ptiloha 10, str. 124) odpovidd ztrat¢ propenu, CO (event. 2-methylprop-1-en-1-onu)
a diisopropylaminu. Na rozdil od FES nedochazi v ptfipad¢ OP-F1 ke ztrat¢ H,O, coz
naznacuje jinou substituci v poloze 5 (misto hydroxymethylu aldehydicka skupina).

Produkt OP-F2 s retenénim &asem tg = 2,5 min a protonovanou molekulou [M + H]"

s m/z 426 je polarnéjsi nez fesoterodin a vznika v kyselém 1 neutralnim prostfedi predevsim
pii vyssich potencidlech (1,15 Vpro pH3,0; 1 Vpro pH 7,0). Podle sumarniho vzorce
(Tabulka 7) ma OP-F2 oproti FES o dva atomy vodiku méné¢ a jeden atom kysliku navic.
Nejintenzivnéjsi fragmentovy ion jeho spektra (Obr. 5.31 ¢) s m/z 237 odpovida, stejné jako
u FES Stépeni vazeb a—e, event. d, e. Ve spektru je pozorovatelny fragmentovy ion s m/z 153,
ktery odpovida ztrat¢ diisopropylaminu, ethenu, kyseliny isomaselné a dvou molekul CO, coz
potvrzuje pritomnost ¢tyi atomi kysliku ve struktuie produktu OP-F2 (Ptiloha 11, str. 125).
VysSe uvedend fakta napovidaji, ze produkt OP-F2 by mohl vznikat hydroxylaci produktu
OP-F1. Nejpravdépodobnéji by se hydroxyskupina mohla vazat na substituované benzenové

jéadro do polohy 3 (Schéma 9, str. 76).
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Obr. 5.31.MS spektrum standardu fesoterodinu (a) a jeho produktd oxidace: OP-F1 (b), OP-F2 (c),
OP-F3 (d) zméfené po elektrolyze FES pfi 1 V na Pt-elektrodé v prostiedi o pH 7,0. Spektra byla ziskana za
pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu spektra.

Produktu OP-F3 bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi v neutrdlnim prostredi pfi potencidlu
elektrolyzy 1 V. Retenéni &as této latky s protonovanou molekulou [M+ H]" s m/z 370 je
tr = 2,7 min. TotoZnou hmotnost s piesnosti na dvé desetinna mista a shodné elementarni
slozeni mé rovnéz druhy nejintenzivnéjsi fragmentovy ion FES. Navic fragmentové ionty

MS? spektra tohoto produktu (Obr. 5.31 d) jsou shodné s fragmentovymi ionty FES < m/z 370
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(Obr. 5.31 a, Piiloha 3 a 12, str. 117 a 126). Latka se stejnou molarni hmotnosti byla nalezena
jako produkt degradace FES pisobenim UV-C zéafeni (100—280nm), kde doslo
k N-dealkylaci, odtrzeni isopropylové skupiny z dusiku. Fotodegradace latky byva nejcastéji
zpusobena oxidaci nebo rozpadem nékteré slabé chemické vazby [198]. Podle vyse
uvedenych faktti produkt OP-F3 velmi pravdépodobné vznikl N-dealkylaci FES (Schéma 9,
str. 76).

Tabulka 7 UPLC/MS charakteristiky fesoterodinu a jeho oxidacnich produkti

Latka tr (min) [M+H] (m/z)  Sumémivzorec Chyba (ppm)
Fesoterodin 3,0 412,2844 Cy6H33NO3 -1,9
OP-F1 33 410,2694 Ca6H36NO3 -0,2
OP-F2 2,5 426,2644 Ca6H36NO4 0,0
OP-F3 2,7 370,2375 C23H3,NOs -1,9

tg— retenéni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoétenou hmotnosti iontu a experimentalné ziskanou

5.3.3. Elektrolyza 5-hydroxymethyltolterodinu

Elektrolyza 5-hydroxymethyltolterodinu byla provadéna v prostiedich CH;OH/B-R pufr
(1:1, v/v) pH 3,0; 7,0 a 9,0. Pro rozliSeni produkti vznikajicich elektrolyzou od ptipadnych
dalsich ,,neelektrolytickych® produktii byly chromatogramy a hmotnostni spektra srovnany
s daty pro kontrolni roztoky 5-HMT, které¢ byly elektrolyzovany pfi niz§im potencialu, nez je
potencial prvniho anodického piku: 650 mV pro pH 3,0 a 300 mV pro pH 7,0 a 9,0. Za téchto
podminek by nemély probihat zddné elektrochemické reakce 5S-HMT.

UPLC/MS analyzou standardu a elektrolyzovanych vzorkti 5-HMT byl zaznamenan pik
s retenénim &asem tg =2,0 min a protonovanou molekulou [M +H]" m/z 342 nalezici
5-HMT. Jeho fragmentace (Obr. 5.33 a) je naznacena na Obr. 5.32 a jednotlivé ztraty jsou
popsany v Ptiloze 2, str. 116.

Obr. 5.32. Naznaceni fragmentace 5-hydroxymethyltolterodinu
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Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 340

Elektrolyza vSech vzorki 5-HMT pfi potencialu piku A vedla podle UPLC/MS analyzy
ke vzniku produktu OP-HI sretencnim Casem tg= 2,3 min (7abulka §) a protonovanou
molekulou [M+H]" m/z 340. Nejintenzivngjsi fragmentovy ion spektra (Obr. 5.33 b).
m/z 239 odpovida ztraté¢ diisopropylaminu (Pfiloha 13, str. 127). U produktu OP-H1 nebyly
pozorovany ztraty, které by naznacCovaly pfitomnost 5-hydroxymethylové skupiny (ztrata
vody nebo formaldehydu nebo methanolu). Oxidaci 5-HMT mohlo dojit k dehydrogenaci
5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou skupinu (Schéma 10, str. 77). Tuto hypotézu
podporuji vysledky voltametrickych analyz (odd. 5.1.3), které také ukazuji na vznik 5-formyl
tolterodinu v prvnim oxida¢nim kroku 5-HMT. Stejnd latka byla nalezena pii oxidaci
tolterodinu (OP-T4) popsaného vyse, jedna se pravdépodobné o sekundarni produkt oxidace

TOL.

Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 326

Pii elektrolyze 5-HMT v kyselém a neutrdlnim prostfedi byl v ¢ase tg= 2,4 min
zaznamenan produkt OP-H2 se stejnou hmotnosti jako TOL (m/z 326), avSak jejich
fragmentacni spektra (Obr. 5.29 a, Obr. 5.33 ¢) a retencni Casy se znacné 1i$i (Tabulka 6 a 8).
VEtsi mnozstvi produktu OP-H2 vznikd pfi vysSich potencidlech. Voltametrickymi
experimenty byl zjistén vznik p-benzochinonu v molekule 5-HMT ve druhém oxida¢nim
kroku (B) 5-HMT. Této latce odpovida hmotnost m/z 326. V hmotnostnim spektru produktu
OP-H2 (Obr. 5.33 ¢) je pozorovatelna ztrata dvou CO (Ptiloha 14, str. 128), které se mohly
odtrhnout pravé z p-benzochinonu (Schéma 10, str. 77). Tato hypotéza je také podpotena
shodou maxim UV-Vis spekter produktu OP-H2 (250 nm, 295 nm a 330 nm) potizené¢ho
simultdnné¢ se zaznamem MS spektra na PDA detektoru a naméfeného UV-Vis spektra

standardu p-benzochinonu v prostfedi voda/methanol (1:1, v/v).

Produkty elektrolyzy 5-HMT s m/z 356

V roztocich 5-HMT elektrolyzovanych pfi potencialu piku B byly nalezeny tfi produkty
se stejnou hmotnosti protonované molekuly [M + H]" m/z 356, ale rozdilnymi fragmentaénimi
spektry (Obr. 5.33 d, e, f). Z elementarniho slozeni vSech tii izomert s m/z 356 (Tabulka 8) je
ziejmé, Ze produkty budou mit na rozdil od 5-HMT jeden atom kysliku navic a o dva atomy
vodiku mén¢. Nejpolarnéjsi z nich OP-H3, ktery je zaroven nejpolarnéjsi ze vSech produkt
elektrolyzy 5-HMT, vychdazel z kolony s reten¢nim ¢asem tg = 1,8 min a vznikal elektrolyzou

predevsim v kyselém prostfedi (pH 3,0; 900 mV). Stejn€ jako u produktu OP-HI, kde doslo
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k dehydrogenaci 5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou, je u produktu OP-H3 v MS?
spektru (Obr. 5.33 d, Piiloha 15, str. 129) pozorovana ztrata CO, coz naznacuje, Ze tento
produkt by mohl také obsahovat aldehydickou skupinu. Byly pozorovany tii neutralni ztraty
obsahujici kyslik (kombinace ztrat CO a H,0), coz naznacuje piitomnost aldehydické skupiny
a dvou hydroxy skupin na benzenovém jadie. Ztrata H,O je snadna pro dvé hydroxyskupiny
na benzenovém jadie navdzané navzéajem v o-poloze. V literatufe je ve fragmentacnim spektru
pyrokatecholu ziskaného riznymi ionizacnimi technikami (EI [199] nebo APCI [200]) vidét
intenzivni ion po odstépeni vody z molekuly pyrokatecholu. Nejintenzivnéj$i fragmentovy ion
spektra produktu OP-H3 m/z 209 odpovida ztrat¢ CO, vody a diisopropylaminu. Béhem
elektrolyzy 5-HMT tedy s velkou pravdépodobnosti dochazi k hydroxylaci produktu OP-H1
do polohy 3 za vzniku produktu OP-H3, Schéma 10, str. 77).

Druhy izomer s m/z 356, produkt OP-H4, vychazel z kolony v ¢ase tg=2,1 min a jeho
nejveétsi mnozstvi bylo nalezeno v neutrdlnim roztoku 5-HMT elektrolyzovaném
pii potencidlu 900 mV. Pfi mé&feni MS* spektra tohoto produktu srampou vy$si kolizni
energie 10-20 eV, 15-30eV, nebo 15-35eV byl ion prekurzoru zcela fragmentovan
a ve spektru tak nebyl znatelny. Po sniZeni energie na 5-15 eV byl ion prekurzoru [M + H]"
m/z 356 jiz pozorovatelny (Obr. 5.33 ). Nejintenzivnéjsi pik spektra m/z 227 odpovidal ztraté
diisopropylaminu a CO. Ve spektru byl také pozorovatelny pik s m/z 296 odpovidajici ztraté
CO a CH30H (Ptiloha 16, str. 130). Na rozdil od OP-H3 je u produktu OP-H4 pozorovatelna
ztrata methanolu, coz vede k domnénce, ze 5-hydroxymethylova skupina zde zlstava
nezménéna. Ve spektru byly nalezeny fragmenta¢ni ionty s m/z 153 odpovidajici hmotnosti
molekuly 4-(hydroxymethyl)-3-methylcyklohex-3,5-dien-1,2-dionu a m/z 139 korespondujici
s hmotnosti molekuly 4-(hydroxymethyl)cyklohex-3,5-dien-1,2-dionu. Struktura OP-H4 by
tedy mohla obsahovat o-chinon (Schéma 10, str. 77).

Ttetim, nejméné polarnim izomerem m/z 356 je produkt OP-HS5 s reten¢nim casem
tg=2,3 min. Jako jediny ztéchto tfi izomert vznikal i v zésaditém prostiedi, kde bylo
nalezeno jeho nejvétsi mnozstvi (pH 9,0; 900 mV). Stejné jako u OP-H4 je v MS? spektru
(Obr. 5.33 £, Priloha 17, str. 131) pozorovatelna ztrata CH3;OH, ale zaroven je vidét ztrata H,O
a diisopropylaminu (A 119) jako u standardu 5-HMT (u OP-H4 tato ztrata neni). Ve spektru je
také pozorovatelny fragmentovy ion sm/z 123 odpovidajici hmotnosti molekuly
4-hydroxybenzaldehydu a fragmentovy ion s m/z 105 korespondujici s hmotnosti molekuly

4-methylencyklohex-2,5-dienonu. Uvedena fakta vedou k zavéru, Ze oxidace u produktu
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OP-H5 by mohla byt sméfovana na nesubstituované benzenové jadro do p-polohy

(Schéma 10, str. 77).
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Obr. 5.33. MS spektrum standardu 5-HMT (a) a jeho oxida¢nich produkti: OP-HI1 (b), OP-H2 (c), OP-H3
(d), OP-H4 (e), OP-HS5 (f), OP-H6A (g) a OP-H6B (h) zméfené po elektrolyze 5-HMT pfi 0,9 V v roztoku
o pH 3 (OP-H1, OP-H3), pH 7 (OP-H2, OP-H4, OP-H6A a OP-H6B) a pH 9 (OP-H5). Spektra byla ziskana za
pouziti rampy kolizni energie 15-35 ¢V bez predeslé separace iontu (b, c) a s predeslou separaci iontu (a, d, f —
h). Spektrum (e) bylo ziskano za pouziti rampy kolizni energie 5—15 eV s piedeslou separaci iontu.



Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 372

V roztocich 5-HMT elektrolyzovanych pfi potencialu piku B byly nalezeny dva
produkty OP-H6A a OP-H6B s protonovanou molekulou [M+H]" m/z372. Nejvétsi
mnozstvi obou produktii bylo nalezeno v roztocich o neutrdlnim pH (900 mV). Produkt
OP-H6A byl zkolony eluovan v retenénim case tg=2,1 min a produkt OP-H6B v Case
tg= 2,6 min (Tabulka 8).

Fragmentac¢ni spektra obou izomert jsou odlisna (Obr. 5.33 g, h), nékteré fragmentové
ionty vSak maji spolecné (Ptiloha 18 a 19, str. 132 a 133) ovSem s rGiznou intenzitou. V obou
spektrech jsou pozorovatelné predevSim ztraty vody, formaldehydu, diisopropylaminu
abenzenu. V MS? spektru produktu OP-H6B jsou navic ziejmé ztraty methoxylového
radikalu. Produkt OP-H6B by tedy mohl vznikat methoxylaci 5-HMT do polohy 5, ktera je
jiz obsazena hydroxymethylem za vzniku odpovidajiciho cyklohexadienonu (Schéma 10,
str. 77). V literatufe je substituce do jiz obsazené pozice na benzenovém jadie popsana [89].
U produktu OP-H6A je ve spektru viditelna ztrata diisopropylaminu a vody (A 119) stejné
jako u 5-HMT a OP-HS5. Produkt OP-H6A by mohl vznikat methoxylaci na substituované
benzenové jadro 5-HMT s velkou pravdépodobnosti do polohy 3 (Schéma 10, str. 77).

Dimerni produkty elektrolyzy 5-HMT

Elektrolyzou 5-HMT v kyselém prostiedi pii potencidlu 900 mV vznikd mnoho
strukturné¢ odlisSnych dimert (OP-H7 — OP-H14) s rozdilnou retenci (7abulka 8). V Case
tg= 2,8 min byl nalezen produkt OP-H7 s protonovanou molekulou [M + H]" m/z 665. Podle
sumarniho vzorce (7Tabulka §) by mohlo jit o dimer vznikly spojenim 5-HMT a OP-H2
(chinon). Nejintenzivnéjsi fragmentovy ion spektra (Obr. 5.34 a) s m/z 538 odpovida ztraté
N-isopropyl-N-vinylpropan-2-aminu (Ptiloha 20, str. 134). Dimer OP-H7 by mohl vznikat
vazbou C—C nejpravdépodobnéji v polohach 3 (Schéma 10, str. 77).

Dalsi dimerni produkt OP-H8 poskytoval chromatograficky pik v Case tz=2,9 min
s protonovanou molekulou [M + H]" m/z 681. Podle sumarniho vzorce (Tabulka 8) se jedna
o dimer vznikly spojenim dvou molekul 5-HMT. Tento dimer byl jako jediny pfitomen
1v zasaditém prostiedi, pficemz jeho nejvétsi mnozstvi obsahoval vzorek elektrolyzovany
vroztoku o pH9,0 pfi potencidlu piku A (500 mV). Vyssi obsah produktu OP-H8
v alkalickém prostfedi, oproti kyselému a neutralnimu prostfedi, je zfejmé disledkem mensi
koncentrace monomernich produkti oxidace 5-HMT schopné tvofit dimery v alkalickém
prostiedi. Ve fragmentatnim spektru (Obr. 5.34 b) je pozorovatelnd ztrdta maximalné tii

atomu kysliku ve formé vody, CO nebo formaldehydu (Pfiloha 21, str. 135). Dimer by mohl
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vzniknout tvorbou vazby C-O, do které je zapojen pravdépodobné kyslik z hydroxyskupiny

vazané piimo na benzenové jadro a uhlik v poloze 3 (Schéma 10, str. 77).
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Obr. 5.34. MS spektra dimernich oxidacnich produktt 5-HMT: OP-H7 (a), OP-H8 (b), OP-H9 a OPH10
(c), OP-H11 (d), OP-H12 (e), OP-H13 (f) a OP-H14 (g) zméfené po elektrolyze 5-HMT pii 0,9 V v roztoku
o pH 3 (OP-H7, OP-H9, OP-H10 OP-H11 a OP-H14) a pti 0,5 V v roztoku o pH 9 (OP-H8, OP-H12 a OP-H13).
Spektra byla ziskana za pouziti rampy kolizni energie 15-35eV bez predeslé separace iontu (b, e, f)
a s predeslou separaci iontu (a, c, d, g).

Dalsi dimer OP-H9 byl zaznamenan v retencnim case tgr=2,6 min s protonovanou
molekulou [M +H]" m/z 695. V ¢ase tg=2,7 min se eluoval dimer OP-H10 se stejnou
hmotnosti, sumarnim vzorcem 1ishodnym fragmenta¢nim spektrem (Obr. 5.34 ¢). V cCase

tgr= 3,3 min byl eluovan produkt OP-HI11 také se stejnym sumarnim vzorcem, ale odliSnym
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fragmentacnim spektrem nez predchozi dva dimery (Obr. 5.34 d). VSechny tyto tfi izomerni
dimery se podle sumérniho vzorce a ptesnych hmot (Tabulka 8) skladaji z jedné molekuly
5-HMT a jedné molekuly produktu OP-H3, OP-H4 nebo OP-HS5. Naskytd se zde nckolik
moznosti navazani jednotlivych produkti na 5-HMT. Ke vzniku téchto dimeri muze dojit
pies uhliky v riznych polohach, ptfes vazbu C—O s mnoha kombinacemi propojeni nebo
v uvahu pfichazi vazba mezi dvéma kysliky. Kvili ¢etnému mnozstvi moznych kombinaci 1ze

tedy jen velmi obtizné odhadnout struktury téchto tfi izomert OP-H9 az OP-H11.

Tabulka 8 UPLC/MS charakteristiky 5-HMT a jeho oxidacnich produktii

Latka tg (min) [M+H] (m/z) Suméarnivzorec Chyba (ppm)
5-HMT 2,0 342,2420 C»nH3NO, -3,8
OP-H1 2,3 340,2233 CxnH30NO, -12,9
OP-H2 2,4 326,2102 C21H2sNO, -5,5
OP-H3 1,8 356,2146 CH30NO3 -14,9
OP-H4 izomery 2,1 356,2242 CxH30NO3 4,5
OP-H5 2,3 356,2273 CxH30NO3 13,2
OP-H6A izomery 2,1 372,2514 C23H34NO3 -6,7
OP-H6B 2,6 372,2593 CxH3sNO3 14,5
OP-H7 (dimer) 2,8 665,4357 C43Hs57N2O4 5.9
OP-HS8 (dlmer) 2,9 681 ,4634 C44H61N204 0,4
OP-H9 (dimer) 2,6 695,4477 C44Hs59N2Os 53
OP-H10 (dimer) ¢ izomery 2,7 695,4435 C44Hs59N2Os 1,1
OP-H11 (dlmer) 3,3 695,4492 C44H59N205 9,8
OP-H12 (dimer) 3.8 747,3752 C45Hs51N2Og 14,3
OP-H13 (dimer) 4,0 669,3858 C41Hs3N20g -6,9
OP-H14 (dimer) 4,2 689,3666 C43H19N»O¢ 10,9

tg— retencni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoctenou hmotnosti iontu a experimentaln¢ ziskanou

Dale byly zaznamenéany dimery v retencnich ¢asech tg= 3,8 min (OP-H12), tg=4,0 min
(OP-H13) a tg=4,2min (OP-H14). VMS spektrech mizeme najit jejich protonované
molekuly [M + H]" m/z 747 (OP-H12, Obr. 5.34 ¢), [M + H]" m/z 669 (OP-H13, Obr. 5.34 f)
a[M+ H]" m/z 689 (OP-H14, Obr. 5.34 g). Z MS spekter a sumarnich vzorct (Tabulka 8) je
jejich struktura jen obtizné¢ odhadnutelnd, protoze nevznikaji slou¢enim molekul jiz

navrhovanych struktur.
Bliz8i popis jednotlivych struktur produktl elektrolyz by byl mozny z NMR spekter,
jejichz ziskéani by vSak bylo v tomto ptipad¢ velmi obtizné z divodu nedostacujicich vytézki

oxidacnich produkta pfi elektrolyze pro NMR analyzu.
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5.4. Mechanismus elektrochemické oxidace antimuskarinik

Z vysledkli voltametrickych experimentl a elektrolyzy za konstantniho potencialu
s naslednou analyzou oxidacnich produkti pomoci UPLC/MS byl navrzen mechanismus

elektrochemické oxidace vSech tii studovanych latek (TOL, FES a 5-HMT).

5.4.1. Mechanismus oxidace tolterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace tolterodinu je znazornén ve Schématu 8. V prvnim
reakénim kroku (pik A) dochézi k jednoelektronové oxidaci, ktera mize vést ke vzniku
benzylového radikalu (1), ktery miize byt déale oxidovan na benzylovy kation [197]
a hydrolyzovan za vzniku 5-HMT (OP-T1). Dalsi mozné tautomerni formy benzylového
radikélu (2, 3) mohou byt oxidovany za vzniku produkti OP-T2 a OP-T3. Dale mtize probihat
konkurencni jednoelektronova oxidace za vzniku fenoxy radikalu (4), ktery miize dimerizovat
[201] za tvorby produkti OP-T5 a OP-T6. Deprotonace hydroxyskupiny na aromatickém
kruhu usnadnuje vznik fenoxy radikalu a ndsledné vznik dimerd, coz koresponduje s nartistem

proudu piku A v alkalickém prostiedi (Obr. 5.5).
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Schéema 8 Navrh mechanismu elektrochemické oxidace tolterodinu
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V dal$im reakénim kroku je OP-T1 oxidovan na odpovidajici aldehyd (OP-T4). Tato
reakce je dobfe zaznamenatelnd v kyselém prostfedi, protoze v neutrdlnim a alkalickém
prostiedi pfednostné dochdzi ke vzniku fenoxy radikalti a nasledné dimert. Oxidaci dimert
mohou vznikat oligomery nebo chinoidni struktury (OP-T7). Z tohoto divodu byl
zaznamenan narust piku C. Adsorpce dimerti/oligomert a chinoidnich produktt prokazané ve
voltametrickych experimentech zplisobuji pokryti elektrodového povrchu a znesnadiiuji

elektrodové reakce.

5.4.2. Mechanismus oxidace fesoterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace fesoterodinu je zndzornén ve Schématu 9. Fesoterodin
poskytoval ve voltametrickém zaznamu jeden ireverzibilni oxidacni signal, pti kterém byl
dehydrogenaci pieménén na jeho pfislusSny aldehyd (OP-F1). Tohoto produktu byl
zaznamenan nejvetsi vytézek a navic s timto tvrzenim souhlasi 1 voltametrické experimenty
(Odd. 5.1.2), kdy mé dochdazet k jednoelektronové reverzibilni elektrodové reakci za vzniku
radikalu nasledované ireverzibilni chemickou reakci. Této elektrochemické reakce se ucastni
stejny pocet protonil a elektront, jak ukazuji £, — pH zavislosti. Oxidace substituovanych
benzylalkoholii na pfislusSny benzaldehyd probiha ziejmé ECEC mechanismem [202].
Produkt OP-F1 mitize déale podléhat hydroxylaci za vzniku produktu OP-F2. Samotny FES
muze béhem elektrolyzy podléhat oxidativni N-dealkylaci [193] na produkt OP-F3.
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Schéma 9 Navrh mechanismu elektrochemické oxidace fesoterodinu
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5.4.3. Mechanismus oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace 5-HMT je znazornén ve Schématu 10. V prvnim
reakénim kroku (pik A) dochdzi k jednoelektronové oxidaci, ktera vede ke vzniku fenoxy
radikalu, ktery reaguje za vzniku dimerti (OP-H7, OP-HS). Fenoxy radikal mtze podléhat
dalsi oxidaci za vzniku fenoxoniového kationtu a ten muze byt hydroxylovan za vzniku
odpovidajiciho hydrochinonu, ktery je nasledné¢ oxidovan na piislusny p-benzochinon
(OP-H2), jak bylo popsano pro strukturné¢ podobnou slouceninu [203]. Pies fenoxoniovy

kation muze dochazet také ke vzniku o-chinonu OP-H4.

V prvnim kroku oxidace zaroven dochdzi k dehydrogenaci 5-HMT =za vzniku
aldehydické skupiny (OP-H1). Mechanismus této reakce byl také objasnén a popsan
u strukturné podobné slouceniny [202,203]. OP-H1 muze byt dale oxidovan pies fenoxy
radikdl na fenoxoniovy kation, ktery dale podléha hydroxylaci za vzniku OP-H3
vyskytujiciho se ve dvou tautomernich formach. Hydroxylace mlize byt sméfovana také na
nesubstituované benzenové jadro 5-HMT vznikem produktu OP-HS, jehoZ redukovand forma
vznika metabolizaci v téle krys [204]. Oba aromatické kruhy se tak dostanou do vzajemné
konjugace. B&hem elektrolyzy v prostfedi 50 % CH;OH miZe také dojit k methoxylaci
(OP-H6A a OP-H6B). V piipad€ dimert by bylo mozné navrhnout dalsi struktury, pficemz

jednoznacné rozhodnuti by vyZzadovalo izolaci latek a jejich strukturni analyzu.
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Schéma 10 Navrh mechanismu elektrochemické oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu
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5.5. Elektrochemické chovani rutinu na uhlikovych pastovych

elektrodach

V této kapitole je popsano elektrochemické chovani a stanoveni flavonolu rutinu
voltametrickymi a amperometrickymi technikami na tfech rliznych uhlikovych pastovych
elektrodach: nemodifikované (CPE), modifikované ftalocyaninem zeleznatym (IP/CPE)
a CPE s iontovou kapalinou [hmin][Tf;N] jako pojivem (IL/CPE). Cilem bylo zjistit, jak
modifikace CPE ovliviiuje redoxni pfeménu rutinu a jsou-li studované elektrody pouzitelné

pro stanoveni rutinu v redlném vzorku.

5.5.1. Voltametrické chovani rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach

Jak jiz bylo popsdno v kapitole 2.5.5, oxidace rutinu se odehrava ve dvou po sobé
jdoucich krocich. Prvni redoxni pfeména je z pohledu analytické vyuZitelnosti vyznamnéjsi,
proto jsou nadchazejici experimenty soustfedény na tento proces. Prvni oxida¢ni signal rutinu

je kvazireverzibilni proces zavisly na pH (Obr. 5.35).
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Obr. 5.35. Linearni voltamogramy rutinu Obr. 5.36. Zavislost  proudové  anodické
o koncentraci 0,1 mol/l v B-R pufrech o pH 2 (a), odezvy rutinu (¢ = 0,1 mmol/l) a jeho potencialu na
pH3 (b), pH4 (c), pHS5 (d), pH6 (e), pH7 (), pH. Méfeno CV na CPE pii rychlosti scanu
pH 8 (g), pH 9 (h) a pH 9,5 (i) méfené na CPE pfi 100 mV/s.

rychlosti scanu 100 mV/s.
Zavislost potencialu piku rutinu na pH (Obr. 5.36) je tvofena dvéma linedrnimi tuseky se

smérnicemi -56 mV pH' a -29 mV pH™. Za predpokladu, Ze v prvnim stupni oxidace rutinu
se odstépuji dva elektrony, odpovida vyssi hodnota smérnice zjisténa pro kyselé a neutrdlni
prostiedi ztrat€¢ dvou protoni a niz$i hodnota, zjisténa pro alkalické roztoky, ztrat¢ jednoho
protonu. Prisecik obou pfimkovych usekt pii pH 8,0 by mohl odpovidat zdanlivé disociacni
konstanté¢ rutinu. Spektrofotometricky byla urcena hodnota pK = 7,14 [111], v literatuie je

publikovdna hodnota pK=7,1 [205]. Proud piku rutinu je nejintenzivnéj$i v kyselém
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prostiedi (pH <35), srostoucim pH klesa a pii pH > 10 uz neni pozorovatelny. Pro dalsi
experimenty bylo pouzito pH =4, pii némz rutin poskytuje nejvyssi odezvu (Obr. 5.36)
[111,206].

Predbézné experimenty pro srovnani tfech ptfipravenych CPEs zahrnovaly srovnani
potencialovy rozsah méla elektroda IL/CPE (2,5 V), ve srovnani s CPE (1,5 V) a IP/CPE
(1,3 V), a zéroven vykazovala i nejvyssi proudové pozadi (asi 60x vyssi nez CPE a IP/CPE).
Vysoké proudové pozadi je typické pro elektrody siontovou kapalinou jako pojivem

[106,207].
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Obr. 5.37. Cyklické voltamogramy rutinu na
IP/CPE (a), CPE (b) a IL/CPE (c) naméfené
vroztoku rutinu o koncentraci 0,1 mmol/l
v octanovém pufru pH =4,0 pfi rychlosti scanu
100 mV/s.

Obr. 5.38. Diferen¢ni pulzni voltamogramy
rutinu na IP/CPE (a), CPE (b) a IL/CPE (c)
naméiené v roztoku rutinu o koncentraci 8 pmol/l
v octanovém pufru pH =4,0 pfi rychlosti scanu
20 mV/s, s pulzni amplitudou 0,05 V a sitkou pulzu

0,1s.

Vsechny tfi  studované elektrody davaly cyklické voltamogramy rutinu
s kvazireverzibilni dvojici piktt (Obr. 5.37), jejichz parametry jsou uvedeny v Tabulce 9
Nejvyssi pomér proudu katodického a anodického piku, ktery znaci lepsi reverzibilitu redoxni
reakce rutinu, méla mezi testovanymi elektrodami IP/CPE. Z toho vyplyva, ze ftalocyanin

zeleznaty katalyzuje oxidaci rutinu podobné¢ jako u jinych fenolt a polyfenola [208,209].

Tabulka 9  Parametry CV piku rutinu (c = 0,1 mmol/l) na trech studovanych
uhlikovych pastovych elektrodach.

Elektroda E,, (mV) E,. (mV) AE, (mV) i, £5, (nA) i/i,
CPE 429 363 66 2,2+0,02 0,65
IP/CPE 427 367 60 1,6 £ 0,02 0,76
IL/CPE 450 318 132 21,5+0,32 0,66

E,, — potencial anodického piku, £, — potencial katodického piku (vs. Ag/AgCl, IM-KCI), AE, — rozdil potenciali anodického a katodického
piku, i, - proud anodického piku (primér ze sedmi opakovanych méfeni se smérodatnou odchylkou — s,), i/in — podil katodického
a anodického proudu piku.
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Proud piku rutinu byl témét desetkrat vyssi u IL/CPE nez u CPE. Nicméné vétsi rozdil
potencialii katodického a anodického piku AE, u IL/CPE (dvojnasobny oproti CPE)
a srovnatelny pomér i/i, (Tabulka 9) znaci, ze vyS§i proud piku neni zplsoben
elektrokatalytickym efektem iontové kapaliny, ale spiSe vétsi elektroaktivni plochou
elektrody. Toto tvrzeni podporuje také vysoké proudové pozadi IL/CPE ve srovnéani s CPE.
Stejné jako u CV, také diferen¢ni pulzni voltametrii byla zaznamenana nejvyssi proudova

odezva rutinu na elektrodé IL/CPE (Obr. 5.38).

Byla pozorovana silnd adsorpce rutinu na vSech tfech studovanych elektrodach.
Nejdfive byla studovana samovolna adsorpce rutinu tak, ze elektrody byly ponofeny na 5 min
do roztoku rutinu o koncentraci 2 umol/l, poté byly vyjmuty zroztoku, oplachnuty
destilovanou vodou a vlozeny do elektrochemické cely se zakladnim elektrolytem. Signal
rutinu byl pozorovan u vSech tii elektrod. Vyska piku, ve srovnani s vySkou piku
zaznamenaného v roztoku rutinu o koncentraci 2 pmol/l, odpovidala 77 % pro CPE, 64 % pro
IL/CPE a 50 % pro IP/CPE. Po obnoveni povrchu elektrod uz nebyla v zékladnim elektrolytu
pozorovana zadna odezva, coz vylucuje kontaminaci zdkladniho elektrolytu a také difuzi

roztoku rutinu do hloubky elektrodového materidlu.
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Obr. 5.39. Zavislosti proudové vysky DPV piku rutinu o koncentraci 2 umol/l v octanovém pufru
(pH=4) na potencialu akumulace pfi case akumulace #;, =25s (a) a na case akumulace pii potencidlu
akumulace £, = +0,1 V (b). CPE, rychlost scanu 20 mV/s, pulzni amplituda 0,05 V a $itka pulzu 0,1 s.

Dale byla sledovana zavislost odezvy rutinu na potencidlu a ¢ase akumulace pomoci
DPAdASV. Akumulace v roztoku rutinu o koncentraci 2 umol/I byla nejucinnéjsi pii potencialu
akumulace +0,1 V a Case akumulace 25 s (Obr. 5.39). Pro vSechny tfi elektrody byly zjistény
podobné zavislosti. Z experimentii vyplyva, ze rutin se velmi dobie adsorbuje na povrchu
uhlikovych pastovych elektrod a jeho adsorpce je podpofena vloZenym potencidlem. Silna
adsorpce rutinu tak mutize byt vyuzita pro zvySeni citlivosti stanoveni rutinu pomoci jeho

akumulace na elektrodovy povrch.
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5.5.2. Voltametrické stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach

Kalibra¢ni zavislosti rutinu byly méfeny metodami DPV a DPAdSV se vSemi tfemi
studovanymi elektrodami. Ob¢é metody poskytovaly linearni kalibracni zéavislosti pro oblast
mikromolérnich koncentraci. U DPAdSV bylo dosaZeno nizSich mezi detekce, ale také uzsiho
linearniho koncentracniho rozsahu. Akumulace méla nejvétsi vliv na zvySeni signalu rutinu

u elektrody IL/CPE, kde bylo dosazeno meze detekce 5 nmol/l (Tabulka 10).

Tabulka 10 Parametry regresnich kalibracnich primek rutinu, meze detekce
a stanovitelnosti na studovanych uhlikovych pastovych elektrodach metodou DPV a DPAdSV

Metoda Elektroda (uh(o)lDl'l) (ulr;l?)?l") ats, mMAlpmol) bxs,mA) R*  c(umoll™)
CPE 0,2 0,7 2-10° +8- 10’ -41,9+28,9 09911 02-8

DPV IP/CPE 0,08 0,3 8-10" +2-10° 19.4+6,0 0,9985 0,08—6
IL/CPE 0,6 2,0 8-10" +4-10° 21,1+12,4 09920 0,6—6

CPE 0.01 0.03 5-10% +3- 10’ 2,15+£2,05 09784 0,01 -0,1

DPAASY ’ ’ 9-10% +6- 10’ -171+38  0,9886 0,2-1
IP/CPE 0,02 0,06 8-10° +3- 10’ -13,5+73  0,9935  0,02-0,6

IL/CPE 0,005 0,02 5-10° £2-10° 172 £68  0,9852 0,005 - 0,8

LOD - odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti, a — smérnice kalibra¢ni zavislosti, b — tsek kalibratni piimky, R> — koeficient determinace,
s — smérodatna odchylka, ¢ — linearni koncentra¢ni rozsah

Pro stanoveni rutinu v modelovém vzorku byla pouzita metoda standardniho pridavku.
Stanoveni bylo provedeno DPV a DPAdSV se tiemi ptidavky standardu rutinu. Vysledky jsou

shrnuty v Tabulce 11. Vsechna stanoveni byla pfesna a spravna se spolehlivosti 95 %.

Tabulka 11 Stanoveni rutinu v modelovéem vzorku pouzitim metody standardniho
pridavku, pocet opakovanych mereni n = 5

Metoda  Elektroda & (nmol I'") X (nmol I') sr (%) Bias (%)
CPE 2,00 1,99 2,6 -0,74
0,40 0,42 43 5,06
DPV IP/CPE 2,00 2,01 4,7 0,31
0,40 0,40 4,5 0,98
IL/CPE 2,00 2,07 6,3 3,58
0,40 0,43 7,1 7,22
CPE 0,06 0,057 49 5,53
0,40 0,39 3,6 2,85
DPAdSV IP/CPE 0,06 0,063 5.4 4,50
0,40 0,41 5,1 1,51
IL/CPE 0,06 0,064 9,1 7,27
0,40 0,42 6,8 4,10

s, — relativni smérodatna odchylka, ¢ - Prava hodnota koncentrace rutinu, X — Aritmeticky pramér opakovanych namétenych hodnot koncentrace rutinu

Srovndvaci méfeni bylo provedeno pomoci HPLC/UV-Vis sroztokem rutinu
o koncentraci 2 pmol/l. Pro pét opakovani byla u HPLC/UV-Vis zjisténa relativni smérodatna
odchylka s,=4,3 % avychyleni méfeni (bias) 3,5 %, coz je srovnatelné s hodnotami

ziskanymi voltametrickym métenim (7abulka 11). Nejnizs§i hodnoty smeérodatné odchylky
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cv v

zjistény u IP/CPE. Naopak, nejvétsi smérodatnd odchylka a vychyleni méfeni byly
pozorovany u elektrody IL/CPE.

Voltametrické stanoveni rutinu bylo testovano na readlném vzorku semen pohanky seté
(Fagopyrum esculentum moench.). Pro extrakci rutinu byly pouzity ¢ty extrakéni postupy:
extrakce varem (BWE), Soxhletova extrakce (SE), vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PSE)
a superkriticka fluidni extrakce (SFE). Cilem bylo nalézt nejvhodnéjsi metodu pro izolaci

rutinu z pohankovych semen. Pro voltametrické stanoveni byla pouzita DPV bez akumulace.

i/ nA

260 360 460 560
E/mV (vs. Ag/AgCI/IM-KCI)

Obr. 5.40. Diferen¢ni pulzni voltamogramy desetkrat fedéného BWE extraktu z pohankovych semen (a)
a Ctyfi standardni pfidavky roztoku rutinu: 20 nmol (b), 40 nmol (c), 60 nmol (d) a 80 nmol (e) v octanovém
pufru pH = 4 jako zakladnim elektrolytu (f) na IP/CPE.

Extrakty ziskané¢ metodou SFE neposkytly zadny elektrochemicky signal rutinu. Pouzité
rozpoustédlo, oxid uhliity, je zfejm¢ nevhodny pro extrakci tohoto polarniho analytu.
Ve vzorcich PSE extraktl byla zaznamendna odezva pii 0,1 V, coz je niz8§i potencial nez
poskytuje rutin. Tento signal odpovidd nejpravdépodobnéji oxidaci kvercetinu, jak bylo
zjisténo piidavkem standardniho roztoku kvercetinu do meétfené¢ho vzorku PSE extraktu.
Pfitomnost kvercetinu misto rutinu mize byt vysvétlena bud’ hydrolyzou rutinu na jeho
aglykon, kvercetin, nebo, coz je vice pravdépodobné, prednostni extrakci méné polarniho
kvercetinu do mén¢ polarniho rozpoustédla (acetonu). V extraktu ziskaném metodou SE byl
rutin detegovan, ale jeho signal se piekryval se signalem kvercetinu, coz znemoZznilo rutin
v tomto extraktu stanovit. V extraktu ziskaném metodou BWE byl detegovan pouze rutin,
nebot’ méné polarni kvercetin je ve vodé hlife rozpustny. V tomto extraktu mohl byt rutin
stanoven. Vysledky stanoveni obsahu rutinu v BWE extraktu metodou standardniho ptidavku

(Obr. 5.40) jsou shrnuty v Tabulce 12.
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Tabulka 12 Zjistené hodnoty obsahu rutinu vyjadrené v mg/100g suSenych
pohankovych semen

Elektroda x (mg/100 g) s (mg/100 g)
CPE 11,8 0,8
IP/CPE 12,3 2,1
IL/CPE 11,0 0,6
HPLC/UV-Vis 11,4 0,1

s — smérodatna odchylka

Referencni metodou HPLC/UV-Vis byl stanoven srovnatelny obsah rutinu v extraktu
ziskaném metodou BWE. Tyto vysledky koresponduji s obsahem rutinu v pohankovych
semenech uvedenymi v literatuie (13,6 mg/100 g) [210]. VSechny tfi elektrody jsou tedy
pouzitelné pro stanoveni rutinu v modelovém vzorku irealném vzorku pohanky, kde vSak

velmi zalezi na volbé extrakéniho postupu a zejména rozpoustédla.



5.5.3. Amperometrické stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach

Kromé¢ voltametrickych technik byla pro stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych
elektrodach zvolena také amperometrie. Vedle klasického pouziti ve volumetrii a coulometrii
pfi detekci bodu ekvivalence (amperometrické a biamperometrické titrace), ma tato metoda
velky vyznam také v oblasti analyzy latek v toku kapaliny (kontinualni analyzatory, detekce v
separacnich metodach). Specidlni konstrukce amperometrickych cel jsou pouzivany jako
detektory latek v proudicich kapalinach a nalézaji Siroké praktické uplatnéni rovnéz pii
detekci plynnych latek v plynném ¢i kapalném prostredi, napiiklad Clarkliv senzor pro

stanoveni plynt v komplikovanych matricich jako jsou biologické tekutiny [211].

Amperometrické méfeni rutinu bylo provadéno v michaném roztoku v ttielektrodovém
elektrochemickém clanku s pracovnimi uhlikovymi pastovymi elektrodami, pouzitymi k vyse
popsanym voltametrickym experimentiim. Po opakovanych néstticich standardniho roztoku
rutinu dochazelo u vsech tfi testovanych elektrod ke zvySovani Sumu (Obr. 5.41), coz mohlo
byt zplusobeno adsorpci rutinu nebo jeho oxidacnich produktii na povrch elektrody.
U elektrody modifikované iontovou kapalinou byl Sum pozorovan uz pii nizkych

koncentracich rutinu (5 umol/l), coz znesnadiiovalo vyhodnocovani amperogramu.
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Obr. 5.41. Amperogramy a odpovidajici kalibracni zavislosti rutinu na CPE (a), IP/CPE (b) a IL/CPE (c)
pfi potencialu 500 mV.

Byla snaha vyvinout metodu, ktera by potlaila nezadouci Sum. Pouzitim pulzni
techniky zahrnujici Cistici krok pfi -300 mV po dobu 30 s (Obr. 5.42) doslo k vyznamnému
zlepseni poméru signal/Sum. U pulzni techniky bylo také dosazeno nizSich hodnot mezi
ZvySovani koncentrace mélo za nasledek nelinearitu kalibraéni zévislosti (Obr. 5.42)
v disledku adsorpce rutinu nebo jeho produkt na povrch elektrody. U nemodifikované CPE

-----

amperometrické techniky (Tabulka 13).
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Obr. 5.42. Pulzni amperogramy (proudy zahrnujici Cistici pulzy byly pro ptehlednost z amperogrami
odebrany) a odpovidajici kalibracni kiivky rutinu na CPE (a), IP/CPE (b) a IL/CPE (c). Potencial byl nastaven na
+600 mV na 60 s, nasledoval Cistici krok pfi -300 mV, béhem kterého byl do mérné cely nadavkovan alikvotni
podil roztoku rutinu.

Tabulka 13 Parametry regresnich kalibracnich primek rutinu na uhlikovych pastovych
elektrodach ziskané z amperometrickych meéreni

LOD LOQ ats, b=s, 5 ¢
Metoda Elektroda 1 " 1 R 1
(umolI'")  (umolI') (nA 1 mmol”) (nA) (umol I”)

CPE 1,31 1,94 63,1+0,8 -0,16 = 0,01 0,9987 5,0-275

Amperometrie IP/CPE 1,60 2,33 41,9+0,9 0,04 0,01 0,9985 2,5-225

IL/CPE 8,77 12,95 44+0,1 -0,04 0,01 0,9991 25,0 -200

Pulzni CPE 0,20 0,29 24,6+ 0,4 0,01 +£0,01 0,9967 0,25 -3,15

. IP/CPE 0,50 0,75 45,0+ 0,3 -0,02+0,01 0,9997 2,5-243
amperometrie

IL/CPE 3,05 4,20 96,4+ 5,1 0,20+0,04 0,9891 2,5-123

LOD - odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti,  — smérnice kalibraéni zavislosti, b — Gsek kalibra¢ni pfimky, R? — koeficient determinace,
s — smérodatna odchylka, ¢ — linearni koncentra¢ni rozsah

Byla vyvinuta pulzni amperometrickd metoda vyrazné¢ potlacujici Sum zplsobeny
adsorpci rutinu nebo jeho oxidacnich produktli na povrch vSech studovanych uhlikovych

pastovych elektrod. U bezpulzni metody byla nejcitlivéjsi detekce s CPE, ¢emuz odpovida

1nejveétsi smérnice kalibracni zavislosti. U pulzni amperometrie byla podle smérnice

vV
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6. Zavér

Elektrochemické chovani dvou antimuskarinovych 1é¢iv, tolterodinu a fesoterodinu,
a jejich spole¢ného aktivniho metabolitu 5-hydroxymethyltolterodinu bylo sledovano tfemi
ruznymi elektrochemickymi technikami (CV, DPV, SWV). Nejdiive byla provedena
voltametricka méteni, dale byly latky separovany za pouziti HPLC s elektrochemickou
detekci s borem dopovanou diamantovou elektrodou a vSechny tfi latky byly také
elektrolyzovany v rtiznych prostfedich s pouzitim coulometrie za konstantniho potencialu
snaslednou UPLC/ESI-MS analyzou oxida¢nich produkti. Také bylo studovéano
elektrochemické chovani rutinu voltametrickymi a amperometrickymi technikami na

uhlikovych pastovych elektrodach.

Elektrochemické chovani studovanych latek je silné zavislé na pH. Z voltametrickych
analyz byly zjistény dva ireverzibilni oxidacni stupné tolterodinu, pfi¢emz pii pH>6 se
objevoval tfeti anodicky signal. FES poskytoval pouze jeden ireverzibilni oxidacni pik.
V alkalickém prostfedi vSak dochazelo k samovolné hydrolyze FES na 5-HMT. V zdznamu
cyklické voltametrie 5-HMT byly v anodické ¢asti patrné dva oxidaéni signdly a v katodické

oblasti jim odpovidajici dva reduk¢ni piky.

Byla vyvinuta metoda chromatografické separace TOL, FES a 5-HMT technikou HPLC
s elektrochemickou detekci. Jako elektrochemické c¢idlo byla zvolena borem dopovana
diamantova elektroda. Pro izokraticky mod se jako mobilni faze nejlépe osvédcila smés
acetonitril/fosfatovy pufr pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l v poméru 30:70 (v/v). Ze Ctyt
testovanych kolon bylo nejptiznivéjsSich vysledki dosazeno na koloné Nucleodur® CN-RP
3 um, 125 x2 mm L D., protoZze nejlépe potlacila rozdily v polarité studovanych latek pfi
zachovani pozadovaného rozliSeni analyti. Odhady mezi detekce se pohybovaly v jednotkach

nmol/l. Tato metoda se muze stat soucasti postupu vhodného ke stanoveni studovanych latek

v moc¢i nebo plazmé.

Za pouziti coulometrie za konstantniho potencialu byly TOL, FES a5-HMT
elektrochemicky oxidovany a produkty elektrolyzy byly nasledné analyzovdny metodou
UPLC/ESI-MS. Elektrolyza TOL vedla ptedevsim ke vzniku hydroxyderivati a dimera. FES
byl elektrolyzovan za vzniku ptislusného aldehydu. Elektrolyzou 5-HMT vznikalo nejvéEtsi
o produkty vznikl¢ dehydrogenaci, hydroxylaci, methoxylaci nebo dimerizaci. Mezi produkty

elektrochemické oxidace studovanych antimuskarinik byly nalezeny i latky vznikajici
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metabolickou cestou v zivych organismech. Elektrolyzou tolterodinu vznikl produkt OP-T1,
jehoz struktura odpovidd 5-HMT, hlavnimu metabolitu TOL v lidském téle i v télech
pokusnych zvitfat [115,208]. Elektrolyzou 5-HMT byl ziskdn produkt OP-HS, jehoz

redukovana forma vznika metabolizaci v téle krys [208].

Bylo studovano elektrochemické chovani rutinu na ttech CPEs: nemodifikované (CPE),
modifikované ftalocyaninem Zeleznatym (IP/CPE) a s iontovou kapalinou [hmin][Tf,N] jako
pojivem (IL/CPE). Bylo zji§téno, Ze modifikator ftalocyanin zeleznaty mé elektrokatalyticky
ucinek na oxidaci rutinu. Iontova kapalina zvySovala proudovou odezvu rutinu se sou¢asnym
zvySenim proudového pozadi, coz je ziejme zpusobeno zvétSenim elektroaktivni plochy
elektrody. Rutin je siln€¢ adsorbovan na povrch vSech studovanych pracovnich elektrod, coz
bylo vyuzito ke zvyseni citlivosti pouzitim metody DPAdSV. S touto technikou tak bylo na
IL/CPE dosazeno meze detekce 5 nmol/l. CPEs pifi amperometrickych méfenich za
konstantniho potencialu vykazovaly velky Sum. Pro jeho potlaceni byla navrzena pulzni
amperometrickd metoda zahrnujici Cistici krok pfi -300 mV po dobu 30s, se kterou bylo
navic dosazeno nizSich LOD. VSechny testované CPEs jsou pouzitelné pro analyzu rutinu

v realnych vzorcich, jak bylo prokazano na analyze extraktii ze semen pohanky seté.
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Seznam symboli a zkratek

5-HMT
o

A

APCI
AU
BDD
BER
B-R pufr
BSTFA
BWE
CE
CNTPE

CPE

CPEs

CvV

D

DESI
DNA
DNA/CPE
DPAdSV

DPV
E*

5-hydroxymethyltolterodin

Koeficient pfenosu naboje

Aktivni plocha elektrody

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Absorban¢ni jednotka

Borem dopovana diamantova elektroda
Berberin

Britton-Robinsontiv pufr

N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
Extrakce varem ve vode¢ (z angl. ,,Boiling Water Extraction™)
Kapilérni elektroforéza

Uhlikova pastova elektroda s mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubi¢kami
(z angl. ,,Multi-Wall Carbon-Nanotube Paste Electrode*)

Uhlikova pastova elektroda (nemodifikovana)

Uhlikové pastové elektrody

Cyklicka voltametrie

Diflizni koeficient

Desorpéni ionizace elektrosprejem

Deoxyribonukleova kyselina

Uhlikova pastova elektroda modifikovanéa deoxyribonukleovou kyselinou

Diferen¢ni pulzni adsorptivni rozpoustéci voltametrie (z angl. ,,Differential
Pulse Adsorptive Stripping Voltammetry*

Diferenc¢ni pulzni voltametrie
Standardni redox potencial
Potencial akumulace
Konec¢ny potencial (,,final)
Pocatecni potencidl (,,initial®)

Ireverzibilni elektrodova reakce
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Epa Potencial anodického piku

Epx Potencial katodického piku

E, Reverzibilni elektrodova reakce

Es Ptepinaci potencidl (,,switching*)

EC/LC/MS Spojeni elektrochemie s kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci
EC/MS Spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii
EC/NMR Spojeni elektrochemie s nuklearni magnetickou rezonanci
EI Elektronové ionizace

ESI Ionizace elektrosprejem

ESI-MS Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

FAB Bombardovani rychlymi atomy

FePc Ftalocyaninové komplexy Zeleza

FES Fesoterodin

FTIR Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
GC Plynova chromatografie

GC/MS Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GCE Elektroda ze skelného uhliku

[hmim][Tf,N]  Iontova kapalina
1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imid

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

ipa Proud anodického piku

Ipk Proud katodického piku

I. D. Vnitini primér (z angl. ,,Internal Diameter*)

ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem

IL Iontova kapalina

IL/CPE Uhlikova pastova elektroda s iontovou kapalinou jako pojivem

IP Ftalocyanin zeleznaty

IP/CPE Uhlikova pastova elektroda modifikovana ftalocyaninem zZeleznatym
IS Vnitini standard (z angl. ,,Internal Standard*)

k Retenc¢ni faktor



Kchem Chemicka rychlostni konstanta

k; Rychlostni konstanta

k° Standardni rychlostni konstanta

LC/MS Kapalinovéa chromatografie s hmotnostni detekci

LOD Mez detekce

LOQ Mez stanovitelnosti

LSV Linearni voltametrie (z angl. ,,Linear Sweep Voltammetry*)

[M+H]" Protonovana molekula

MALDI Laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (z angl. ,,Matrix-Assisted

Laser Desorption/Ionization®)

MIP-MWNPE  Uhlikovd pastovd elektroda s molekularné tiSt€énym  polymerem
a mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami (z angl. ,,Molecularly
Imprinted Polymer-Multiwall Carbon Nanotube Paste Electrode®)

MPc Ftalocyaninové komplexy kovt (z angl. ,,Metal Phthalocyanines®)
MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie

% Rychlost scanu

NMR Nuklearni magneticka resonance

OP-F Oxidacni produkt fesoterodinu

OP-H Oxidacni produkt 5-hydroxymethyltolterodinu

OP-T Oxidacni produkt tolterodinu

PB Ionizace svazkem castic (z angl. ,,Particle Beam*)

Pd/H, Hydrogen-palladiova referentni elektroda

PDA Detektor diodového pole (z angl. ,,Photo Diode Array*)

pKa, Disociacni konstanta (- log K)

PSE Akcelerovana extrakce (z angl. ,,Pressurized Solvent Extraction”)
QqQ Trojity kvadrupol

Q-TOF Hybridni kvadrupélovy pruletovy analyzator

R Molérni plynova konstanta

R’ Koeficient determinace

R, RozliSeni

RP Reverzni faze



St
SCE
SE
SERS
SFE
SWV

lak

IR

R’

TOF
TOL
TSP-MS
UPLC
UPLC/MS
UUI
UV-Vis
ZE

Smérodatna odchylka

Relativni smérodatnd odchylka

Nasycena kalomelova referentni elektroda

Soxhletova extrakce

Povrchem zesileny Ramantiv rozptyl

Nadkriticka fluidni extrakce (z angl. ,,Supercritical Fluid Extraction™)
Square-wave voltametrie

Absolutni teplota

Cas akumulace

Retencni Cas

Redukovany reten¢ni Cas

Priletovy analyzator (z angl. ,,Time of Flight*)

Tolterodin

Hmotnostni spektrometrie s termosprejem

Ultrata¢inna kapalinova chromatografie

Ultrata¢inna kapalinovéa chromatografie s hmotnostni detekci
Urgentni inkontinence (z angl. ,,Urinary Urge Incontinence*)
Spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra

Zakladni elektrolyt
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P¥ilohy

Priloha 1 Tabulka fragmentli protonované molekuly [M+H]Jr tolterodinu (Cy,H3,NO, m/z = 326,2483), jeho hmotnostni spektrum
ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s ptedeslou separaci iontu a jeho struktura

Chyba Teoretickd  Sumarni  Teoretickd Chyba

SII

m/z Neutralni . , : . . .
(M+H]" Strata Sumarni vzorec ztraty ztraty hmot’nost \{zorec hmotnost iontu Nazev ztrat
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)

326,2483 - - - - CyH3NO 326,2484 -01 -
284,1973 42,0510 CsH¢ 4,0 42,0470 CygHy6NO 284,2014 -4,1  propen
225,1293 101,1190 CgHysN -1,5 101,1205 Cy6H470 225,1279 1,4 diisopropylamin
197,0961 129,1522 CgHqgN (CgH1sN, CoHy) 0,4 129,1518 Cy4H450 197,0966 -0,5 diisopropylamin, ethen
179,0857 147,1626 CgH,;NO (CgHysN, C,H,, H,0) 0,3 147,1623 CyyHqq 179,0861 -0,4  diisopropylamin, ethen, voda
169,1020 157,1463 CgHgNO (CeHqsN, C,H,4, CO) -0,4 157,1467 Cy3Hqs 169,1017 0,3  diisopropylamin, ethen, oxid uhelnaty
147,0804 179,1679 C;,H,;N (C¢HysN, CgHg) 0,5 179,1674 CyoH,,0 147,0810 -0,6 diisopropylamin, benzen
121,0643 205,1841 Cy4Hy3N (CgH4sN, CgHg, CoH5) 1,0 205,1831 CgHqO 121,0653 -1,0 diisopropylamin, benzen, ethyn
119,0846 207,1637 C43H,1NO (CeHysN, CeHg, CO) 1,4 207,1623 CgHyq 119,0861 -1,5 diisopropylamin, benzen, oxid uhelnaty
117,0698 209,1785 C43H,3NO (C;HgO, CgHysN) 0,5 209,1780 CqHq 117,0704 -0,6 diisopropylamin, p-kresol
102,1280 224,1203 Cy3H;60 0,2 224,1201 CgHygN 102,1283 -0,3 4-methyl-2-(1-fenylallyl)fenol

91,0537 235,1946 C;5H,5NO (CgHq7N, C;HgO) 1,0 235,1936 C;H; 91,0548 -1,1 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, p-kresol

72,0819 254,1664 C;gH»,0 (CisH4160, CsHg) -0,7 254,1671 C4HyoN 72,0813 0,6  4-methyl-2-(1-fenylethyl)fenol, propen

60,0823 266,1660 C19H»,0 (CigH160, CsHg) -1,1 266,1671 C3HyoN 60,0813 1,0  4-methyl-2-(1-fenylallyl)fenol, propen

100+ 147.0804
121.0643
197.0961 326.2483
2841973 OH Y
Fr2.0819 O N
HaC \(
0 m/z 0
50 100 150 200 250 300 350



Priloha 2 Tabulka fragmentll protonované molekuly [M+H]  5-hydroxymethyltolterodinu (C,,H3,NO,, m/z = 342,2420), jeho
hmotnostni spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedesSlou separaci iontu a jeho struktura

m/z Neutralni Chyba Teoretickd Sumdarni Teoretickd Chyba

911

+ X Sumarni vzorec ztraty ztraty hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nazev ztrat

[M+H] ztrata i ) .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
342,2420 - - - - CpHy,NO, 3422433 -1,3 -
300,1960 42,0460 C;Hq 0,9 42,0469 CiH,,NO, 300,1964  -0,4 propen
223,1120 119,1300 CgH,;NO (C4HisN, H,0) -1,0 119,1310 C,eH;50 223,1123  -0,3 diisopropylamin, voda
213,0907 129,1513 CgHyoN (CeHqsN, CoH,) 0,4 129,1517 CyH150, 213,0916  -0,9 diisopropylamin, ethen
195,0819 147,1601 CgHp;NO (CeHqsN, CoH,, H,0) 2,2 147,1623 CyH;,0 195,0810 0,9 diisopropylamin, ethen, voda
183,0801 159,1619 CyH,;NO (CeHqsN, C,H,, CH,O) 0,4 159,1623 Cy3H;,0 183,0810  -0,9 diisopropylamin, ethen, formaldehyd
167,0854 175,1566 CgH,;NO, (CgH4sN, C,H,, H,0, CO) -0,6 175,1572 Cy3Hy; 167,0861 -0,7 diisopropylamin, ethen, voda, oxid uhelnaty
163,0752 179,1668 Cy,HyN (CeHysN, CoHe) 0,6 179,1674 CyoHy0, 163,0759  -0,7 diisopropylamin, benzen
133,0649 209,1771 C43H,3NO (CgHy5N, CeHg, CH,0) -0,9 209,1780 CgH4 O 133,0653 -0,4 diisopropylamin, benzen, formaldehyd
117,0696 225,1724 C43H,3NO, (CgH4sN, C;HgO,) -0,5 225,1729 CgHq 117,0704 -0,8 diisopropylamin, 4-(hydroxymethyl)fenol
107,0499 235,1921 C;5H,5NO (CeHqsN, CH,4, CgHg, CO) -1,5 235,1936 C,H,0 107,0497 0,2 diisopropylamin, ethen, benzen, oxid uhelnaty
105,0697 237,1723 Cy4H,3NO, (CgH4sN, CgHg, CH,0, CO) -0,6 237,1729 CgHq 105,0704 -0,7 diisopropylamin, benzen, formaldehyd, oxid uhelnaty
105,0336 237,2084 C;5H,7NO (Cy5Hy5N, H,0) -0,9 237,2093 C;H;0 105,0340 -0,4 N,N-diisopropyl-3-fenylpropan-1-amin, voda
102,1275 240,1145 CyeH;60, -1,3  240,1158 CgHigN 102,1275 0,0 4-(hydroxymethyl)-2-(1-fenylallyl)fenol
91,0542 251,1878 C45H,5NO, (C;HgO,, CgHq7N) -0,7 251,1885 C;H, 91,0548 -0,6 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, 4-(hydroxymethyl)fenol
72,0805 270,1615 C;gH,,0, (C15H4160,, C3He) -0,5 270,1620 C4HioN 72,0813 -0,8 4-(hydroxymethyl)-2-(1-fenylethyl)fenol, propen
100+ 2931120 3422420
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Priloha 3

Tabulka fragmentii protonované molekuly [M+H]" fesoterodinu (C,sH3sNOs, m/z = 412,2844), jeho hmotnostni spektrum

ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s pfedeslou separaci iontu a jeho struktura

o Chyba Teoretickd Sumarni Teoretickd Chyba
m/z Neutralni . . , . . .
+ i Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata i ; .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
412,2844 - - - - CyHNO; 412,852  -0,8 -
370,2383 42,0461 CsiHg 0,9 42,0470 CyHi;NO;  370,2382 0,1 propen
342,2442 70,0402 C4H¢O (C3Hg, CO) -1,7 70,0419 Cy,H;,NO,  342,2433 0,9 propen, oxid uhelnaty
300,1969 112,0875 C,H;,0 (C3Hg, CO, CsHg) -1,3 112,0888 C;oH,,NO, 300,1964 0,5 propen, oxid uhelnaty, propen
282,1886 130,0958 C,;H40, (CsHg, C4H50,) 3,6 130,0994 C;oH,,NO  282,1858 2,8 propen, kyselina isomdselnd
264,1755 148,1089 C;H;405 (C3Hg, C4Hg0O,, H,0) -1,1  148,1100 CygH,,N 264,1752 0,3 propen, kyselina isomaselna, voda
223,1125 189,1719 Cy4H,3NO, (CgH4sN, C;H50,) -1,0 189,1729 CyH4sO 223,1123 0,2 diisopropylamin, kyselina isomaselna
213,0913 199,1931 C;,H,5NO (CHq5N, CH,4, C3Hg, CO) -0,5 199,1936 Cy4Hq30, 213,0916 -0,3 diisopropylamin, ethen, propen, oxid uhelnaty
195,0803 217,2041 C;,H,7NO, (CgH4sN, CoH,, C4HO,) -0,1 217,2042 Cy4H4;,0 195,0810 -0,7 diisopropylamin, ethen, kyselina isomaselna
167,0857 245,1987 C,3H,7NO; (CgH4sN, C,H,, C4H50,, CO) -0,4 245,1991 Cy3Hy 167,0861 -0,4 diisopropylamin, ethen, kyselina isomaselna, oxid uhelnaty
100+ 412.2844 o
223 1125 0 Y
] HO O N
370.2383 Y
195.0803 300.1969
167.0857 | [ | l 3422442
0 Mttt e e e Mz
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Priloha 4 Tabulka fragmentii protonované molekuly [M+H]  produktu OP-T1 (C,H3NO,, m/z = 342.2436), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez predeslé separace iontu a navrh jeho struktury

Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd Chyba

8I1

m/z + Neutrélm’ Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nazev ztrat
[M+H] ztrata ) ) .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
342,2436 - - - - CyuHsNO, 342,2433 0,3 -
300,1996 42,0440 CsHg 2,9 42,0469 CygHNO, 300,1964 3,2 propen
223,1134 119,1302 CgH;;NO (CeHisN, H,0) 0,8 119,1310 CyHys0 223,1123 1,1 diisopropylamin, voda
213,0919 129,1517 CgHioN (CeHisN, CH,) 0,0 129,1517 CyHq30, 213,0916 0,3 diisopropylamin, ethen
195,0812 147,1624 CgH,;NO (CgHysN, C,H,, H,0) 0,1 147,1623 CyH,,0 195,0810 0,2 diisopropylamin, ethen, voda
183,0826 159,1610 CoH,;NO (CgHysN, C,H,, CH,0) -1,3  159,1623 Cy3Hq,0 183,0810 1,6 diisopropylamin, ethen, formaldehyd
167,0869 175,1567 CgH,,NO, (CgH4sN, C,Ha, H,0, CO) -0,5 175,1572 Cy3Hy, 167,0861 0,8 diisopropylamin, ethen, voda, oxid uhelnaty
163,0766 179,1670 CyHy1N (CeHisN, CoHe) 0,4 179,1674 CyoHq40, 163,0759 0,7 diisopropylamin, benzen
133,0653 209,1783 Cy3H,3NO (CgH4sN, CgHg, CH,0) 0,3 209,1780 Cy4HsO 133,0653 0,0 diisopropylamin, benzen, formaldehyd
107,0494 235,1942 Cy5H,5NO (CgH4sN, C,Ha, CgHg, CO) 0,6  235,1936 C,;H,0 107,0497 -0,3 diisopropylamin, ethen, benzen, oxid uhelnaty
105,0707 237,1729 Cy4H,3NO; (CgH4sN, CgHg, CH,0, CO) 0,0 237,1729 CgHq 105,0704 0,3 diisopropylamin, benzen, formaldehyd, oxid uhelnaty
105,0349 237,2087 C;5H,7NO (Cy5Hy5N, H,0) -0,6  237,2093 C;H;0 105,0340 0,9 N,N-diisopropyl-3-fenylpropan-1-amin, voda
102,1288 240,1148 C;gHyc0, -1,0  240,1158 CgHqN 102,1275 1,3 4-(hydroxymethyl)-2-(1-fenylallyl)fenol
91,0552 251,1884 C;5H,5NO, (C;HgO,, CgHq7N) -0,1  251,1885 C;H, 91,0548 0,4 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, 4-(hydroxymethyl)fenol
72,0816 270,1620 C;gH,,0, (Ci5H160,, C3He) 0,0 270,1620 C4HygN 72,0813 0,3 4-(hydroxymethyl)-2-(1-fenylethyl)fenol, propen
100- 2231134 OP-T1
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Priloha 5

Tabulka fragmentli protonované molekuly [M+H]  produktu OP-T2 a OP-T3 (CH3:NO,, m/z = 342,2443), jejich
hmotnostni spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s ptedeslou separaci iontu a navrh jejich struktury

o Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni . . , . . .
+ , Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata i . )
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
342,2443 - - - - CpHyuNO,  342,2433 1,0 -
241,1224 101,1219 CgHysN 1,5 101,1204 CyHys0, 241,1229  -0,5 diisopropylamin
213,0933 129,1510 CgHyoN (CgHysN, CoHy) 0,7 129,1517 CyH130, 213,0916 1,7 diisopropylamin, ethen
163,0758 179,1685 Cy,H,;N (CeHysN, CeHg) 1,1 179,1674 CyoHy0, 163,0759  -0,1 diisopropylamin, benzen
137,0603 205,1840 C,4H,3N (CcHysN, CoH,, CeHg) 1,0 205,1830 CgH,0, 137,0603 0,0 diisopropylamin, benzen, ethyn
117,0699 225,1744 Cy3H,3NO, (CgHysN, C;Hg0,) 1,5  225,1729 CoH 117,0704  -0,5 diisopropylamin, 4-methylbenzene-1,3-diol
109,0651 233,1792 C;5H,3NO (CeHy5N, C,H,, CgHg, CO) 1,2 233,1780 C;HO 109,0653 -0,2 diisopropylamin, benzen, ethyn, oxid uhelnaty
107,0492 235,1951 C;5H,5NO (CysHysN, H,0) 1,5 235,1936 C;H,0 107,0497 -0,5 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, voda
100 - 137.0603
HO OH Y OH Y
= 109.0651[163.0758 N O N
HaC \( HaC \(
342 2443 OH
l 213.0933
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Priloha 6 Tabulka fragmentii protonované molekuly [M+H]  produktu OP-T4 (CH3NO,, m/z = 340,2271), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd Chyba

0l

m/z+ Neut'rélnl' Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nazev ztrat
[M+H] ztrata , ) .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
340,2271 - - - - Cy,H;0NO, 340,2277 06 -
312,2331 27,9940 CO -1,0 27,9950 C,;H30NO 312,2327 0,4 oxid uhelnaty
298,1792 42,0479 CsHg 0,9 42,0470 CyqH,4NO, 298,1807  -1,5 propen
270,1843 70,0428 C,HgO (C3Hg, CO) 0,9 70,0419 CygH,,NO 270,1858  -1,5 propen, oxid uhelnaty
239,1073 101,1198 CgHysN 0,7  101,1205 CygH;50, 239,1072 0,1 diisopropylamin
211,1121 129,1150 C;H;5NO (C4H;sN, CO) 0,4  129,1154 Cy5H,50 211,1123  -0,2 diisopropylamin, oxid uhelnaty
183,0812 157,1459 CyH;oNO (CeHysN, C,H,, CO) 0,8  157,1467 Cy3H,0 183,0810 0,2 diisopropylamin, ethen, oxid uhelnaty
161,0596 179,1675 Cy,H,y;N (CeHysN, CeHe) 0,1  179,1674 C,0H.,0, 161,0603  -0,7 diisopropylamin, benzen
155,0860 185,1411 C;0H;9NO, (CgHisN, C,H,, ,CO) 0,5  185,1416 CyHqy 155,0861  -0,1 diisopropylamin, ethen, 2x oxid uhelnaty
123,0423 217,1848 CysHysN 1,7 217,1831 C;H,0, 123,0446 -2,3 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin
117,0702 223,1569 C;3H,;NO, (CgH4sN, C;Hg0,) -0,4 223,1573 CgHq 117,0704 -0,2 diisopropylamin, 4-hydroxybenzaldehyd
107,0486 233,1785 C;5H,3NO (CgHy5N, CoH,, CgHg, CO) 0,5 233,1780 C;H,0 107,0497 -1,1 diisopropylamin, ethyn, benzen, oxid uhelnaty
105,0697 235,1574 Cy5H,5NO (CgH5N, CH,4, CgHg, CO) 0,1 235,1573 CgHq 105,0704 -0,7 diisopropylamin, ethen, benzen, oxid uhelnaty
79,0541 261,173 C46H3NO, (CgH4sN, C,H,, CeHg, ,CO) 0,1 261,1729 CgH, 79,0548 -0,7 diisopropylamin, ethyn, benzen, 2x oxid uhelnaty
100 - 211121
183.0812 |93 1073 340.2271 OH Y
"] 3122331 IO O N\(
298.17\92
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Priloha 7

Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-T5 (C44HgN2O,, m/z = 649,4724), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

Chyba Teoreticka

Sumarni  Teoretickd Chyba

m/z+ Neut'ralnl Sumarni vzorec ztraty ztraty hmotnost vzorec hmotnost iontu Nazev ztrat
[M+H] ztrata , ; .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
649,4724 - - - - CuHgN,0, 649,4733  -0,9 -
607,4125 42,0599 CsHq 13,0 42,0469 C,HsN,0, 607,4264 -13,9 propen
548,3549 101,1175 CgHysN -2,9 101,1204 CsgH,NO, 5483529 2,0 diisopropylamin
506,2983 143,1741 CgHy;N (CgHqsN, CsHg) 6,7 143,1674 CyH,NO, 506,3059  -7,6 diisopropylamin, propen
419,2009 230,2715 CyqH34N, (2CsH1sN, CoH,) 20,7 230,2722 CsH,;0, 419,2011  -0,2 2x diisopropylamin, ethen
369,1937 280,2787 CigHsgN, (2CsH15N, CeHg) 9,1 280,2878 CyH,s0, 369,1855 8,2 2x diisopropylamin, benzen
343,1818 306,2906 C,oH3gN, (2CsH1sN, CoH,, CeHe) -12,9  306,3035 CyHys0, 343,1698 12,0 2x diisopropylamin, ethyn, benzen
239,1052 410,3672 CygHusN; (2CsH15N, 2C,H,, 2CeHe) 1,1 410,3661 CygH;50; 239,1072  -2,0 2xdiisopropylamin, 2x ethyn, 2x benzen
117,0706 532,4018 Cj35Hs5,;N,0, (CogH37NO,, CgHqsN) -1,1  532,4029 CgHq 117,0704 0,2 3-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-5,5'-dimethylbifenyl-2,2'-diol,
diisopropylamin
114,1288 535,3436 C3;H,sNO, -1,4 535,3450 C;H N 114,1283 0,5 3-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-5,5'-dimethyl-3'-(1-fenylethyl)
bifenyl-2,2'-diol
100 6494724 )\ )\
114.1288 CHs N
o
= 117.0706 ‘ ‘
419.2009
OH
2391052 3631937 548 3549
RN TN A N
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Priloha 8 Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-T6 (C4sHgN2O,, m/z = 649,4686), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

m/z Neutralni Chyba Teoretickd Sumarni Teoretickd Chyba

+ , Sumarni vzorec ztraty ztraty hmotnost vzorec hmotnost iontu Nazev ztrat

[M+H] ztrata , ) .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)

649,4686 - - - - ChuHeN,0, 649,4733  -4,7 -
607,4231 42,0455 CsHq -1,4 42,0469 C4HssN,O, 607,4264  -3,3 propen
548,3529 101,1157 CgHyN -4,7 101,1204 Ci;H,NO, 548,3529 0,0 diisopropylamin
506,3070 143,1616 CgH,;N (CgHqsN, CsHg) 5,8 143,1674 C3sHxNO,  506,3059 1,1 diisopropylamin, propen
432,2826 217,1860 CysHy 3N 3,0 217,1830 CygH3gNO,  432,2903 -7,7 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin
419,1998 230,2688 Ci4H34N, (2CsH15N, CoH,) 3,4 230,2722 C3H0, 419,2011  -1,3 2x diisopropylamin, ethen
369,1865 280,2821 CigHsgN, (2CsH1sN, CeHg) 5,7 280,2878 CyeHys0, 369,1855 1,0 2x diisopropylamin, benzen
343,1710 306,2976 CyoH3gN, (2CsH1sN, CoH,, CeHe) 5,9 306,3035 CyHy30, 343,1698 1,2 2xdiisopropylamin, ethyn, benzen
239,1096 410,3590 CygH4sN; (2CsH1sN, 2C,H,, 2CeHe) 7,1  410,3661 CyHqs0, 239,1072 2,4 2xdiisopropylamin, 2x ethyn, 2x benzen
117,0722 532,3964 C35Hs5,;N,0, (CogH37NO,, CgHqsN) -6,5 532,4029 CgHq 117,0704 1,8 2-(2-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-4-methylfenoxy)-4-

methylfenol, diisopropylamin

[44!

100- 545.3529

= 649 4636
117.0722 3431710 419.1998
7 2391096 J f
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Priloha 9

Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-T7 (C4sHsoN,O,, m/z = 647,4592), jeho hmotnostni

spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez predeslé separace iontu a navrh jeho struktury

o Chyba Teoretickd Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni . . , . . .
+ i Sumarni vzorec ztraty ztrdty hmotnost vzorec hmotnost iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata , ; .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
647,4592 - - - - CuHsN,0, 647,4577 1,5 -
546,3380 101,1212 CgHysN 0,7 101,1205 CzgHusNO,  546,3372 0,8 diisopropylamin
430,2749 217,1843 C sHy3N 1,2 217,1831 C,oH3;sNO, 430,2746 0,3 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin
388.2289 259,2303 CygHy9N (CysH,3N, C3Hg) 0,3 259,2300 C,sH3;oNO,  388,2277 1,2 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, propen
301,1236 346,3356 C,3H4,N; (CisHasN, CeHysN, CoHy) 0,8 346,3348 CyHy;0, 301,1229 0,7 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, diisopropylamin, ethen
218,1918 429,2674 CygH35sNO, (CysHp3N, Ci4H1,0,) 0,6 429,2668 CisHyN 218,1909 0,9 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin; 4-methyl-6-(3-methyl-6-oxo-
2,4-cyklohexadien-1-yliden)-2,4-cyklohexadien-1-on
100 6474592 )\ )\
4302749 CHs N
(@]
2] 224 0856 388.2289 O O
301.1236 5463380 X
218.1918 0
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Priloha 10

Tabulka fragmenti protonované molekuly [M+H]  produktu OP-F1 (CysH3sNOs, m/z = 410,2694), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

_ Chyba Teoretickd Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni - , ., . . .
+ , Sumarni vzorec ztraty ztrdty hmotnost vzorec hmotnost iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata . . .
(mDa) ztraty jontu jontu (mDa)
410,2694 - - - - CpHiNO;  410,2695 -0,1 -
368,2211 42,0483 CsHg 1,4 42,0469 CyH;NO;  368,2226  -1,5 propen
340,2271 70,0423 C,HgO (CsHg, CO) 0,5 70,0418 C,HyNO,  340,2277  -0,6 propen, oxid uhelnaty
298,1787 112,0907 C,H,,0 (2CsHe, CO) 1,9 112,0888 CyH,,NO,  298,1807  -2,0 2x propen, oxid uhelnaty
280,1692 130,1002 C,Hy,0, (CsHg, C4HgO,) 0,8 130,0994 CyoH,,NO 280,1701  -0,9 propen, kyselina isomaselna
256,1328 154,1366 C;oH150 (3C3He, CO) 0,9 154,1357 CiHigNO,  256,1338  -1,0 3x propen, oxid uhelnaty
239,1059 171,1635 C,4H,,NO (C¢Hy5N, C3Hg, CO) 1,2 171,1623 CyH,50, 239,1072 -1,3 diisopropylamin, propen, oxid uhelnaty
211,0754 199,1940 Cy,H,5NO (CgH4sN, C3Hg, CO, CyH,) 0,4 199,1936 Cy4H4410, 211,0759 -0,5 diisopropylamin, propen, oxid uhelnaty, ethen
183,0806 227,1888 C;3H,5NO, (CgH4sN, CsHg, 2CO, CyH,) 0,3 227,1885 Cy3H4;,0 183,0810 -0,4 diisopropylamin, propen, 2x oxid uhelnaty, ethen
161,0592 249,2102 C46H,7NO (CeHq5N, C3Hg, CO, CgHg) 1,0 249,2092 Cy4H40, 161,0603 -1,1 diisopropylamin, propen, oxid uhelnaty, benzen
133,0644 277,2050 C;7H,7NO, (CgH4sN, CsHg, 2CO, CeHg) 0,8 277,2042 CgH4 O 133,0653 -0,9 diisopropylamin, propen, 2x oxid uhelnaty, benzen
117,0693 293,2001 C;7H,7NO; (Cq14H4,03, CgHqsN) 1,0 293,1991 CgHq 117,0704 -1,1 4-formylfenyl isobutyrat, diisopropylamin
107,0488 303,2206 C;9H,9NO, (CgH4sN, CsHg, 2CO, C,H,, CgHe) 0,8 303,2198 C;H,0 107,0497 -0,9 diisopropylamin, propen, 2x oxid uhelnaty, ethyn, benzen
100- 2391059 595 4757
O
410.2694 O Y
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Priloha 11

Tabulka fragmenti protonované molekuly [M+H]  produktu OP-F2 (CysH3sNO4, m/z = 426,2644), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

_ Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni - , ., . . .
+ , Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata ., . .
(mDa) ztraty jontu iontu (mDa)
426,2644 - - - - CupHiNO,  426,2644 00 -
384,2195 42,0449 CsiHg 2,0 42,0469 CpHi;NO,  384,2175 2,0 propen
356,2332 70,0312 C,H¢O (C3H,, CO) -10,6 70,0418 C,H3NO;  356,2226 10,6 propen, oxid uhelnaty
314,1762 112,0882 C,H;,0 (2C5Hg, CO) -0,6 112,0888 C;oH,,NO;  314,1756 0,6 2x propen, oxid uhelnaty
296,1605 130,1039 C,;H;40, (CsHg, C,H50,) 4,6 130,0993 CyiH,,NO,  296,1651  -4,6 propen, kyselina isomaselna
237,0926 189,1718 C,3H,5NO, (CsH4sN, C;H50,) -1,0 189,1728 C,¢Hy30, 237,0916 1,0 diisopropylamin, kyselina isomaselna
227,0701 199,1943 C;,H,5NO (CgH4sN, C,Ha, CsHg, CO) 0,7 199,1936 Cy4H,,03 227,0708 -0,7 diisopropylamin, ethen, propen, oxid uhelnaty
209,0605 217,2039 C;,H,;NO; (CgHy5N, CH,4, C4HgO,) -0,2  217,2041 Cy4Hq0, 209,0603 0,2 diisopropylamin, ethen, kyselina isomaselna
181,0640 245,2004 C;3H,7NO3 (CgH4sN, CH,4, C4HO,, CO) 1,3 245,1991 Cy3H0 181,0653 -1,3 diisopropylamin, ethen, kyselina isomaselna, oxid uhelnaty
153,0682 273,1962 Cy4H,;NO,4 (CgHisN, CH,4, C4HO,, 2C0O) 2,2 273,1940 CyHg 153,0704 -2,2 diisopropylamin, ethen, kyselina isomaselna, 2x oxid uhelnaty
117,0740 309,1904 C;7H,7NO,4 (CgH4sN, C11H1504) -3,6  309,1940 CgHq 117,0704 3,6 diisopropylamin, 4-formyl-3-hydroxyfenyl isobutyrat
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Priloha 12

Tabulka fragmenti protonované molekuly [M+H]  produktu OP-F3 (C3H3NOs, m/z = 370,2375), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

o Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni - , , . . .
+ X Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata , . .
(mDa) ztraty iontu jontu (mDa)
370,2375 - - - - CypHi,NO; 370,2382  -0,7 -
300,1958 70,0417 C4HgO (C3Hg, CO) 0,1 70,0418 CyoH,NO, 300,1964  -0,6 propen, oxid uhelnaty
282,1913 88,0462 C,Hs0, 6,2 88,0524 CygH,NO 282,1858 5,5 kyselina isomaselna
264,1714 106,0661 C4H;00; (C;Hg0,, H,0) 0,4 106,0657 CioHyN 264,1725  -1,1 kyselina isomaselna, voda
223,1116 147,1259 C;H,;NO, (C,HO,, CsHgN) 0,0 147,1259 C,H,;0 223,1123 -0,7 kyselina isomaselna, propan-2-amin
205,1008 165,1367 C;H;9NO; (C4HgO,, C5HgN, H,0) 0,2  165,1365 CigHi3 205,1017 -0,9 kyselina isomaselnd, propan-2-amin, voda
195,0802 175,1573 CgH,;NO, (C4HgO,, C3HgN, C,H,) 0,1 175,1572 CyH;,0 195,0810 -0,8 kyselina isomaselnd, propan-2-amin, ethen
167,0866 203,1509 C;oH,;NO3 (C4H50,, C3HgN, C,H,, CO) -1,2  203,1521 Cy3Hq; 167,0861 0,5 kyselina isomaselnd, propan-2-amin, ethen, oxid uhelnaty
145,0664 225,1711 Cy3H,3NO, (C4Hg0,, C3HgN, CgHe) -1,8  225,1729 C;0HO 145,0653 1,1 kyselina isomaselna, propan-2-amin, benzen
117,0710 253,1665 C;4H,3NO3 (C4Hg0,, C3HgN, C6H6, CO) -1,3  253,1678 CgHq 117,0704 0,6 kyselina isomaselnd, propan-2-amin, benzen, oxid uhelnaty
105,0362 265,2013 C;H,7NO, (C4Hg0,, C3HgN, C,H,, CyHg) -2,9  265,2042 C;H;0 105,0340 2,2 kyselina isomaselna, propan-2-amin, ethyn, toluen
100- 2231116 o
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Priloha 13

Tabulka fragmenti protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H1 (CpH3oNO,, m/z = 340,2233), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez ptedeslé separace iontu a navrh jeho struktury

m/z Neutralni Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba
[M+H]" Strata Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost iontu Nazev ztrat
(mDa) ztraty jontu iontu (mDa)
340,2233 - - - - CupH:ONO, 3402277 -44 -
312,2338 27,9895 CO -5,5 27,9950 C,;H30NO 312,2327 1,1 oxid uhelnaty
298,1780 42,0453 C3Hq 1,7 42,0470 CyoH,,NO, 298,1807  -2,7 propen
270,1859 70,0374 C,HcO (Cs5Hg, CO) -4,5 70,0419 CygH,,NO 270,1858 0,1 propen, oxid uhelnaty
239,1048 101,1185 C.HiN 2,0 101,1205 C;Hy50, 239,1072 -2,4 diisopropylamin
211,1136 129,1097 C,H;5NO (C4HysN, CO) 5,7  129,1154 Cy5Hys0 211,1123 1,3 diisopropylamin, oxid uhelnaty
183,0795 157,1438 CgHygNO (CgHysN, CoH,, CO) 2,9  157,1467 Cy3H;,0 183,0810  -1,5 diisopropylamin, ethen, oxid uhelnaty
161,0587 179,1646 Cy,HyiN (CgHysN, CeHg) 2,8 179,1674 C,0H0, 161,0603  -1,6 diisopropylamin, benzen
133,0633 207,1600 C;3H,;NO (CgH15N, CgHg, CO) -2,4 207,1624 CgHq,0 133,0653 -2,0 diisopropylamin, benzen, oxid uhelnaty
107,0478 233,1755 C;5H,3NO (CeHy5N, C,H,, CgHg, CO) -2,5 233,1780 C;H,0 107,0497 -1,9 diisopropylamin, ethyn, benzen, oxid uhelnaty
105,0691 235,1542 C;5H,5NO (CeHq5N, CH,4, CgHg, CO) -3,1 235,1573 CgHq 105,0704 -1,3 diisopropylamin, ethen, benzen, oxid uhelnaty
79,0538 261,1695 C;H,3NO, (CgH4sN, C,H,, CeHg, ,CO) -3,4 261,1729 C¢H; 79,0548 -1,0 diisopropylamin, ethyn, benzen, 2x oxid uhelnaty
100+ 340.2233
2391048
OH
298.1780 Y
= O\ N
107.0478 44 0557 \(
105.0691
79,0538 | h anorer|
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Priloha 14 Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H2 (C, HxNO,, m/z = 326,2102), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez predeslé separace iontu a navrh jeho struktury

Chyba Teoretickd Sumarni  Teoretickd Chyba

m/z Neutralni . . ., . . .
[M+H]' Strata Sumarni vzorec ztraty ztraty hmot’nost \{zorec hr‘f\otnost iontu Nazev ztrat
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
326,2102 - - - - CyHpNO, 326,2120 -1,8 -
284,1669 42,0433 CiHg -3,6 42,0469 CygH,,NO, 284,1651 1,8 propen
225,0921 101,1181 CgH;sN -2,3 101,1204 Cy5H430, 225,0916 0,5 diisopropylamin
197,0616 129,1486 CgH;9N (C¢H;sN, CoH,) -3,1 129,1517 Cy3H 0, 197,0603 1,3 diisopropylamin, ethen
179,0868 147,1234 C;H4;NO, (C¢Hy5N, CO, H,0) -1,5 147,1249 CyHyy 179,0871 -0,3 diisopropylamin, oxid uhelnaty, voda
169,0658 157,1444 CgH,9NO (CgHysN, C,H,4, CO) -2,3  157,1467 C;,H,0 169,0653 0,5 diisopropylamin, ethen, oxid uhelnaty
141,0708 185,1394 CygH;9NO, (CgH4sN, C,H,4, 2CO) -2,2 185,1416 CyiHq 141,0704 0,4 diisopropylamin, ethen, 2x oxid uhelnaty
111,0446 215,1656 Ci5H,N -1,8  215,1674 C¢H,0, 111,0446 0,0 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-yn-1-amin
109,0297 217,1805 Ci5Hp3N -2,5 217,1830 C¢Hs0O, 109,0290 0,7 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin

8¢CI

197.0616..225.0921
100+ 326 2102
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Priloha 15

Tabulka fragmenti protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H3 (CyH3NOs, m/z = 356,2146), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

_ Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd  Chyba
m/z Neutralni - , ., . . .
+ , Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata , . .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
356,2146 - - - - CyH3NO; 356,2199  -53 -
328,2283 27,9863 CO 5,9 27,9922 C,H3NO, 328,2277 0,6 oxid uhelnaty
237,0898 119,1248 CgHy;NO (CgHysN, H,0) 3,5 119,1283 CyHy30, 237,0916  -1,8 diisopropylamin, voda
229,0866 127,1280 CgHyoN (CgHysN, CoHy) 5,4 127,1334 CyHq305 229,0865 0,1 diisopropylamin, ethen
227,0898 129,1248 C,H;5NO (CgHysN, CO) 12,1  129,1127 CysHys0, 227,1072 -17,4 diisopropylamin, oxid uhelnaty
209,0975 147,1171 C;H,;NO, (C¢H5N, CO, H,0) -6,2  147,1233 Cy5H,50 209,0966 0,9 diisopropylamin, oxid uhelnaty, voda
199,1110 157,1036 CgHysNO, (CgHysN, 2CO) -4,0 157,1076 CyHys0 199,1123  -1,3 diisopropylamin, 2x oxid uhelnaty
191,0830 165,1316 C,HygNO; (CgHysN, CO, 2H,0) 2,2 165,1338 CyHyy 191,0861  -3,1 diisopropylamin, 2x voda, oxid uhelnaty
181,1045 175,1101 CgHy;NO; (CgHysN, 2CO, H,0) 8,1 175,1182 CyHq3 181,1017 2,8 diisopropylamin, 2x oxid uhelnaty, voda
181,0588 175,1558 CgH,,NO, (CgH;5N, CO, H,0, C,H,) 1,2  175,1546 Cy4Hq3 181,0653 -6,5 diisopropylamin, oxid uhelnaty, voda, ethen
165,0704 191,1442 CyH,;NO3 (CgH45N, CO, 2H,0, C,H,) -5,3  191,1495 Cy3Hq 165,0704 0,0 diisopropylamin, oxid uhelnaty, 2x voda, ethyn
153,0681 203,1465 C;oH,;NO; (CgH4sN, 2CO, H,0, C,H,) -3,0  203,1495 Cy,Hq 153,0704 -2,3 diisopropylamin, 2x oxid uhelnaty, voda, ethen
117,0685 239,1461 C;3H,;NO; (CgH4sN, C;HgO3) -3,4  239,1495 CgHq 117,0704 -1,9 diisopropylamin, 3,4-dihydroxybenzaldehyd
109,0291 247,1855 C46H,3NO (Cy5H,3N, CO) -5,4  247,1909 Cg¢Hs0, 109,0290 0,1 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, oxid uhelnaty
100 209.0975
OH
161.1045 OH Y
153.0681
= 328.2283 O\ N\(
356.2146
0- m/z
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Priloha 16 Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H4 (C,H3NOs, m/z = 356,2242), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 5—15 eV s ptedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

_ Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd  Chyba
m/z Neutralni - , ., . . .
+ , Sumarni vzorec ztraty ztrdty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata , . .

(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
356,2242 - - - - CyH3NO; 356,2226 1,6 -
328,2258 27,9940 CO 0,9 27,9949 C,H3NO, 328,2277  -1,9 oxid uhelnaty
296,1670 60,0528 C,H,0, (CO, CH;OH) -4,7 60,0575 CyoHy,NO, 296,1651 1,9 oxid uhelnaty, methanol
254,1190 102,1008 CsH100, (CO, CH3OH, C3Hq) 3,7 102,1045 CyHiNO, 254,1181 0,9 oxid uhelnaty, methanol, propen
229,0877 127,1321 CgHyoN (CgHysN, CoHy) -4,0 127,1361 CyHq305 229,0865 1,2 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin
227,1097 129,1101 C;H;sNO (C¢HysN, CO) 53 129,1154 CyHy0, 227,1072 2,5 diisopropylamin, oxid uhelnaty
216,1762 140,0436 C,Hg0; (2CO, C3HO, C,H,) 3,8 140,0474 CysHyN 216,1752 1,0 2x oxid uhelnaty, prop-2-en-1-ol, ethyn
174,1315 182,0883 C;oH1405 (2CO, C3HgO, C,H,, C3Hg) -6,0  182,0943 Cy,HygN 174,1283 3,2 2xoxid uhelnaty, prop-2-en-1-ol, ethyn, propen
153,0573 203,1625 Cy4Hy;N (CgH4sN, CgHg) -4,9  203,1674 CgHy03 153,0552 2,1 N-ethynyl-N-isopropylpropan-2-amin, benzen
139,0386 217,1812 CysHysN -1,9  217,1831 C;H;03 139,0395 -0,9 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin
128,1462 228,0736 Cy4H1,0; -5,1  228,0787 CgHgN 128,1439 2,3 3-benzyl-5-(hydroxymethyl)cyklohex-3,5-diene-1,2-dion

100- 2271097
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Priloha 17 Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-HS5 (C,H3(NOs, m/z = 356,2273), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

_ Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba
m/z Neutralni - , ., . . .
. , Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nézev ztrat
[M+H] ztrata , . .
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
356,2273 - - - - CyH3NO; 356,2226 4,7 -
314,1793 42,0491 CsHg 2,1 42,0470 CyoHpNO; 314,1756 3,7 propen
255,1059 101,1225 CgHiN 2,0 101,1205 CyHy50; 255,1021 3,8 diisopropylamin
237,0944 119,1340 CgHy;NO (CgHysN, H,0) 3,0 119,1310 CyHq30, 237,0916 2,8 diisopropylamin, voda
227,0920 129,1364 CgHyoN (CgHysN, CoHy) 8,4 129,1280 CyHy3NO, 227,0946  -2,6 diisopropylamin, ethen
223,0810 133,1474 C,;H;gNO (CgHysN, CH;OH) 0,7 133,1467 CyHy0, 223,0759 5,1 diisopropylamin, methanol
211,0795 145,1489 CgHygNO (CgHysN, H,0, C,H,) 2,2  145,1467 CyHq,0, 211,0759 3,6 diisopropylamin, voda, ethyn
195,0848 161,1436 CgH1gNO, (CgH15N, CH30H, CO) 2,0 161,1416 CyyH440 195,0810 3,8 diisopropylamin, methanol, oxid uhelnaty
183,0843 173,1441 CgHgNO, (CgH15N, H,0, CO, C,H,) 2,5 173,1416 Cy3H440 183,0810 3,3 diisopropylamin, voda, ethyn, oxid uhelnaty
167,0881 189,1403 CgHgNO3 (CgH 5N, CH;0H, 2CO) 3,8 189,1365 Ci3Hpq 167,0861 2,0 diisopropylamin, methanol, 2x oxid uhelnaty
141,0676 215,1608 C;,H,;NO; (CgH45N, CH30H, 2CO, C,H,) 8,6  215,1522 Cy;Hq 141,0704 -2,8 diisopropylamin, methanol, 2x oxid uhelnaty, ethyn
123,0459 233,1825 C;5H,3NO (CeHy5N, CO, CyH,, CeHg) 4,5 233,1780 C;H,0, 123,0446 1,3 diisopropylamin, oxid uhelnaty, ethyn, fulven
105.0356 251.1928 C;5H,5NO, (CgH4sN, CoH,, C;H0,) 4,2  251.1886 C;H;0 105.0340 1,6 diisopropylamin, ethyn, 4-(hydroxymethyl)fenol
100- 2551059
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Priloha 18

Tabulka fragmentii protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H6A (Cy3H34NOs, m/z = 372,2514), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

m/z

Neutralni

Chyba Teoreticka Sumarni  Teoretickd Chyba

+ , Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost  iontu Nazev ztrat

[M+H] ztrata X . .
(mDa) ztraty jontu jontu (mDa)
372,2514 - - - - CypHiNO; 372,2539 2,5 -
330,2072 42,0442 CsHg 2,8 42,0470 CyoH,sNO; 330,2069 0,3 propen
312,1844 60,0670 CsHgO (CsHg, H,0) 9,5 60,0575 C,oH,NO, 312,1964 -12,0 propen, voda
300,1867 72,0647 C,HgO (CsHg, CH,0) 7,2 72,0575 CyoHpNO, 300,1964  -9,7 propen, formaldehyd
253,1245 119,1269 C4H;,NO (C¢HysN, H,0) -41 119,1310 Cy;H,,0, 253,1229 1,6 diisopropylamin, voda
243,1032 129,1482 CgHyoN (CgHysN, CoHy) 3,6 129,1518 CysH;50;5 243,1021 1,1 diisopropylamin, ethen
225,0919 147,1595 CgH,;NO (CgHysN, H,0, C,H,) 2,8 147,1623 CysHq30, 225,0916 0,3 diisopropylamin, voda, ethen
193,0980 179,1534 CgH,3NO; (CgHysN, H,0, 2CH,0) 1,2 179,1522 CysHys 193,1017  -3,7 diisopropylamin, voda, 2x formaldehyd
181,0678 191,1836 C;oH,5NO, (CgH4sN, C,H,, CH,0, CH30H) -5,0  191,1886 Cy3Hq0 181,0653 2,5 diisopropylamin, ethen, formaldehyd, methanol
167,0745 205,1769 Cy4HN (CeHysN, CeHs, CoH,) 6,2 205,1831 C4Hq,05 167,0708 3,7 diisopropylamin, benzen, ethyn
163,0776 209,1738 C;3H,3NO (CgHy5N, CeHg, CH,0) -4,2  209,1780 CyoH4,0, 163,0759 1,7 diisopropylamin, benzen, formaldehyd
137,0651 235,1863 C;5H,5NO (CysHysN, H,0) -7,3  235,1936 CgH40, 137,0603 4,8 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, voda
117,0726  255,1788 Cy4H,5NO; (CgH1903, CgH1sN) -4,7  255,1835 CgHq 117,0704 2,2 4-(hydroxymethyl)-2-methoxyphenol, diisopropylamin
105,0330 267,2184 C46H,7NO, (Cy5H,3N, H,0, CH,0) -1,5 267,2199 C;H;0 105,0340 -1,0 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, voda, formaldehyd
100- 2531245
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Priloha 19 Tabulka fragment@l protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H6B (C,3H34NOs, m/z = 372,2593), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

m/z Neutralni Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd Chyba

eel

+ , Sumarni vzorec ztraty ztraty  hmotnost vzorec hmotnost iontu Nazev ztrat
[M+H] ztrata , . .
(mDa) ztraty jontu jontu (mDa)
372,2593 - - - - CypHiNO; 372,2539 54 -
342,2484 30,0109 CH,O 0,3 30,0106 C,,H3,NO, 342,2433 5,1 formaldehyd
341,2384 31,0209 CH;0* 2,5 31,0184 C,HyNO, 341,2355 2,9 methoxylovy radikal
326,2113 46,0480 C,HgO (H,0, C,H,) 6,1 46,0419 C,HysNO, 326,2120  -0,7 voda, ethen
271,1353 101,1240 CgHiN 3,5 101,1205 Cy;H;90;3 271,1334 1,9 diisopropylamin
243,1018 129,1575 CgHioN (CgHisN, C,H,) 57 129,1518 CysH;50;3 243,1021  -0,3 diisopropylamin, ethen
240,1094 132,1499 C,H.gNO* (CeHqsN, CH;0%) 11,0  132,1389 CyHyO, 240,1150  -5,6 diisopropylamin, methoxylovy radikal
225,0945 147,1648 CgH,;NO (CgHisN, H,0, C,H,) 2,5 147,1623 CysHq30, 2250916 2,9 diisopropylamin, voda, ethen
213,0900 159,1693 CoH,;NO (CgHssN, CH,0, CoHy) 7,0 159,1623 CyHq30, 213,0916  -1,6 diisopropylamin, formaldehyd, ethen
193,0856 179,1737 CyyHyiN (CeHisN, CeHe) 6,3 179,1674 Cy;Hq30;5 193,0865  -0,9 diisopropylamin, benzen
167,0701 205,1892 Cy4H,3N (CgHysN, CeHg, CoH,) 6,1 205,1831 C4Hy,05 167,0708  -0,7 diisopropylamin, benzen, ethyn
163,0779 209,1814 C;3H,3NO (CgHqsN, CgHg, CH,0) 3,4 209,1780 CyoH;1,0, 163,0759 2,0 diisopropylamin, benzen, formaldehyd
139,0751 233,1842 C;5H,3NO (CgHqsN, CgHg, C,H,, CO) 6,2  233,1780 CgH,,0, 139,0759 -0,8 diisopropylamin, benzen, ethyn, oxid uhelnaty
137,0586 235,2007 C;5H,5NO (CysHy3N, H,0) 7,1 235,1936 CgHq0, 137,0603 -1,7 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, voda
124,0542 248,2051 C;gH6NO* (Ci5H,3N, CH30%) 3,6 248,2015 C;Hg0, 124,0524 1,8 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, methoxylovy radikal
117,0707 255,1886 C;4H,5NO; (CgH1903, CgH1sN) 5,1  255,1835 CgHq 117,0704 0,3 diisopropylamin, 4-(hydroxymethyl)-4-methoxycyklohex-2,5-dienon
114,1270 258,1323 C,gH,50; 6,7 258,1256 C;H;gN 114,1283 -1,3 4-(hydroxymethyl)-4-methoxy-2-(1-fenylethyl)cyklohex-2,5-dienon
100- 1141270
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Priloha 20 Tabulka fragmenttl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-H7 (C43Hs/N2O4, m/z = 665,4357), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s predeslou separaci iontu a navrh jeho struktury

m/z Neutralni Chyba Teoretickd Sumarni  Teoretickd Chyba

+ , Sumarni vzorec ztraty ztraty hmotnost vzorec hmotnost iontu Nazev ztrat

[M+H] ztrata , . .
(mDa) ztraty jontu iontu (mDa)

665,4357 - - - - CgiHsN,0, 6654318 3,9 -
623,3765 42,0592 C;Hq 12,3 42,0469 ChuHsN,0, 623,3849 -84 propen
564,3112 101,1245 CgHysN 4,1 101,1204 CsH,NO, 564,3114  -0,2 diisopropylamin
538,2928 127,1429 CgH,;N 6,8 127,1361 C;sH,)NO, 538,2957 -2,9 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin
522,2742 143,1615 CoHy;N (CgHysN, CsHg) 5,9 143,1674 CiHsNO, 522,2644 9,8 diisopropylamin, propen
496,2484 169,1873 Cy1Hy3N (CgH47N, C5Hg) 4,3 169,1830 C3H3,NO,  496,2488 -0,4 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, propen
419,1674 246,2683 Cy4H34N,0 (CgH47N ,CgH4sN, H,0) 1,2 246,2671 CygH,305 419,1647 2,7 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, diisopropylamin, voda
359,1352 306,3005 C,gH3gN, (CgHq7N, CeHisN, CHg) -3,0  306,3035 Cy3Hq904 359,1283 6,9 N-isopropyl-N-vinylpropan-2-amin, diisopropylamin, benzen

264,1802 401,2555 C,;H3;NO; (Ci5H,3N, CgHg, 2CO, C4H,) 20,1 401,2354 CygH,sNO,  264,1964 -16,2 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, benzen, 2x oxid uhelnaty,
cyklobut-1-en-3-yn

216,1757 449,2600 C,gH33NO, 3,4 449,2566 CisHy,N 216,1752 0,5 2-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-6-(2-hydroxy-5-
(hydroxymethyl)fenyl)cyklohexa-2,5-dien-1,4-dion
114,1285 551,3072 Cu3Hs7N,0, 3,7 551,3035 C;HiN 114,1283 0,2 2-(3-(diisopropylamino)-1-fenylpropyl)-6-(2-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-

3-(1-fenylpropyl)fenyl)cyklohexa-2,5-dien-1,4-dion

vel
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Priloha 21

Tabulka fragmentl protonované molekuly [M+H]" produktu OP-HS8 (CyHgN2O4, m/z = 681,4634), jeho hmotnostni
spektrum ziskané za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez predeslé separace iontu a navrh jeho struktury

o Chyba Teoreticka Sumarni Teoretickd  Chyba
m/z Neutralni - , . . . .
(M+H]" stréta Sumarni vzorec ztraty ztraty hmotlnost \{zorec hn_10tnost iontu Nézev ztrat
(mDa) ztraty iontu iontu (mDa)
681.4634 - - - - CuHeN,0,  681.4631 03 -
639.4076  42.0558 CsHg 8,9  42.0469 CuHssN,0,  639.4162 -8,6 propen
580.3430 101.1204 CgH;N 0,0 101.1204 CggH,gNO, 580.3427 0,3 diisopropylamin
538.2892 143.1742 CoHyN (CeHisN, CsHe) 6,8 143.1674 CisHuNO, 538.2957 -6,5 diisopropylamin, propen
520.2828 161.1806 CyH,3NO (CeHisN, C3Hg, H,0) 2,7 161.1779 CsH3gNO; 520.2852 2,4 diisopropylamin, propen, voda
461.2121 220.2513 Cy,H3,N,0 (2CeHssN, H,0) 0,1  220.2514 Cs,H0;5 461.2117 0,4 2x diisopropylamin, voda
443.2154 238.2480 Cy,H34N,0, (2CeHssN, 2H,0) -14,0 2382620 Cs,H,;0, 443.2011 14,3 2x diisopropylamin, 2x voda
431.1903 250.2731 Cy3H34N,0, (2CeH15N, H,0, CH,0) 11,1  250.2620 CyH,;0, 431.2011 -10,8 2x diisopropylamin, voda, formaldehyd
422.2439  259.2195 CygH,9N (CisHy3N, C3Hg) -10,5 259.2300 CyH3,NO, 422.2331 10,8 N,N-diisopropyl-3-fenylprop-2-en-1-amin, propen
415.1718  266.2916 Cy4H3gN,0, (2CsH15N, CoH,, 2H,0) 41,7 266.2933  C3oHy0, 415.1698 2,0 2xdiisopropylamin, ethen, 2x voda
387.1757 294.2877 Cy5H35N,03 (2CgH45N, C,Ha, 2H,0, CO) -0,5 294.2882 CygH,30 387.1749 0,8 2xdiisopropylamin, ethen, 2x voda, oxid uhelnaty
353.1555 328.3079 Cy9H4oN,0; (2CgH45N, H,0, CH,0, CgHe) -1,0  328.3089 Cy5H,,0, 353.1542 1,3 2xdiisopropylamin, voda, formaldehyd, benzen
326.2456 355.2178 Cy,H,oNO; 3,1 355.2147 C,,H3,NO 326.2484 2,8 5-hydroxymethyltolterodin-2,3-dion
284.1954 397.2680 C,5H35NO3 (Cy,H,9NO3, C5Hg) 6,3 397.2617 CyHxNO 284.2014 -6,0 5-hydroxymethyltolterodin-2,3-dion, propen
147.0825 534.3809 Cs4Hs5oN,05 (CyoH 9NO3, CeHisN, CeHg) -1,2  534.3821 CyoHq,0 147.0810 1,5 5-hydroxymethyltolterodin-2,3-dion, diisopropylamin,
benzen
121.0655 560.3979 Cz6H5,N,05 (CyoH26NO3, CsHysN, CeHg, CoH,) 0,1 560.3978 CgHO 121.0653 0,2 5-hydroxymethyltolterodin-2,3-dion, diisopropylamin,
benzen, ethyn
1004 6814634 OH >7l\>7
580.3430 O O
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Summary

An electrochemical behaviour of two antimuscarinic drugs, tolterodine (TOL) and fesoterodine
(FES) and their active metabolite 5-hydroxymethyltolterodine (5-HMT) has been studied. The drugs
are commercially available under the name Detrol/Detrusitol (TOL) and Toviaz (FES). They are
indicated for the treatment of an overactive bladder with symptoms of urinary frequency, urgency or
urge incontinence or any combination of these symptoms. Electrochemical behaviour of rutin was
investigated on carbon paste electrodes (CPEs) using voltammetric and amperometric techniques.
Rutin is naturally occurred flavonoid, which is useful in pharmacy for strengthening of blood
capillaries.

Voltammetric study of three antimuscarinics (two drugs and their active metabolite) was
performed using cyclic, linear sweep, differential pulse and square wave voltammetry. The oxidation
of all three substances is pH dependent. TOL was oxidized in two irreversible steps. A third anodic
signal of TOL was observed for pH > 6. FES provided one irreversible oxidation peak, but it was
spontaneously hydrolyzed to 5-HMT in alkaline media. The oxidation of 5-HMT proceeded in two
steps. Two corresponding reduction peaks appeared in cathodic scan of S-HMT.

Chromatographic separation of TOL, FES and 5-HTM using HPLC with electrochemical
detection was developed. Boron doped diamond eclectrode was chosen as an electrochemical sensor.
Mobile phase consisted of acetonitrile and 0.05 mol/L. aqueous phosphate buffer (pH 7) (30:70, v/v)
provided a suitable separation and retention. Among four tested chromatographic columns, the best
separation of the analytes was achieved with Nucleodur® CN-RP 3 pum, 125 x 2 mm I. D. Estimation
of detection limits was in units of nmol/L. The method has a great potential for a determination of
TOL, FES and 5-HMT in plasma or urine.

Three studied antimuscarinics were electrochemically oxidized using controlled potential
electrolysis in different media at various values of applied potential. Oxidation products were
subsequently analyzed using ultra-performance liquid chromatography (UPLC) and mass spectrometry
with electrospray ionization and quadrupole-time of flight tandem mass spectrometry. Plenty of
oxidation products were found in electrolyzed solutions of TOL, FES and 5-HMT including several
dimers. Some metabolites produced by living organisms were among the products of electrooxidation
of the antimuscarinic drugs.

Electrochemical behaviour of rutin was investigated on three carbon paste electrodes (CPEs):
unmodified (CPE), iron (II) phthalocyanine modified CPE (IP/CPE) and CPE with ionic liquid 1-
hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imide as a binder in carbon paste (IL/CPE).
Iron (II) phthalocyanine as a CPE modifier revealed an mild electrocatalytic effect on the rutin
oxidation. Strong adsorption of rutin observed on all electrode materials can be used for sensitivity
improvement of voltammetric analysis by DPAdSV. Limit of detection 5 nmol/L was achieved with
this technique on IL/CPE. Higher level of noise limits the usability of the studied electrodes to
determine rutin by constant potential amperometry in stirred solution. To overcome this problem, a
pulse amperometric method was applied and a detection limit in submicromolar concentration level of
rutin using unmodified CPE was achieved. All three studied CPEs are applicable for determination of
rutin in real samples as it was demonstrated on analysis of buckwheat seeds extract.



Souhrn

V této disertacni praci je sledovano elektrochemické chovani dvou antimuskarinovych 1éciv,
tolterodinu (TOL) a fesoterodinu (FES), a jejich spoleéného aktivniho metabolitu
5-hydroxymethyltolterodinu (5-HMT). Tato 1éCiva jsou komercné dostupnd pod nazvem
Detrol/Detrusitol (TOL) a Toviaz (FES) a pouzivaji se k1éébé urgentni inkontinence, naléhavé
potieby moceni nebo zvysené frekvence moceni u pacientii s hyperaktivnim mocovym méchyfem.
Také je studovano elektrochemické chovani rutinu voltametrickymi a amperometrickymi technikami
na uhlikovych pastovych elektrodach (CPEs). Rutin je pfirodné se vyskytujici flavonoid, ktery nalezl
uplatnéni i ve farmacii naptiklad pro 1éCbu zvysené lamavosti a propustnosti krevnich vlasecnic.

Pro studium téchto antimuskarinik (dvou lé¢iv a jejich u¢inného metabolitu) byly nejdiive
pouzity voltametrické techniky (cyklicka, diferen¢ni pulzni a square wave voltametrie). Oxidace vSech
tii latek je siln¢ zavisla na pH. TOL byl oxidovan ve dvou ireverzibilnich stupnich, pfi¢emz pii pH > 6
se objevoval treti signal. Naproti tomu FES poskytoval pouze jeden ireverzibilni oxida¢ni pik.
V alkalickém prostiedi dochazelo k samovolné hydrolyze FES na 5-HMT. V zdznamu cyklické
voltametrie 5-HMT byly v anodické c¢asti patrné dva oxidacni signaly a v katodické oblasti jim
odpovidajici dva redukéni piky.

Dale byla vyvinuta metoda chromatografické separace TOL, FES a 5-HMT pomoci HPLC
s elektrochemickou detekci. Jako elektrochemické ¢idlo byla zvolena borem dopovana diamantova
elektroda. Z hlediska piiméfené retence a separace latek se jako mobilni faze osvédcila smés
acetonitril/fosfatovy pufr o pH 7 a koncentraci 0,05 mol/l v poméru 30:70, v/v. Ze Ctyf testovanych
Odhady mezi detekce se pohybovaly v jednotkach nmol/l. Tato metoda se mize stat soucasti postupu
vhodného ke stanoveni studovanych latek v mo¢i nebo plazmé.

Za pouziti coulometrie za konstantniho potencialu byly TOL, FES a 5-HMT elektrochemicky
oxidovany v riznych prostiedich a pfi riznych potencialech zvolenych podle voltametrickych odezev
latek v daném prostfedi. Produkty elektrolyzy byly nésledné analyzovany metodou ultrati¢inné
kapalinové chromatografie (UPLC) a hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a hybridnim
kvadrupdlovym-priletovym analyzatorem. V elektrolyzovanych roztocich studovanych
antimuskarinik byly nalezeny produkty vznikajici dehydrogenaci, hydroxylaci, methoxylaci nebo
dimerizaci. Mezi produkty elektrochemické oxidace studovanych antimuskarinik byly nalezeny i latky
vznikajici metabolickou cestou v zivych organismech.

Bylo studovano elektrochemické chovani rutinu na tfech uhlikovych pastovych elektrodach
(CPEs): nemodifikované (CPE), modifikované ftalocyaninem Zeleznatym (IP/CPE) a s iontovou
kapalinou 1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethyl-sulfonyl)imidem jako pojivem uhlikové
pasty (IL/CPE). Modifikator ftalocyanin Zeleznaty se projevil elektrokatalytickym ¢inkem na oxidaci
rutinu. lontova kapalina zvySovala proudovou odezvu rutinu se soucasnym zvySenim proudového
pozadi, coz bylo zfejm& zplsobeno zvétSenim elektroaktivni plochy elektrody. Rutin byl silné
adsorbovan na povrch vSech studovanych pracovnich elektrod, coz mohlo byt vyuzito ke zvyseni
citlivosti pouzitim metody DPAdSV. Na IL/CPE bylo dosazeno meze detekce 5 nmol/l. Pro potlaceni
Sumu amperometrickych zdznamu pfi pouziti studovanych CPEs byla vyvinuta pulzni amperometricka
metoda, se kterou bylo navic dosazeno niZSich mezi detekce. VSechny testované CPEs jsou pouZitelné
pro analyzu rutinu v realnych vzorcich, jak bylo prokdzano analyzou extraktl ze semen pohanky seté.
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Uvod
V kazdém zijicim organismu neustale probihaji chemické pfemény. Diky témto preméndm
mohli lidé najit, ¢i pfipravit 1éky proti nemocem, protilatky proti jedim vyskytujicim se v pfirodé,
zjistit dtlezitost antioxidantd, vitaminti nebo stopovych prvkl v organismu. Procesy zpracovani latek
in vivo se lidé pokousi simulovat riznymi metodami mimo télo, in vitro.

Elektrochemie se do povédomi Siroké vefejnosti zapsala piedevsim diky ceskému
fyzikalnimu chemikovi, objeviteli polarografie a zakladateli polarografické Skoly, nositeli Nobelovy
ceny za chemii z roku 1959, Jaroslavu Heyrovskému. Jeho vyznamny objev ptispél k velkému rozvoji
elektrochemie a také jeji spojeni s jinymi technikami stale nachazi své misto ve véd¢. Elektrochemicky
je mozno napodobit nékteré procesy probihajici v organismu tak, ze 1é¢ivo, €i jina latka je napiiklad
coulometricky za konstantniho potencialu oxidovana, nebo redukovana. Produkty téchto
elektrochemickych pfemén je mozno dale, nejlépe chromatograficky, separovat a nasledné detegovat
hmotnostni spektrometrii.

Tato prace ukazuje n€kolik moznosti vyuziti elektrochemie jako nastroje simulace a popisu
elektrochemickych transformaci biologicky aktivnich latek ataké jejich stanoveni. Jsou popsany
elektrochemické vlastnosti dvou antimuskarinovych 1é¢iv tolterodinu (TOL) a fesoterodinu (FES)
ajejich spolecného aktivniho metabolitu  5-hydroxymethyltolterodinu  (5-HMT) pomoci
voltametrickych technik, jako naptiklad diferen¢ni pulzni voltametrie, cyklické voltametrie nebo
square wave voltametrie. Déle je studovano elektrochemické chovani rutinu na uhlikovych pastovych
elektrodach voltametrickymi a amperometrickymi technikami. Také je ukdzana moZznost vyuZziti
elektrochemie pro detekci TOL, FES a S-HMT po jejich separaci kapalinovou chromatografii s borem
dopovanou diamantovou elektrodou jako detekénim cidlem. Posledni aplikaci elektrochemie je zde
elektrochemicka oxidace TOL, FES a 5-HMT za pouziti coulometrie za konstantniho potencialu
s naslednou analyzou produkti metodou ultraucinné kapalinové chromatografie (UPLC) a hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a hybridnim kvadrupdlovym-priletovym analyzatorem
(Q-TOF).



Prehled aktualniho stavu problematiky

Elektrochemicka cela

Elektrochemické techniky jsou jiz dlouha 1éta pouzivany ke zjistovani elektrochemickych
vlastnosti a chovani elektrochemicky aktivnich latek. Také spojeni elektrochemie s jinymi
analytickymi  technikami je jiz dlouho znamo. Napiiklad kapalinovd chromatografie
s elektrochemickou celou jako detektorem je velmi citlivou metodou detekce elektroaktivnich latek po
jejich separaci. Vybér elektrodového materialu pro elektrochemicky detektor ma vliv na citlivost
a selektivitu. Jako elektrochemické senzory jiz byly u HPLC nebo CE pouzity uhlikova diskova
elektroda [1], uhlikové vlakno [2], mikrodiskova elektroda ze svazku uhlikovych vlaken [3], uhlikova
pastova elektroda [4], grafitova diskova elektroda [5], platinova elektroda [6], zlatd elektroda [7],
médéna elektroda [8] a chemicky modifikované elektrody [9].

Novinkami v amperometrickych detektorech jsou borem dopovana diamantova elektroda
(BDD) nebo uhlikové mikrovlakno. Nékolik prvnich aplikaci BDD elektrody jako amperometrického
detektoru pro HPLC bylo publikovdno vroce 2002 pro detekci Sesti tricyklickych antidepresiv
(imipraminu, desipraminu, clomipraminu, amitriptylinu, nortriptylinu a doxepinu) [10], homocysteinu
[11] achlorfenolt [12]. Pozdé&ji byl tento detektor vyuzit v elektroforéze pro detekcei
nitroaromatickych vybusnin, organofosfatovych insekticidi a fenold [13], aromatickych amint [14]
a purint [15]. Vyhodou BDD elektrody je Siroké uzitné potencialové okno ve vodném prostiedi az do
3,5V, nizky kapacitni odpor, vysoka chemicka stabilita, nizké limity detekce az v jednotkach pmol
a také to, Ze na jejim povrchu nedochazi k vyvoji kysliku [11,16]. Jest€¢ mladSim elektrochemickym
senzorem je uhlikové mikrovlakno, které vykazuje vynikajici citlivost, stabilni signal a velmi Siroky
rozsah pouziti [17].

Spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii

Pro spojeni EC/MS bylo dilezité najit vhodny iontovy zdroj kompatibilni s elektrochemickou
celou. Vroce 1986 Hambitzer se svymi kolegy poprvé pouzil jako iontovy zdroj termosprej (TSP)
k ionizaci netékavych latek [18]. Pro EC/MS spojeni byly poté pouzity v iontovych zdrojich principy
bombardovani rychlymi atomy (FAB) [19], chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [20]
a ionizace svazkem castic (PB) [21]. Dobte kompatibilnim s EC se ukazal byt iontovy zdroj induk¢né
vazané plazma (ICP-MS) [22]. VSak nejlépe vyhovujici ioniza¢ni technikou se stal elektrosprej (ESI),
ktery je od svého prvniho pouziti v roce 1995 [23] nejrozsifenéj$im iontovym zdrojem pro EC/MS
analyzy polarnich, netékavych a tepelné labilnich latek. Toto spojeni bylo Gspésné pouzito v mnoha
rtiznych oblastech vyzkumu zahrnujici metabolismus 1é¢iv [24—27], analyzu proteint [28], peptidi
[29] a DNA [30], kvantifikaci biomolekul [31] nebo procesy piedipravy vzorku [32]. Z novéjsich
technik byl pro EC/MS online spojeni uspésné pouzit desorpéni elektrosprej [33]. Vzapéti si nasel své
misto v EC/MS spojeni také iontovy zdroj rozpraSujici roztok z povrchu nanoelektrosprejem [34].

Novéjsi uplatnéni elektrochemie (EC) je ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS), k nimz
miiZze byt navic zarazena kapalinova chromatografie (LC). Skupina U. Karsta z Univerzity v Miinsteru
se rozsahle zabyva studiem metabolismu biologicky aktivnich latek za pomoci online spojeni
EC/(LC/)MS, napi. alkaloidii galantaminu a lycorinu [26], diclofenacu [35], verapamilu [36],
tetrazepamu [37], toremifenu [38], fenothiazinu [39] a mnoho dalSich. Jsou vsak i jiné instituce ve
svété zabyvajici se touto problematikou. Na univerzit¢ v Nantes ve Francii pouzili EC/LC/MS pro
studium oxidativni degradace acetobutololu [40]. Védci z Osaky v Japonsku pomoci metody online



EC/ESI-MS studovali elektrochemickou oxidaci antipsychotika zotepinu [41]. Také na Univerzité
Palackého v Olomouci bylo publikovano EC/MS spojeni pro ke studiu anthokyanint [42].

Miniaturizace elektrochemické cely

Némecti a Nizozemsti védci vynalezli mikrofluidni mikroreaktor pro elektrochemické pfemény
analyti. Tento Cip byl zkonstruovan z platinové pracovni a pomocné elektrody a paladiové referentni
elektrody. Cyklické voltamogramy naméfili v objemu pouhych 9,6 nl. Tento mikroc¢ip pouzili ke
studiu metabolické cesty amodiaquinu ve spojeni EC/LC/MS Stejna méfeni provedli také na komeréné
dostupné elektrochemické cele a ziskali srovnatelné vysledky jako na mikroCipu [43]. O rok pozdéji ti
sami védci pouzili tento mikrocip s pseudo-referentni elektrodou s oxidem iridi¢itym, ktera ma také
slouzit pro simulaci oxidativniho metabolismu 1é¢iv [44].

Elektrody na bazi uhlikové pasty

Uhlikova pastova elektroda (CPE) pavodné vznikla jako alternativa ke rtutové kapkové
elektrodé. Nabidla moZnost anodické oxidace pomoci elektrody s obnovitelnym povrchem. Nejvétsi
vyhodou CPE je moznost jeji modifikace a tim zvySeni jeji selektivity a citlivosti. Modifikator mtize
slouzit také jako katalyzator elektrochemické reakce analytu [45,46]. Modifikatory CPE je mozné
rozdeélit do nékolika skupin: ménice iontl a adsorbenty (zeolity a pryskyficové katexy pro akumulaci
tézkych kovl), organické modifikatory (1,10-fenantrolin a jeho derivaty, oximy a dimethylglyoximy
vhodné pro analyzu nikelnatych nebo kobaltnatych iontil), kovové komplexy (ftalocyanin kobaltnaty,
zine¢naty, zeleznaty nebo médnaty, porfiny, berlinskd modf), modifikatory vyuzivané v biosenzorech
(oktaldehyd s NAD", kienova peroxidasa, glukosooxidasa, fasy) [46]. Do uhlikové pasty jiz byly
pfimichany a vyuzity k méteni mechy, liSejniky, tabak, z ovoce napf. ananas, banan, jablko, dale také
houby, bakterie, viry a mnoho dal$ich [47].

Casto pouzivanymi modifikatory uhlikovych pastovych elektrod byvaji ftalocyaninové
komplexy kovii (MPc), které mohou mit elektrokatalyticky efekt na redoxni reakce riznych latek.
Napriklad ftalocyaninové komplexy Zeleza (FePc) mohou katalyzovat elektroredukce kysliku [48],
organickych peroxidl [49], oxidu sifiCitého [50], dusitand [51] nebo fotoredukce oxidu uhlicitého
[52]. MPc mohou katalyzovat také elektrooxidace mnoha molekul [53]. Napiiklad byla pozorovana
elektrokatalyticka aktivita FePc (ftalocyaninu Zeleznatého (IP), tetrasulfoftalocyaninu Zeleznatého
a tetraaminoftalocyaninu Zeleznatého) jako modifikatorit CPE na oxidaci dopaminu a serotoninu.
Centrem eletkrokatalytické aktivity MPc je pravé ion kovu v komplexu. Mechanismus katalytické
oxidace latky za pouziti MPc je zaloZen na oxidaci MPc nasledované pfenosem elektronu z latky na
oxidovany MPc. MPc obsahujici elektroaktivni kov jako zelezo nebo kobalt maji zpravidla lepsi
katalytickou aktivitu nez napiiklad nikl a méd’. U FePc elektrochemicky generovany vys$si oxida¢ni
stav Zeleza v komplexu (z Fe" na Fe™) podporuje oxidaci latek [54]. Ftalocyaninem Zeleznatym
modifikovana CPE (IP/CPE) byla pouzita k voltametrickému stanoveni adrenalinu, kyseliny
askorbové a kyseliny mocové [55]. Dalsi studie prokazaly elektrokatalytickou aktivitu IP/CPE na
redoxni reakci kyseliny askorbové [56], epinefrinu [57] nebo elektrooxidaci amitrolu [58]. FePc
vynikaji elektrokatalytickou aktivitou pro Sirokou Skalu latek, proto byl v této disertacni praci pouzit
IP jako modifikator CPE pro stanoveni rutinu.

Jako modifikator CPE lze vyuzit také iontovou kapalinu (IL). Tyto latky vynikaji vybornou
elektrickou vodivosti, ve vodé¢ jsou témét nerozpustné, vici jinym chemikaliim jsou inertni a odolavaji
vysokym teplotam s takika zanedbatelnym tlakem par. Mohou pfispivat ke zlepSeni voltametrického
signalu, zvySeni citlivosti méfeni a mohou slouzit jako katalyzatory nékterych elektrochemickych
reakci. Zakladni strukturu mnoha ILs tvofi heterocyklicky kation a anion [59]. Piikladem aplikace
uhlikové pastové elektrody modifikované iontovou kapalinou N-butyl-pyridinium hexafluorofosfatem



je elektrokatalyticka oxidace dopaminu. Ve srovnani s nemodifikovanou CPE byly odezvy i proudové
pozadi elektrody s IL (IL/CPE) mnohem vys§i [60]. Jind IL/CPE s 1-butyl-3-methylimidazolium-
bis(trifluoromethylsulfonyl) imidem jako pojivem projevila vysokou tc¢innost na elektrokatalytickou
oxidaci formaldehydu v alkalickém prostiedi [61]. Byl vyvinut biosenzor adrenalinu, CPE obsahujici
enzym laktasu z houby Aspergillus oryzae v celém objemu uhlikové pasty. Jako pojivo slouzila smés
Nujolu a IL (BMI PF¢ nebo BMI Tf;N). Vyssi odezvu adrenalinu poskytovala elektroda s BMI Tf,N
ve srovnani s elektrodou obsahujici BMI PFg. Bylo dosazeno meze detekce 0,53 umol/l [62]. V této
disertacni praci byla pfipravena CPE, vniz byla jako pojivo pouzita iontova kapalina
1-hexyl-3-methylimidazolium-bis(trifluoromethylsulfonyl)imid. Jde o dosud prvni aplikaci této IL
jako modifikatoru CPE [63].

Charakteristika a vlastnosti studovanych ldtek

Antimuskarinika

Antimuskarinova léciva tolterodin (TOL, Obr. 1 a) a fesoterodin (FES, Obr. 1 b) jsou komeréné
dostupnd pod nazvem Detrol/Detrusitol (TOL) a Toviaz (FES) apouzivaji se k1é¢bé urgentni
inkontinence, naléhavé potfeby moceni nebo zvySené frekvence moceni u pacientl s hyperaktivnim
mocCovym méchyifem. V téle jsou metabolizovana riiznymi cestami na hlavni aktivni metabolit
5-hydroxymethyltolterodin (5-HMT, Obr. 1 ¢). Primarni metabolicka cesta TOL je vedena pfies
oxidaci methylové skupiny prostiednictvim isoenzymu cytochromu P450 2D6 za vzniku 5-HMT.
Fesoterodin je na 5-HMT v téle pfeménén hydrolyzou za ucasti nespecifickych esteraz [64,65].

Nejcastéji pouzivanou analytickou technikou pro stanoveni tolterodinu a jeho metaboliti véetné
5-HMT je vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Ptikladem jsou tii studie
stanoveni TOL a 5-HMT v lidské plazmé s riznymi podminkami. Svédsti védci v roce 2005 provadéli
toto stanoveni na kolon¢ Ci;g (5 pm, 150 x 2 mm) pii 40 °C s mobilni fazi CH;CN/0,01M-
CH;COONHy (1:1, v/v), s ionizaci elektrosprejem (ESI) a kvadrup6lovym analyzatorem [66]. Kolonu
Hypersil silica (3 um, 30 x 4 mm) s mobilni fazi 0,02M—-CH;COONH,/CH;CN (30:70, v/v), ionizaci
ESI a trojity kvadrupol (QqQ) pouzil Macek a kol. v roce 2009 [67]. Indicti védci o rok pozdéji pouzili
také techniku HPLC/ESI-QqQ-MS/MS, kolonu C;g (5 um, 100 x 4,6 mm) pii 40 °C s mobilni fazi
0,01M—HCOONH,/CH;CN (35:65, v/v). Nov¢jsi publikace dosahla oproti predeslym studiim snizeni
mnozstvi spotiebované plasmy na analyzu (300 pl), nejkratsi doby analyzy a navic metodu pouzili ke
studii bioekvivalence na 41 zdravém ¢lovéku po oralnim podani 2 mg l1é¢iva v tableté [68].

Obr. 1. Strukturni vzorec tolterodinu (a), fesoterodinu (b) a S-hydroxymethyltolterodinu (c)
HPLC s UV detekci byla kvili nizsi citlivosti vyuZivana pro stanoveni TOL a S5-HMT
v tabletach 1éCiva. Tyto latky nejlépe absorbuji pfi vinové délce 210 nebo 220 nm [69]. Pomoci
HPLC/UV na chiralnich stacionarnich fazich je mozno oddéleni enantiomerd TOL, coz dovoluje
stanovit (S)-TOL jako necistotu v 1é¢ivu obsahujicim (R)-TOL [70,71]. Z dal$ich analytickych technik
byla pro stanoveni TOL a 5-HMT pouzita plynovd chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS)



s nutnosti derivatizace [72], kapilarni elektroforéza (CE) [73] a rovnéz byly pro tyto latky navrzeny
spektrofotometrické metody [74].

Pro stanoveni FES v tabletach lé¢iva byla doposud pouzita HPLC/ESI-MS/MS na reverznich
fazich Luna Cg (3 um, 50 X 3 mm) s mobilni fazi methanol/0,1 % kyselina mravenci (90:10, v/v) [75].
Rychla a levna UV spektrofotometrickd metoda (228 mm) byla vyvinuta pro stanoveni FES v 1é¢ivych
tabletach a byla srovnana s tfemi validovanymi metodami LC, CE a LC/MS/MS s podobnymi
vysledky [76]. Degrada¢ni produkty fesoterodinu za ruznych podminek (kyselé, bazické, oxidativni,
teplotni a fotolytické) byly studovany a charakterizovany LC/UV/ESI-MS na monolitické koloné¢.
Fesoterodin se rozkladal na latky o m/z 342,5 (5-HMT); 356,6; 175,2; 284,5; 365,7 a 393,4. V kyselém
prostiedi IM—HCI byla zjisténa degradace 10 % FES, ve 2M—-HCI 32 % FES [77]. Pro stanoveni FES
a 5-HMT v lidské plazmé byla navrzena metoda LC/ESI-MS/MS pro rozsah koncentraci analytt
0,01 — 10 ng/ml, na koloné¢ Kromasil C;g (5 um, 100 x 4,6 mm) termostatované na 30 °C s mobilni
fazi 0,015M-HCOONHy, (upraven kyselinou mravenci na pH 5,5)/CH;CN (25:75, v/v) [78].

Elektrochemické chovani TOL je soucasti této disertaéni prace podpoifené publikaci [79].
Elektrochemické chovani FES a 5-HMT dosud nebylo popsano a je soucasti této disertacni prace.

Rutin

Rutin je fazen mezi nejbioaktivngjsi flavonoidy z podskupiny flavonoli. Je popsano Siroké
spektrum pfiznivych G¢inkd rutinu v lidském organismu, které jsou podpofeny jeho silnou
gastroprotektivni ptisobeni [82], dale neuroprotektivni efekt u Parkinsonovy choroby [83], ochranny
ucinek proti poskozeni DNA [84], déale snizuje hladinu cholesterolu v krvi [85], ochranuje
kardiovaskularni systém [86] a obecné piiznivé pusobi pii 1é€bé chorob s produkci volnych
kyslikovych radikalt napt. revmatoidni artritida [87].
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Obr. 2. Struktura rutinu Obr.3.  Cyklicky voltamogram
0,1 mmol/l rutinu v Britton-Robinsonové pufru
o pH 4,5, rychlost scanu 100 mV/s.

Struktura rutinu (Obr. 2) je tvofena necukernou slozkou, aglykonem, kterou piedstavuje
kvercetin ana ten je pres kyslik vkruhu C v poloze 3 navazan disacharid rutinosa zastupujici
cukernou ¢ast rutinu. Proto je téZ rutin nazyvan jako kvercetin-3-O-rutinosid. Jedna se o krystalickou
latku se Zlutym zabarvenim, které¢ mtize plisobenim svétla postupné hnédnout. Krystaly rutinu bézn¢
obsahuji molekuly vody. Dehydratovanou formu by bylo mozZné ziskat po dvanacti hodinach suseni pii
110 °C. Rutin je dobie rozpustny v pyridinu, formamidu, méné v alkoholech, vod¢, acetonu,
ethylacetatu a téméf nerozpustny v chloroformu, etheru a benzenu. Elementarni sloZeni rutinu je
Cy7H3¢016 s molarni hmotnosti 610,52 g/mol a pfesnou hmotnosti 610,1534 Da [88].

Rutin je v téle primarné metabolizovan stfevnimi bakteriemi za odtrzeni glykosylt na kvercetin-
3-O-glukosid a nasledné na kvercetin, rovnéz velmi silny antioxidant, ktery svymi G¢inky dopliuje



rutin vjeho bioaktivité. Dal§imi metabolity rutinu jsou 3,4-dihydroxyfenyloctova Kkyselina,
4-hydroxyfenyloctova kyselina, floroglucinol a 3,4-dihydroxybenzaldehyd [89].

Rutin je ve zna¢ném mnozZstvi pfitomen v rostlinach, ovoci a zeleniné. Velmi bohatym zdrojem
rutinu je pohanka. MnozZstvi rutinu v této rostlin¢ zavisi na mnoha faktorech. Existuje n€¢kolik druhd
pohanky, které se 1i§i mnozstvim obsazeného rutinu. Nejvétsi mmozstvi rutinu bylo nalezeno
v pohance tatarské (Fagopyrum tataricum), méné v pohance seté (Fagopyrum esculentum) a nejméné
v pohance divoké (Fagopyrum homotropicum) [90]. Mnozstvi obsazeného rutinu také zavisi na miste
rustu pohanky. V oblasti s intenzivnéj$im dopadem slune¢niho zafeni bude rostlina obsahovat vice
rutinu. Zaroven osvétlenéjsi ¢ast rostliny, napt. kvétenstvi a stonek, bude bohatsi na rutin, nez napt.
koten, protoze rostlina se produkci flavonoidd, které pohlcuji dopadajici UV zaieni, chrani pred
sluncem [91]. Rutin je dale pfitomen v nepfeberném mnozstvi plodin, jako jsou citrusy, Svestky,
atedy i pivo. Pfitomnost rutinu byla zjisténa v fadé Ceskych i zahrani¢nich piv pfiCemz pramérny
obsah se pohyboval kolem 0,5 mgna 1 1 piva [92].

Rutin je nejcastéji stanovovan kapalinovou chromatografii s UV-Vis [93], hmotnostni [94],
elektrochemickou [95], nebo chemiluminiscen¢ni detekci [96]. Byl stanovovan také hmotnostni
spektrometrii MALDI-MS [97], MALDI-TOF-MS [98], ESI-MS/MS [99]. Dale byla pro stanoveni
rutinu pouzita rovnéZ plynova chromatografie s hmotnostni detekci avSak s nutnosti derivatizace smesi
BSTFA/pyridin/ethylacetat (20:5:25, v/v/v) [100]. I kapilarni elektroforéza byla hojné uzivanou
metodou pro stanoveni rutinu [101]. Ze spektralnich metod byly pro analyzu rutinu pouzity UV
spektrofotometrie [102], NMR [103], povrchem zesileny Ramantiv rozptyl (SERS) a infraCervena
spektroskopie [104].

Rutin je stejné jako ostatni flavonoidy elektroaktivni. Jeho elektrochemické chovani dobte
popisuje cyklicky voltamogram (Obr. 3). Prvni anodickd vlna s maximem pii potencialu 460 mV
odpovida dvouelektronové oxidaci hydroxylovych skupin s ucasti dvou protont v kruhu B v polohach
3"a4’, jejimz produktem je o-chinon. Této reverzibilni reakci odpovida redukéni signal s maximem
pii potencialu 430 mV. Druhy oxida¢ni pik pii 1080 mV odpovida ireverzibilni reakci, jiz se Gi¢astni
hydroxylové skupiny v kruhu A v polohach 5 a 7 [105,106]. Jina studie popisuje druhy oxida¢ni signal
rutinu jako pfeménu —OH skupiny v poloze 7 a vznik kyslikového volného radikalu smétujici k tvorbé
molekuly O,, ktery mize byt dale oxidovan pii jeSté pozitivnéjSim potencidlu, coz mize vést
k otevieni cyklu C [107]. Nejnovéjsi studie mechanismu oxidace kvercetinu, tvoficiho necukernou
slozku rutinu, popisuje tfistupiiovou oxidaci ve vodném roztoku o pH 5,3 [108].

Kromé cyklické voltametrie byly pro studium rutinu vyuzity i jiné elektroanalytické techniky,
napiiklad diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV), square-wave voltametrie (SWV), linear sweep
voltametrie (LSV) [109], chronocoulometrie [110], chronopotenciometrie [111] a voltabsorptometrie
[107], metoda kombinujici CV a spektrofotometrii.

Jednim z cilt této prace je studium chovani rutinu na modifikovanych uhlikovych pastovych
elektrodach. V literatufe je k nalezeni fada publikaci zabyvajicich se voltametrickym stanovenim
tohoto flavonoidu na uhlikovych pastovych elektrodach. VSechny vSak vyuzivaji pro stanoveni rutinu
voltametrické techniky [112-120]. V této disertacni praci je popsano stanoveni rutinu na uhlikovych
pastovych elektrodach také pomoci amperometrickych technik [63].




Cile disertacni prace

Cilem diserta¢ni prace bylo studium elektrochemickych tranformaci biologicky aktivnich latek.

Konkrétné byly naplanovany tyto ukoly:

prostudovat elektrochemické vlastnosti, chovani a mechanismus oxidace antimuskarinovych
1é¢iv,  tolterodinu  a fesoterodinu, ajejich  spolecného aktivniho  metabolitu
5-hydroxymethyltolterodinu voltametrickymi technikami

separovat tyto latky pomoci HPLC s elektrochemickou detekci na borem dopované diamantové
elektrodé s ohledem na pozdgjsi aplikace metody pro stanoveni téchto 1éCiv v moci a plazmé

piipravit produkty oxidace téchto latek elektrolyzou za konstantniho potencialu a nasledné je
analyzovat pomoci UPLC/ESI-MS

vyhodnotit hmotnostni spektra produktii a navrhnout jejich strukturu

z vysledki voltametrickych méfeni a UPLC/ESI-MS analyz navrhnout mechanismus
elektrochemické oxidace tolterodinu, fesoterodinu a 5-hydroxymethyltolterodinu

sledovat vliv modifikace uhlikové pasty na elektrochemické chovani rutinu
vyvinout ¢idlo pro amperometrickou detekei rutinu

Kromé piedlozené disertacni prace jsou vysledky obsahem dvou publikaci v impaktovanych

¢asopisech [63,79].
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Experimentalni ¢ast

Syntéza 5-hydroxymethyltolterodinu

Fesoterodin fumarat (102 mg, 0,19 mmol) byl rozpustén v ethanolu (10 ml). Bylo pfidano 10 ml
amoniaku (25 %) a reakéni smes byla 48 hodin michana za laboratorni teploty. Bild sraZenina byla
odfiltrovana, promyta vodou a vysuSena vzduchem. Celkem bylo ziskano 55 mg produktu (vytézek
83 %). Identita produktu byla zji§téna hmotnostni spektrometrii.

Priprava uhlikovych pastovych elektrod

Uhlikova pasta byla pfipravena smichanim 200 mg grafitovych vloc¢ek s 80 pl parafinového
oleje. CPE s ftalocyaninem Zzeleznatym (IP/CPE) byla pfipravena nahradou 10 % hmotnosti
grafitovych vlo¢ek ftalocyaninem Zeleznatym. CPE s iontovou kapalinou (IL/CPE) byla pfipravena
z 200 mg grafitovych vlocek a 100 pl iontové kapaliny [hmin][Tf,N]. Smés byla homogenizovana do
vzniku soudrzné pasty. Pastou bylo naplnéno teflonové elektrodové pouzdro se zavitem.

Voltametrické experimenty

Pred kazdym méfenim byla GCE lesténa na navlhcéené jemné textilii za pouziti 0,05 mm
aluminy (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) a vlozena na 10 s do ultrazvukové lazné. Elektrodovy povrch
CPE byl obnovovan pied kazdym scanem odstranénim malého mnozstvi pasty vytlacené pistem
z elektrodového rezervodaru. Elektrodovy povrch CPEs byl leStén na hladkém papite. Cyklické
voltamogramy byly zaznamenavany pfi rychlosti scanu 50 nebo 100 mV/s. Pii méfeni zavislosti na
rychlostech scanu byla rychlost scanu variovana v riznych rozsazich, konkrétni hodnoty jsou uvedeny
u jednotlivych experimentl. DPV experimenty byly provadény pifi modula¢ni amplitudé 0,05 V, dobé
trvani pulzu 100 ms a rychlosti scanu 20 mV/s. Square wave voltamogramy byly zaznamenavany pii
rychlosti scanu 125 mV/s, amplitudé 0,02 V, dob¢ trvani pulzu 40 ms a frekvenci 25 Hz. VSechny
experimenty byly provadény v nizkoobjemové nadobce s maximalnim objemem 2 ml. V piipadé
potteby byly elektrolyty pfed métenim probublany dusikem.

Mez detekce a stanovitelnosti pro TOL a FES a pro amperometrické experimenty s rutinem byly
vypocéitany podle pfimé metody signalu (IUPAC), ktera vyuziva intervalti spolehlivosti odhadt Y
(odezvy méficiho pfistroje) [121], ve statistickém programu QC Expert (TriloByte Statistical
Software, Pardubice, CR). Jako regresni model je pouZita pfimka, hladina vyznamnosti o = 0,05.
Smérnice linedrnich zavislosti (,,Slope®) ajejich smérodatné odchylky (,,Standard Error*) byly
pocitany v programu OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA). Odhad
meze detekce a stanovitelnosti rutinu pro DPV a DPAdSV byly urCeny experimentalné jako
trojnasobek (LOD) nebo desetinasobek (LOQ) Sumu zakladniho elektrolytu, dal$i parametry téchto
kalibra¢nich zavislosti byly po¢itany v programu OriginPro 8 SR0. Pfesnost a spravnost méfeni rutinu
bylo vyhodnocovano z modelovych vzorkll rutinu pfidanim 2 ml, 0,4 ml a 0,06 ml standardniho
roztoku rutinu o koncentraci 1 mmol/l do octanového pufru (pH = 4) v destilované vodé o celkovém
objemu 1000 ml. Objem 10 ml byl pifeveden do voltametrické cely a analyzovan s pouzitim metody
standardniho pfidavku. Byly pouzity tii pfidavky standardniho roztoku rutinu. Pocet opakovani méteni
kazdého modelového vzorku n = 5.

Vysokoticinnad kapalinovd chromatografie s elektrochemickou detekci

Mobilni faze byla piipravena rozpusténim navazeného mnozstvi dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (pro pH 3 a5) nebo hydrogenfosfore¢nanu sodného (pro pH 7) ve vodé. Pro odstranéni
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nerozpusSténych ¢asteCek byly pufry zfiltrovany pies 0,2 um porézni filtr a smichany s acetonitrilem
v pozadovaném objemovém poméru. pH mobilni faze bylo nastaveno na pozadovanou hodnotu
koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou. Prutokova rychlost byla nastavena na 0,3 ml/min. Potencial
cely byl variovan podle potieby, konkrétni hodnoty jsou uvedeny u jednotlivych experimentt
(vs. Pd/H,). Potencidl ochranné cely byl nastaven na 750 mV. Citlivost méfeni byla regulovana podle
potteby od 0,5 pA do 20 pA. Referenéni UV detekce byla zaznamenavana pii vinové délce 210 nm.
Nasttik vzorku byl provadén pieplnénim 4 pl nastiikové smycky. Hydrodynamické voltamogramy
modelové smési standardu latek TOL, FES, 5-HMT a vnitiniho standardu berberinu o koncentraci
10 umol/l byly méfeny postupnym zvySovanim potencialu po 70 mV v rozsahu potenciali od 700 mV
do 1470 mV. Nasledn¢ byly hydrodynamické voltamogramy vyhodnoceny jako zavislosti ploch pikt
standardi (A - s) na aplikovaném potencidlu. Odhad mezi detekce a stanovitelnosti TOL, FES
a 5-HMT byly urceny experimentalné jako trojnasobek (LOD) nebo desetinasobek (LOQ) Sumu
slepého pokusu.

Elektrolyza za konstantniho potencidlu s analyzou oxidacnich produktii
metodou ultratcinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Elektrolyza byla provadéna u TOL, FES a 5-HMT v rtuznych prostiedich pii riznych hodnotach
konstantniho potencialu (Tabulka 2, Odd. 3). VSechny vzorky byly elektrolyzovany v michaném
roztoku o koncentraci 1 mmol/l (TOL) a 0,5 mmol/l (FES a 5-HMT) v celkovém objemu 1,2 nebo
1,6 ml, dokud proudova odezva neklesla na zbytkovou hodnotu.

Mobilni fazi A tvofil vodny roztok octanu amonného o koncentraci 0,01 mol/l afazi B
acetonitril. Separace probihala s gradientem: 0-5 min (10-80 % B), 5—6 min (80 % B), 6—7 min (80—
10 % B) a 7-10 min (10 % B). Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min, termostat kolony byl nastaven na
25 °C, teplota autosampleru na 10 °C. Objem nastfikovaného vzorku byl 3 pl (TOL) nebo pfeplnénim
nastiikové 20 ul smyc¢ky (FES a 5-HMT). Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem byla
pouzita za nasledujicich podminek: napéti sprejovaci kapilary 3 kV (pozitivni mdd), teplota zdroje
100 °C, vzorkovaci konus 30 V, desolvataéni teplota 150 °C, prutokova rychlost plynu v konusu 38 1/h
a prutokova rychlost desolvataéniho plynu 450 I/h. Pouzitym plynem ve zdroji byl dusik, koliznim
plynem argon. Data byla ziskdna pribéznym snimanim pfi nizsi kolizni energii 5 eV a pii vys$si kolizni
energii za pouziti rampy kolizni energie v rozsahu 15-35 eV nebo 5-15 eV.

Stanoveni rutinu v extraktech z pohanky

Pro stanoveni rutinu v pohance seté byly vyzkouseny ctyfi extrakéni postupy: povateni pohanky
ve vodé (BWE), klasicka Soxhletova extrakce (SE), vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PSE)
a nadkriticka fluidni extrakce (SFE). Pro extrakce byly s analytickou piesnosti navazeny 1 nebo 2 g
rozdrcenych pohankovych semen. Pro extrakci rutinu varem byla rozdrcena pohankova semena vafena
po dobu péti minut v piiblizné 50 ml destilované vody. Po vychladnuti byly vzorky centrifugovany po
dobu dvaceti minut a nasledné zfiltrovany. Pro SE byl jako rozpoustédlo pouzit methanol. Pii
zahfivani topnym hnizdem probihala extrakce po dobu dvou hodin. Extrakt byl doplnén v odmérné
baiice methanolem. PSE extrakce probihala za téchto podminek: tlak 150 bard, teplota 100 °C,
rozpoustédlo aceton. Byly provedeny dva cykly po deseti minutach statické extrakce. SFE extrakce
oxidem uhli¢itym probihala za podminek: teplota extrakéni cely f,=35 °C, teplota restriktoru
t.=100 °C, teplota zachytu #,=30 °C, tlak 25 MPa, doba analyzy 30 min, rozpoustédlo aceton.
Extrakty byly analyzovany voltametricky. Srovnavaci HPLC/UV-Vis metoda stanoveni rutinu
v modelovych vzorcich a extraktech pohanky byla pfevzata z literatury [122].

12



VysledKky a diskuze

1. Elektrochemické chovani antimuskarinik

V této kapitole je sledovano elektrochemické chovani latek tolterodinu, fesoterodinu
a 5-hydroxymethyltolterodinu voltametrickymi technikami (CV, DPV a SWV). Z cyklickych
voltamogrami, zavislosti proudovych odezev a potencidlli na pH, rychlosti scanu a koncentraci je
ziskana predstava o mechanismu oxidace téchto antimuskarinik.

1.1. Elektrochemické chovani tolterodinu

Cyklicky voltamogram tolterodinu v prostfedi methanolu a B-R pufru pH 7,4 (1:1, v/v, Obr. 4)
ukazuje dva oxidacni signaly s potencialy 480 mV (pik A) a 680 mV (pik B). V reverznim katodickém
sméru polarizace nebyl u TOL pozorovan odpovidajici
redukéni pik, coz indikuje ireverzibilni dg;.

Vliv rychlosti scanu na anodickou odezvu TOL byl
sledovan v prosttedi B-R pufru pH 7,4 bez methanolu (i),
$ 50 % methanolu (ii)) a vnevodném prostiedi methanolu
soctanem amonnym  (iii). VyS$$i hodnoty smérnic
v pfitomnosti vodné slozky indikuji vliv adsorpce TOL na
elektrodovy povrch. Smérnice nizsi nez 0,5 v methanolickém
prosttedi mtze byt disledkem uréitych kinetickych procest
(napt. dimerizace) doprovazejicich elektrodovou reakci.

Obr.4. Cyklicky voltamogram TOL o koncentraci 0,1 mmol/l
(—) a zékladniho elektrolytu CH;0OH/B-R pufr pH 7,4 (---), rychlost scanu 260 460 6(IJO 8[|)0 10'00 12'00

100 mV/s. — . o , El'mV (vs. SCE)
U obou CV piki tolterodinu je pozorovan posun

potencialu k pozitivnéjSim hodnotdm se zvySujici se hodnotou rychlosti scanu. Hodnota smérnice
E,-logv zavislosti pro pik A odpovidd teoretickym pfedpokladim posunu potencidlu pro
dvouelektronovou reverzibilni elektrodovou reakci nasledovanou ireverzibilni chemickou reakci.
Hodnota smérnice E,—log v zavislosti pro pik B je typicka pro jednoelektronovou elektrodovou reakci,
kdy redukovana i oxidovana forma jsou siln¢ adsorbovany na povrch elektrody [123,124].

Oxidace tolterodinu je zavisla rovnéz na pH. V kyselém prostiedi do pH 5,5 dominuje pik A,
pro pik B je pozorovana jen velmi mala
odezva (Obr. 5, kiivka 1). Pro pH > 6 se pfi
pozitivnéj§im potencialu objevuje  teti
signal C (Obr. 5, kfivka 2). Intenzita piki B
a C se zvySuje srostoucim pH (Obr. 5,
kiivka3) a pii pH>9se tyto signaly
ptekryvaji za vzniku jednoho vyrazného
piku ozna¢eného B+C (Obr. 5, kiivka 4).

Obr. 5. Diferenéni pulzni (a) a linearni (b)
voltamogramy tolterodinu (0,1 mmol/l) v CH3OH/
B-R pufr (1:1, v/v), pH 4,1 (1), pH 6,5 (2), pH 8,2 (3), ‘ ; v _ .
pH 11,3 (4). Rychlost scanu 20mV/s (DPV), 0 500 1000 0 500 1000
100 mV/s (LSV).— E!'mV (vs. SCE)

Ze zavislosti potencialu na pH je ziejmy posun potencidlu vSech tii pikd (A, B a C) k méné

1 uA

pozitivnim hodnotdm pfi zvySovani pH. Smérnice regresnich piimek E,—pH zavislosti a jejich
smérodatné odchylky napovidaji, Ze prvni oxida¢ni stupen a dalsi dva oxida¢ni procesy do mirné
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alkalického prostfedi zahrnuji stejny pocet protont a elektront. Zlomovy bod zavislosti pH = 8,5 by
mohl odpovidat disociac¢ni konstanté nékterého oxida¢niho produktu tolterodinu (pK, = 8,5).

Kalibra¢ni zavislost anodickych odezev tolterodinu (piku A a B) byly méfeny cyklickou
voltametrii v rozsahu koncentraci 10—100 umol/l v prosttedi CH;OH/B-R pufru pH 7,4. Zavislosti
proudovych odezev TOL na jeho koncentraci byly v méfeném rozsahu linedrni. Byly zjiStény meze
detekce 9,6 umol/l (pik A) a40,0 umol/l (pik B), meze stanovitelnosti 13,9 umol/l (pik A)
a 53,7 pmol/l (pik B). Smérnice kalibracnich pfimek se smérodatnymi odchylkami se rovnaly
(0,194 + 0,005) nA 1 pmol™ (pik A) a (0,061 + 0,007) nA 1 umol™, Gsek kalibragnich ptimek a jeho
smérodatna odchylka byly (1,03 = 0,27)nA (pik A) a (2,03 + 0,41) nA (pik B) a koeficienty
determinace 0,9978 (pik A) a 0,9524 (pik B).

1.2.  Elektrochemické chovani fesoterodinu

Cyklicky voltamogram fesoterodinu v prostiedi methanolu a B-R pufru o pH 7,4 (1:1, v/v)
poskytuje jeden anodicky oxida¢ni signal pii potencialu 740 mV. V opa¢ném, katodickém sméru neni
pozorovana odpovidajici odezva, coz znaci ireverzibilni dg&;.

Byla studovana stabilita fesoterodinu v neutralnich a alkalickych roztocich (pH 7; 9,5 a 12).
Byly zaznamenany cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu (CH;OH/B-R pufr o daném pH,
1:1, v/v), smési standardu FES a zakladniho elektrolytu (ZE) ihned po smichani (¢as 0 min) a poté
v prodluzujicich se ¢asovych intervalech az do n€kolika hodin po smichani smési. V prostiedi o pH 7
v Case 0 min poskytuje FES jeden oxidacni signal s maximem pii 800 mV. Po 180 min (Obr. 6),
a dokonce i po 24 h stani smési byl pozorovan opét jediny anodicky pik. S ¢asem vSak dochazelo ke
snizovani signalu FES v disledku jeho adsorpce. Adsorpce byla potvrzena nasledujicim
experimentem. Vylesténa elektroda byla ponechana v roztoku FES po dobu 5 min bez elektrolyzy,
poté dukladné oplachnuta destilovanou vodou a bez lesténi vloZena do roztoku ¢istého ZE, ve kterém
byl pofizen zaznam CV. Na voltamogramu byl pozorovan pik FES.

Pii pH 9,5 se uz po deseti minutach objevuje kromé piku fesoterodinu (£, = 660 mV) také pik
s potencidlem E, = 480 mV (Obr. 6), jehoz intenzita nariistd s dobou stani smési k limitni hodnoté
proudu piku 80nA. V prostiedi opH 12 se kromé¢ piku §
fesoterodinu pfi 570 mV objevuje rovnéz druhy pik pii 370 mV b
(Obr. 6), jehoz signal s Casem stani smési nartsta k limitni hodnot¢ pH 12 ~i
proudu piku 1,3 uA. Tento pik piedchazejici signal FES =
koresponduje s prvnim oxida¢nim signalem 5-HMT (480 mV pro
pH9,5 a 370 mV pro pH 12). V alkalickém prostfedi evidentné
dochazi k hydrolyze FES na 5-HMT. V neutrdlnim prostiedi pH,5
dostavame prvni oxidacni signal 5S-HMT pii 620 mV, tento pik |} 2un
u FES nebyl pozorovan ani po 1080 minutach stdni smési. Z vyse
uvedenych experimenti vyplyva, ze v neutralnim prostiedi
k hydrolyze FES na 5-HMT nedochazi.

Obr. 6. Cyklicky voltamogram fesoterodinu o koncentraci 0,1 mmol/l
v prostiedi o rizném pH: 7, 9,5 a 12. CV zdkladniho elektrolytu: methanol/B-R
pufr (1:1, v/v, --), smési ihned po smichani FES se zdkladnim elektrolytem (- --) o 200 400 600 800 1000 1200

a po 180 min stani smési (—), rychlost scanu 100 mV/s.— E/mV (vs. SCE)

Zavislost rychlosti scanu na anodickou odezvu FES naznaduje d¢j fizeny difuzi. Smérnice
linearni E, — log v zavislosti je mozné prolozit pfimkou odpovida teoretickym predpokladiim posunu
potencialu pro jednoelektronovou reverzibilni elektrodovou reakci nasledovanou ireverzibilni
chemickou reakci nebo ireverzibilni dvouelektronovou reakei [123].
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Oxidace FES je zavisla na pH. V kyselém prostfedi pH <5 a koncentraci FES 0,1 mmol/l
nebyla pozorovéana zadna odezva. Oxidac¢ni pik FES se zacina objevovat az pii pH 5. Proudova odezva
tohoto piku roste s alkalitou az do hodnoty pH 7,5. Pti pH > 7,5 nema proudova odezva FES Zadny
specificky trend a jeji vySka se pohybuje v rozmezi 2,2—-2,8 pA pro CV a 0,6—0,8 pA pro DPV. Pfi
pH >9 se ve voltametrickém zdznamu objevuje také pik predchazejici odezvu FES. V alkalickém
prostfedi dochazi k hydrolyze FES na 5-HMT (viz vySe), tento pik tedy odpovida prvnimu oxida¢nimu
piku 5-HMT a se zvySovanim alkality prostiedi nariista jeho odezva. Prisecik dvou linearnich usekt
zavislosti £,—pH pfi pH 10,5 odpovida disocia¢ni konstanté fesoterodinu pK, = 10,31 [65].

Kalibra¢ni zavislost anodické odezvy fesoterodinu byla méfena diferen¢ni pulzni voltametrii
v rozsahu koncentraci 10—100 pmol/l v prosttedi CH;OH/B-R pufr pH 7,5 (1:1, v/v). Zavislost
proudové odezvy FES na jeho koncentraci byla v méfeném rozsahu linearni. Byla zjisténa mez
detekce 14,8 pmol/l a mez stanovitelnosti 21,0 pmol/l. Smérnice kalibra¢ni piimky se smérodatnou
odchylkou byla (7,08 +0,26) nA 1 umol™ a Gisek kalibra¢ni piimky se smérodatnou odchylkou byl
(-48,8 = 15,7) nA a koeficient determinace 0,9947.

1.3.  Elektrochemické chovani 5-hydroxymethyltolterodinu

Cyklicky voltamogram 5-hydroxymethyltolterodinu (Obr. 7 a) v prostfedi methanolu a B-R
pufru pH 7,5 (1:1, v/v) ukazuje dva anodické oxidac¢ni signaly s potencialy 600 mV (pik A) a 860 mV
(pik B). V reverznim katodickém zaznamu se objevuji rovnéz dva signaly s potencialy 220 mV (pik C)
a -170 mV (pik D). Volbou ptepinaciho
potencialu té$né¢ za maximem piku A
(670 mV, Obr. 7 b) podpotfené akumulaci
pii 670 mV, dostavame v katodickém
sméru intenzivng;jsi pik C
a v nasledujicim anodickém scanu pik E
pii potencidlu 370 mV (Obr. 7Db).
Znamena to, ze pii potencidlu piku A
vznika elektroaktivni produkt projevujici
se kvazireverzibilni dvojici piki C a E
(Epg—Epc=370-220=150 mV). d

Obr. 7. Cyklicky voltamogram 5-HMT
s pfepinacim potencidlem 1,3 V (a) a 650 mV
s akumulaci 30 s pfi 650 mV (b), p-benzochinonu
() 4-(hydroxymethyl)fenolu s pfepinacim €
potencidlem 1,3 V (d) a 650 mV (e) a 4-hydroxy-
benzaldehydu (f). Koncentrace latek 0,5 mmol/l,
zakladni elektrolyt: CH;OH/B-R pufr pH 7,5 (1:1,
v/v, $edd), 1. cyklus (Cerna), 2. cyklus (teckovana),

rychlost scanu 50 mV/s. —

Pfi potencialu piku A dochazi
k jednoelektronové oxidaci 5-HMT za
vzniku fenoxy radikalu, ktery nasledné¢ @
mize tvofit C-C dimery (bifenoly)
podléhajici dalsi oxidaci na pfislusny
bifenochinon. Redukce bifenochinonu na

-600 -300 0 300 600 900 1200
bifenol se v katodickém sméru polarizace Elmi {(¥5.56E)

projevi pikem C. Redoxni reakce dimernich chinont jsou reverzibilni a ve druhém anodickém scanu
tak dostavame signal E (Obr. 7 b), pii kterém dochazi k oxidaci bifenolu na bifenochinon. Pik D, ktery




se objevuje na katodické vétvi cyklického voltamogramu 5-HMT, lezi pii stejném potencidlu (-
170 mV) jako redukcni pik p-benzochinonu (Obr. 7 c). Intenzita tohoto piku je vétsi pii zvoleném
piepinacim potencialu pozitivnéj§im, néz je potencial piku B. Je tedy mozné, ze ve druhém stupni
oxidace 5-HMT (pik B), je oxidovan pfislusny fenoxy radikal na fenoxoniovy kation. Ten miiZe
reagovat s vodou za vzniku odpovidajiciho diolu, ktery se dale oxiduje na chinon. Redukce tohoto
chinonu se projevuje pikem D.

Je pravdépodobné, Ze souCasné s tvorbou fenoxy radikalu dochazi v prvnim oxida¢nim kroku
5-HMT k oxidativni dehydrogenaci 5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou skupinu za vzniku
S5-formyl derivatu TOL. Podobné chovani je pozorovano u standardu 4-(hydroxymethyl)fenolu
(Obr. 7 d). Na tomto voltamogramu jsou také pozorovatelné dva redukcni piky odpovidajici nejspise
stejnému déji, jako u pikt C a D 5-HMT, tj. redukci bifenochinonu a chinonu. Pfi niZ§im pfepinacim
potencialu je pik C intenzivngjsi (Obr. 7 e), naopak pik D ma vétsi intenzitu pfi vy$Sim pfepinacim
potencialu, podobné jako u 5-HMT. V literatuie je popsano podobné chovani benzylalkoholu, ktery je
elektrochemicky oxidovan na benzaldehyd [127] nebo oxidace p-kresolu pies 4-hydroxymethylfenol
az konec¢ny produkt p-hydroxybenzaldehyd katalyzovana p-kresolmethylhydroxylasou reaktivovanou
elektrochemicky in situ [128].

V dal$im oxidacnim kroku, ktery se projevuje pikem B lze ptedpokladat oxidaci 5-formyl
derivatu TOL, coz potvrzuje shoda potencidlu piku B s oxidacnim signalem piku standardu
4-hydroxybenzaldehydu (Obr. 7 f). Redukéni pik na cyklickém voltamogramu pii potencialu kolem -
200 mV, analogicky k piku D na voltamogramu 5-HMT, odpovida s velkou pravdépodobnosti redukci
piislusného chinonu. Z literatury [129] je znamo, ze redukce aldehydické skupiny probiha az pii
mnohem nizSich potencialech, napiiklad formaldehyd se redukuje pii £, = -1,46 V, benzaldehyd pii
E1p=-1,50V nebo nitrobenzaldehyd pti E;, =-0,80 V (vSechny v prostiedi o pH =38). Mizeme
ocekavat, ze na uhlikové elektrodé v pouzitém potencialovém rozsahu za danych podminek nebude
redukce aldehydické skupiny probihat.

Zavislost rychlosti scanu vrozsahu 5— 700 mV/s na proudovou odezvu piku A 5-HMT
naznaCuje d¢j fizeny difuzi. Zavislost E, —log v lze prolozit pfimkou se smérnici a smérodatnou
odchylkou (40,1 £ 3,2) mV/log jednotku. Pro ireverzibilni elektrodovou reakci z teorie plyne posun
potencialu piku 30/an (mV) pii 25 °C pfi desetinasobném zvyseni rychlosti scanu.

Oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu je silné zavisla na pH. Oxida¢ni signal piku A se zacina
objevovat az vmirn¢ kyselém prostiedi. Se zvySovanim pH elektrolytu se jeho odezva zvySuje
avsilné alkalickém prostfedi je nejintenzivngj$i. Odezva oxida¢niho piku B je zaznamenatelna
v §irsim rozsahu pH 2,75 —-11,64. Od pH 2,75 jeho odezva se zvySovanim pH roste, svého maxima
dosahuje pii pH 8 a pro pH > 8 intenzita klesa. Ze zavislosti potencialu anodickych odezev 5-HMT na
pH je evidentni posun vSech pikli k niz§im hodnotdm potencialu s rostoucim pH. Zavislostmi £, — pH
napovida, ze prvni a druhy oxidaéni stupeni zahrnuji stejny pocet protonti a elektrond.

2. Separace antimuskarinik vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
s elektrochemickou detekci

Oxidace TOL, FES a 5-HMT byla analyticky vyuzZita pfi elektrochemické detekci po separaci
téchto latek vysokouéinnou kapalinovou chromatografii. Pro analyzu 1é¢iv a jejich metabolitd ve
slozitych matricich, napft. télnich tekutinach, je separace nezbytnym krokem.

Separace studovanych latek byla testovana na &tyfech riiznych kolonach: Ascentis® Cig (3 pm,
100 x 2,1 mm), Nucleodur® Cs Gravity (5 um, 250 x 2 mm), Nucleodur® PFP (5 pm, 250 x 2 mm)
a Nucleodur” CN-RP (3 um, 125 x 2 mm, Obr. 8). Latky byly zkolon vymyvény v tomto elu¢nim
poradi 5-HMT, TOL a FES. Pouze u CN-kolony doslo k vyméné elu¢niho poradi mezi TOL a FES.
Z hlediska piiméfené retence a separace latek se jako mobilni faze osvéd¢ila smés acetonitril/fosfatovy
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pufr o pH 7 a koncentraci 0,05 mol/l v poméru 30:70, v/v. S ohledem na piipadnou aplikaci metody -
detekei studovanych antimuskarinik v plazmé a moci, kde jsou v prvnich minutach analyzy eluovany
matri¢ni latky, bylo cilem najit kolonu a pH mobilni faze, pii kterém bude mit 5S-HMT co nejdelsi
retenci a zarovenn TOL a FES retenci co nejkratsi, ovSem s rozliSenim R, > 1. Témto pozadavkim
nejlépe vyhovovala kolona Nucleodur® CN-RP pii pH 7 (Obr. 8). Retenéni faktor &; (pro 5-HMT) zde
dosahl uspokojivé hodnoty 2,82 a zaroven celkova doba analyzy nepiekrocCila 15 min. Tento systém
stiedné polérni nitrilové -
stacionarni faze Caste¢né potlacuje
rozdily v polarit¢ studovanych
latek. Ve srovnani s ostatnimi —d
kolonami polarnéj§i 5-HMT je pH3

stacionarni ~ fazi ~ CN-kolony I I >

zadrzovan déle améné polarni e =
TOL a FES jsou zadrzovany kratsi
dobu.

pH3

Obr. 8. Chromatogramy ti
antimuskarinik separovanych na ctyfech

Relativni odezva
=}
T
w

riznych kolondch s mobilni fazi
CH;CN/fosfatovy pufr o koncentraci
0,05 mol/1 (30:70, v/v) o tfech riznych pH
(3, 5 a 7). Latky vychazely v eluénim PH3 — b
pofadi 5-HMT, TOL a FES zkolony pH3
Nucleodur® PFP (a), Nucleodur® Cg
Gravity (b) a Ascentis® Cjg(c). Pro
kolonu Nucleodur® CN-RP (d) bylo pH3 AR_PHS pH7 - a
eluéni potadi: 5-HMT, FES a TOL. _
Podminky separace: prutok mobilni faze: 0 1'0 2'0 3b 4'0 5'0 60 70

0,3 ml/min, UV detekce: A =210 nm. — {/ min

1

\

Volba pracovni elektrody byla prvnim dilezitym bodem pro aplikaci elektrochemické detekce.
Byla testovana coulometricka cela s poréznim grafitickym uhlikem. Vlastnosti tohoto elektrodového
materidlu dovoluji maximalni aplikovany potencial 800 mV. Pfi tomto potencialu 5-HMT a TOL
davaly dobry signal, naopak FES neposkytoval analyticky vyuzitelnou odezvu. Za pouziti BDD
elektrody pfi 1500 mV byla odezva fesoterodinu srovnatelnd se signaly ostatnich latek. Z vyse
uvedenych divodl byla pro dalsi experimenty zvolena amperometricka detekce s BDD elektrodou

zapojena v sérii pred referenéni UV-Vis detektor.
25
20
15

0 2 4 6 8 10 2 14 16
£/ min

Obr. 9. Chromatogram modelové smési 5S-HMT (1), vnitiniho standardu BER (2), FES (3) a TOL (4) o koncentraci
10 umol/l. HPLC parametry: kolona Nucleodur® CN-RP, mobilni faize CH3;CN/fosfatovy pufr pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l
(30:70, v/v), amperometricky detektor s BDD elektrodou s potencialem 1,7 V.

Pro pripadnou aplikaci metody stanoveni 5-HMT, TOL a FES v moci a plazmé byl hledan
vnitini standard (IS), ktery by poskytoval vybornou elektrochemickou odezvu a zaroven by byl dobie
separovan od vSech tfi studovanych latek. Nejlépe témto chromatografickym a elektrochemickym
podminkam vyhovoval isochinolinovy alkaloid berberin (BER, Obr.9), jehoz elektrochemické
chovani jiz bylo dobfe popsano [25]. Zakladni chromatografické parametry vyvinuté metody jsou
shrnuty v Tabulce 1.
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Byly naméfeny hydrodynamické voltamogramy studovanych antimuskarinik a berberinu na
koloné¢ Nucleodur® CN-RP, s mobilni fazi CH;CN/fosfatovy pufr pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l
(30:70, v/v) a amperometrickym detektorem s BDD elektrodou. Potencial byl zvySovan po 70 mV
vrozsahu od 0,7V do 1,47 V. Z voltamogramt je vidét, Ze FES za¢ina davat elektrochemickou
odezvu az pii 1,19 V a se zvySujicim se potencidlem jeho odezva rapidné naridsta. Signaly TOL
a 5-HMT se zvySovanim aplikovaného potencialu nartistaji pozvolna, coZz je v souladu s pribéhy
cyklickych voltamogrami obou latek, které vykazuji dva, resp. tii oxidacni signaly. Naproti tomu FES
se oxiduje pouze v jednom kroku, proto i narGst proudu v hydrodynamickém voltamogramu je
strméj$i. Rozdily mezi potencialy, pii kterych je dosaZeno limitnich hodnot proudt pro jednotlivé
analyty, koresponduji s rozdily potencialti CV piki z voltametrickych analyz.

Tabulka 14 Chromatografické charakteristiky 5-HMT, FES, TOL a vnitiniho standardu (IS)
berberinu za zvolenych podminek

Latka k+s, R, =+ sg

5-HMT 2,81 +£0,01 -
IS 7,17+ 0,02 13,29 +£0,31
FES 9,98 £ 0,03 5,88+ 0,10
TOL 11,58 £ 0,03 2,72 £ 0,04

k — reten¢ni faktor, R, — rozliSeni sousedicich dvojic piki, s, — smérodatna odchylka ze tii
méfeni, i + s, = (1,09 + 0,01) min, pritok mobilni faze: 0,3 ml/min, elektrochemicka detekce

pti 1,7 V, koncentrace latek: 10 pmol/l.

Na zéaklad¢ analyzy vzorki standardi na nizkych koncentra¢nich hladinach byly odhadnuty
meze detekce latek, kdy signal vzorku odpovidal pfiblizné trojnasobku Sumu slepého pokusu. Pro
5-HMT odpovidala mez detekce 3 nmol/l, pro fesoterodin 9 nmol/l a pro tolterodin 2 nmol/l.
Koncentrace studovanych 1éciv v lidské plazmé se pohybuje v jednotkach az desitkdch nmol/l [68],
v moci je koncentrace vy$si vzhledem k tomu, ze vétSina léCiva je ztéla vyluCovana pravé moci
(v metabolizované, ¢i nezménéné podob¢) [64]. Lze predpokladat, Ze navrhovana metoda se mize stat
soucasti postupu pro stanoveni téchto 1€¢iv v plazme nebo moci. Pro pouziti metody ke stanoveni latek
v mo¢i nebo plazmé by vsak bylo nutné provést kalibraci latek v odpovidajici matrici.

3. Elektrolyza antimuskarinik a analyza jejich oxida¢nich produkti metodou
ultraicinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro detailngjsi charakterizaci oxidacnich produktii tolterodinu, fesoterodinu a jejich metabolitu
5-hydroxymethyltolterodinu byly provedeny série experimentt elektrolyzy za konstantniho potencialu
na velkoplosné platinové elektrodé. Potencial elektrooxidace byl zvolen na zakladé cyklickych
voltamogramt TOL, FES a 5-HMT zaznamenanych v riznych prosttedich (Tabulka 2). Elektrolyzaty
byly nasledné¢ analyzovany metodou ultrauc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (UPLC/MS) s ionizaci elektrosprejem a hybridnim Q-TOF analyzatorem.

Tabulka 15 Prehled zvolenych prostiedi a aplikovanych potencialii pii elektrolyze pro
tolterodin, fesoterodin a 5-hydroxymethyltolterodin.

Latka Prostredi Potencial elektrolyzy (mV)
CH;CN s 12,5 mmol/1 LiClO, 200, 700, 1000
CH;30H s 90 mmol/l CH;COONH, 200, 700, 1000

TOL CH;0OH/B-R pufr pH 3,5 500, 690 a 860
CH;0OH/B-R pufr pH 7,0 200, 430, 580 a 730
CH;0OH/B-R pufr pH 10,0 100, 280, 500 a 610

FES CH;0OH/B-R pufr pH 3,0 500, 1000 a 1150
CH;OH/B-R pufr pH 7,0 200, 600 a 1000
CH;0OH/B-R pufr pH 3,0 650 a 900

5-HMT CH;0OH/B-R pufr pH 7,0 300, 500, 900
CH;0OH/B-R pufr pH 9,0 300, 500, 900
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NiZe jsou diskutovana hmotnostni spektra, ve kterych lze pfisoudit jednotlivym iontim uvedené
ztraty, resp. jejich kombinace. Procesy fragmentace latek nebyly detailnéji studovany. Jejich popis
slouzi k podpoie predpokladanych struktur, pfi¢emz jejich jednozna¢na verifikace by byla mozna
porovnanim ziskanych spekter se spektry standardi, které vSak nejsou pro fadu produkti studovanych
elektrochemickych pfemén kdispozici. Hmotnostni spektra vSak v kontextu znalosti
elektrochemického chovani poskytuji dal$i podpirné informace uzite¢né pro pochopeni zkoumanych
procest.

3.1. Elektrolyza tolterodinu

Elektrolyza tolterodinu byla provadéna ve smésném prostiedi CH;OH/B-R pufr (1:1, v/v), ale
také v nevodnych prostiedich, kterd byla zvolena k potlaceni adsorpce oxida¢nich produktd na
elektrodovy povrch. Pro rozliSeni produktii vznikajicich elektrolyzou od ptipadnych dalsich
,heelektrolytickych® produktli byly chromatogramy a hmotnostni spektra srovnany s kontrolnimi
roztoky TOL, které byly elektrolyzovany pfi niZz§im potencialu, nez je potencial prvniho anodického
piku: 500 mV pro pH 3,5; 200 mV pro pH 7,0; 100 mV pro pH 10,0 a 200 mV pro nevodna prostiedi.
Za téchto podminek by nemély probihat zadné elektrochemické reakce tolterodinu.

UPLC/MS analyzou vzorkil tolterodinu byl zaznamenén pik s reten¢nim Casem tg = 2,8 min
odpovidajici protonované molekule [M + H]" s m/z 326, ktera nalezi tolterodinu. Tolterodin byl
fragmentovan (Obr. 10, Obr. 11 a) na ionty s m/z 284 (ztrata propenu §tépenim vazby a nebo a’),
m/z 197 (ztrata diisopropylaminu a ethenu Stépenim vazeb b, c) .
am/z 147, ion s nejintenzivnéj$im pikem spektra, vznikl ztratou 4 o ~OH H3Ca\|/CH3
diisopropylaminu, ethenu a benzenu $tépenim vazeb b, c, d. Pii /5@ ------- a
fragmentaci dochazi také ke Stépeni vazby e za vzniku iont HsC ¥ o
sm/z 117 (kombinace §tépeni vazeb b,e) a m/z 91 (kombinace K
Stépeni vazeb b, c, e). Fragmentacni spektrum tolterodinu je
v souladu se spektrem uvedenym v literatute [68].

Obr. 10. Naznaceni fragmentace tolterodinu

Elektrolyza vSech vzorka tolterodinu pfi potencialu voltametrického piku A vedla podle
UPLC/MS analyzy ke vzniku produktu OP-T1. Hmotnostni spektrum této latky (Obr. 11 b) obsahuje
stejné fragmentaCni ionty jako spektrum standardu 5-HMT (Obr. 11 ¢). Reten¢ni casy OP-T1
a 5-HMT (tr = 2,0 min) se také shoduji (Tabulka 3). Nejveétsi mnozstvi tohoto produktu bylo nalezeno
v prostifedi acetonitrilu a v pufrovaném kyselém prostfedi. Podle vySe uvedenych faktd byl
elektrolyzou TOL ziskan jeho hlavni aktivni metabolit 5-HMT.

Dalsi dva polamni produkty OP-T2 (tg =1,9 min) a OP-T3 (tg = 2,1 min) byly nalezeny ve
vét§sim mnozstvi ve vzorcich v prostiedi CH;CN elektrolyzovanych pii potencialu 1 V. Spektra obou
produktti jsou identicka (Obr. 11 d) s iontem prekurzoru m/z 342 stejn¢ jako u 5-HMT (Tabulka 3).
Nejintenzivngj$i fragmentovy ion s m/z 137, ktery vznikl ztratou diisopropylaminu, ethynu a benzenu,
nese dva atomy kysliku na benzenovém jadfe. Tento fakt napovida, ze OP-T2 a OP-T3 mohou byt
polohové izomery hydroxyderivati tolterodinu s hydroxyskupinami vdzanymi na methylbenzenovy
kruh nejpravdépodobnéji v polohach 4 a 6 (Schéma 1, str. 28). Separace tfi izomert s m/z 342 byla
zobrazena pomoci jejich nejintenzivnéjSich fragmentt m/z 223 pro OP-T1 am/z 137 pro OP-T2
a OP-T3.

Produkt OP-T4 (tg = 2,3 min, m/z 340) byl nalezen v roztoku elektrolyzovaném pii potencialu
piku B v prosttedi acetonitrilu a kyselém pufrovaném prostiedi. Ve fragmentacnim spektru (Obr. 11 ¢)
je intenzivni ztrata CO (A 28) projevujici se fragmentovym iontem s m/z 312, ktera u TOL ani 5-HMT
neni vidét. Nejintenzivnéj§i fragmentovy pik spektra sm/z211 pak odpovida ztrat¢ CO
a diisopropylaminu. Navic stejny produkt vznika také oxidaci standardu 5-HMT, jak je popsano nize
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(odd. 3.3). Podle sumarniho vzorce a typické ztraty CO miuze byt produktem OP-T4 5-formyl

tolterodin.
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Obr. 11. MS spektra tolterodinu (a), 5S-hydroxymethyltolterodinu (b) a oxida¢nich produkti TOL: OP-T1 (c) OP-T2

a OP-T3 (d), OP-T4 (e), OP-TS5 (f,), OP-T6 (g ) a OP-T7 (h) zméfené po elektrolyze pfi 0,7 V (OP-T1, OP-T5, OP-T6
a OP-T7) a pti 1,0 V(OP-T2, OP-T3 a OP-T4) na Pt-elektrodé v roztoku CH3;CN/LiClO4. Spektra byla ziskana za
pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu (a, b, e, f,, g,), bez piedeslé separace iontu (c, d, h), nebo
pfi nizsi kolizni energii 5 eV (1}, g)).
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Kromé vySe zminénych produkti byly ve vSech elektrolyzovanych roztocich nalezeny také
dimerni produkty OP-T5 (tg =4,4 min) a OP-T6 (tg = 5,0 min), které maji protonovanou molekulu
s m/z 649. Nejintenzivngjsi pik (m/z 325) hmotnostniho spektra obou latek potizenych pti nizsi kolizni
energii (Obr. 11}, g) nalezi dvakrat protonované molekule [M +2H]*". Oba dimery vznikly
spojenim dvou fenoxy radikal, produkti jednoelektronové oxidace TOL. Produkt OP-T5 je
polarné;si, mohl by s vétsi pravdépodobnosti vznikat vazbou C—C, zatimco méné polarni OP-T6 spise
pies vazbu C-O (Schéma 1, str. 28). Ve fragmentacénich spektrech téchto dvou dimerd (Obr. 11 £, g5)
lze pozorovat fragmentacni ionty se stejnymi m/z, ale sriznymi intenzitami. S produktem OP-T5
koeluuje latka odpovidajici pravdépodobné dimeru vzniklému spojenim fenoxy radikald TOL
a 5-HMT ([M + H]" m/z 665, [M + 2H]*" m/z 333, Obr. 11 f).

Dalsi dimerni produkt OP-T7 (tg= 4.3 min, m/z 647, [M + 2H]*" m/z 324) byl identifikovan
v elektrolyzatu v prostfedi acetonitrilu (Obr. 11 h). Rozdil pfesnych hmotnosti OP-T5 a OP-T7
(Tabulka 3) odpovida ztraté dvou atomi vodiku u OP-T7. Produkt OP-T7 tedy mize vznikat
elektrooxidaci OP-T5. Nizsi polarita OP-T7 nez OP-T5 podporuje toto tvrzeni (Schéma 1, str. 28).

Vedle uvedenych hlavnich oxida¢nich produkti tolterodinu byly nalezeny v malém mnoZstvi
také vedlejsi produkty, které vznikaji reakci s rozpouStédlem. Béhem elektrolyzy v prostiedi
CH;CN/LiClO4 vznikl acetamidaci [130] produkt s protonovanou molekulou s m/z 383 (tg = 1,8 min).
Podobné elektrolyzou v kyselém vodné methanolickém prostiedi vznikd produkt s m/z 356
(tr = 2,5 min), ktery odpovida methoxyderivatu tolterodinu.

Tabulka 16 UPLC/MS charakteristiky tolterodinu a jeho oxidacnich produktii

Latka tg (min) [M + H]" (m/z) Sumarni vzorec Chyba (ppm)
Tolterodin 2,8 326,2483 CH3,NO -0,3
5-HMT 2,0 342,2420 CH3,NO, -3,8
OP-T1 2,0 342,2436 CH3,NO, 0,9
OP-T2 1,9 342,2443 CH3,NO, 2,9
OP-T3 2,1 342,2436 CH3,NO, 0,9
OP-T4 2,3 340,2271 CH30NO, -1,8
OP-T5 (dimer) 4.4 649,4724 C44Hg1N,O, -1,4
OP-T6 (dimer) 5,0 649,4686 C44Hg1N,O, -7,2
OP-T7 (dimer) 43 647,4592 C44H5oN,0, 2,3

tr—retenéni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoétenou hmotnosti iontu a experimentalné ziskanou

3.2.  Elektrolyza fesoterodinu

Fesoterodin byl elektrolyzovan v prostiedich CH;OH/B-R pufr (1:1, v/v) pH 3,0 a 7,0. Pouziti
vyssiho pH pro elektrolyzu FES bylo vylouceno z divodu jeho samovolné hydrolyzy na 5-HMT
v alkalickém prosttedi (viz kapitola 1.2). Pro rozliSeni produktli vznikajicich elektrolyzou od
piipadnych dal$ich ,,neelektrolytickych® produktd byly chromatogramy a hmotnostni spektra srovnany
s daty pro kontrolni roztoky FES, které byly elektrolyzovany pfi niz§im potencialu, nez je potencial
prvniho anodického piku: 500 mV pro pH 3,0 a 200 mV pro pH 7,0. Za téchto podminek by nemély
probihat zadné elektrochemické reakce fesoterodinu. UPLC/MS analyzou elektrolyzovanych vzorki
a standardu FES byl zaznamenan pik s retenénim ¢asem tg = 3,0 min protonované molekuly [M + H]"
m/z 412, kterd nalezi fesoterodinu. Jeho fragmentace (Obr. 12, Obr. 13 a) poskytuje ionty: m/z 370
(Stépeni vazby a nebo c), m/z 342 (St€peni vazeb a, b, event. piimo b), m/z 300 (St€peni vazeb a—c,
event. b, ¢), m/z 282 (Stépeni vazeb a—d, event. pfimo d), nejintenzivnéjsi pik spektra pik spektra
s m/z 223 (Stépeni vazeb a—e, event. e, d), m/z 195 (§tépeni vazeb a—f, event. d, f) a ion s m/z 167 (a—g,
event. d, f, g). Eventuality §tépeni vazeb nastavaji podobné¢ u produktti oxidace FES.
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U vSech elektrolyzovanych vzorkd FES byl v reten¢nim ¢ase tg= 3,3 min nalezen produkt
OP-F1, pfiemz vyrazné vétsi mnozstvi této latky bylo ziskano elektrolyzou pii vysSich hodnotach
potencialu (1,15 V pro pH 3,0 a 1 V pro pH 7,0). Podle sumarniho
vzorce (Tabulka 4) ma tento produkt o dva atomy vodiku méné
nez FES. Analogicky k produktu oxidace TOL OP-T4 (5-formyl
tolterodinu), mize byt OP-F1  S-formyl fesoterodin.
Nejintenzivnéj§i pik jeho fragmenta¢niho spektra s m/z 239
(Obr. 13 b) odpovida ztraté¢ propenu, CO (event. 2-methylprop-
1-en-1-onu) a diisopropylaminu. Na rozdil od FES nedochazi
v ptipadé¢ OP-F1 ke ztrat¢ H,O, coz naznacuje jinou substituci
v poloze 5 (misto hydroxymethylu aldehydicka skupina).

Obr. 12. Naznaceni fragmentace fesoterodinu

Produkt OP-F2 s reten¢nim ¢asem tg = 2,5 min a protonovanou molekulou [M + H]" s m/z 426
je polarngjsi nez fesoterodin a vznika v kyselém i neutrdlnim prostiedi predev§im pfi vysSich
potencialech (1,15 V pro pH 3,0; 1V pro pH 7,0). Podle sumarniho vzorce (Tabulka 4) ma OP-F2
oproti FES o dva atomy vodiku mén¢ a jeden atom kysliku navic. Nejintenzivnéj$i fragmentovy ion
jeho spektra (Obr. 13 ¢) s m/z 237 odpovida, stejné¢ jako u FES S§tépeni vazeb a—e, event. d, e. Ve
spektru je pozorovatelny fragmentovy ion s m/z 153, ktery odpovida ztraté diisopropylaminu, ethenu,
kyseliny isomaselné a dvou molekul CO, coz potvrzuje pfitomnost ¢tyf atomi kysliku ve struktuie
produktu OP-F2. VySe uvedena fakta napovidaji, Ze produkt OP-F2 by mohl vznikat hydroxylaci
produktu OP-F1. Nejpravdépodobnéji by se hydroxyskupina mohla vazat na substituované benzenové
jadro do polohy 3 (Schéma 2, str. 28).
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Obr. 13. MS spektrum standardu fesoterodinu (a) a jeho produkti oxidace: OP-F1 (b), OP-F2 (c), OP-F3 (d)
zmétené po elektrolyze FES pii 1 V na Pt-elektrodé v prostiedi o pH 7,0. Spektra byla ziskana za pouziti rampy kolizni
energie 15-35 eV s piedeslou separaci iontu spektra.

Produktu OP-F3 bylo nalezeno nejveét§i mnozstvi v neutralnim prostiedi pfi potencialu
elektrolyzy 1V. Retencni ¢as této latky s protonovanou molekulou [M+H]" sm/z370 je
tr = 2,7 min. Totoznou hmotnost s pfesnosti na dvé desetinna mista a shodné elementarni slozeni ma
rovnéz druhy nejintenzivngjsi fragmentovy ion FES. Navic fragmentové ionty MS® spektra tohoto
produktu (Obr. 13 d) jsou shodné s fragmentovymi ionty FES <m/z 370 (Obr. 13 a). Latka se stejnou
molarni hmotnosti byla nalezena jako produkt degradace FES puisobenim UV-C zateni (100—280 nm),
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kde doslo k N-dealkylaci, odtrzeni isopropylové skupiny z dusiku. Fotodegradace latky byva nejcastéji
zpusobena oxidaci nebo rozpadem nékteré slabé chemické vazby [131]. Podle vySe uvedenych faktd
produkt OP-F3 velmi pravdépodobné vznikl N-dealkylaci FES (Schéma 2, str. 28).

Tabulka 17 UPLC/MS charakteristiky fesoterodinu a jeho oxidacnich produktii

Latka tg (min) [M + H]" (m/z) Sumarni vzorec Chyba (ppm)
Fesoterodin 3,0 412,2844 C,6H33NO3 -1,9
OP-F1 3,3 410,2694 CysH36NO; -0,2
OP-F2 2,5 426,2644 CysH36NO, 0,0
OP-F3 2,7 370,2375 CpH3NO; -1,9

tz— retencni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoctenou hmotnosti iontu a experimentalné ziskanou

3.3.  Elektrolyza 5-hydroxymethyltolterodinu

Elektrolyza 5-hydroxymethyltolterodinu byla provadéna v prostiedich CH;OH/B-R pufr (1:1,
v/v) pH3,0; 7,0 a 9,0. Pro rozliSeni produkti vznikajicich elektrolyzou od pfipadnych dalSich
,heelektrolytickych® produkti byly chromatogramy ahmotnostni spektra srovnany s daty pro
kontrolni roztoky 5-HMT, které byly elektrolyzovany pii niz§im potencidlu, nez je potencial prvniho
anodického piku: 650 mV pro pH 3,0 a 300 mV pro pH 7,0

a9,0. Zatéchto podminek by nemély probihat zadné ) \\iOH H3C\/CH3

elektrochemické reakce 5-HMT. b &1 L
UPLC/MS analyzou standardu a elektrolyzovanych Ho\> ° Y /\/ \'1/ ChHs

vzorki 5-HMT byl zaznamenan pik sretenénim c¢asem — °~  ~77° f CH,

tg =2,0 min a protonovanou molekulou [M+H]" m/z 342
nalezici 5-HMT. Jeho fragmentace (Obr. 15 a) je naznaCena na

Obr. 14.
Obr. 14. Naznaceni fragmentace 5-hydroxymethyltolterodinu

Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 340

Elektrolyza vSech vzorkti 5-HMT pii potencialu piku A vedla podle UPLC/MS analyzy ke
vzniku produktu OP-H1 s retenénim Casem tg= 2,3 min (Tabulka 5) a protonovanou molekulou
[M + H]" m/z 340. Nejintenzivnéjsi fragmentovy ion spektra (Obr. 15b). m/z 239 odpovida ztraté
diisopropylaminu. U produktu OP-HI nebyly pozorovany ztraty, které by naznaCovaly pfitomnost
5-hydroxymethylové skupiny (ztrata vody nebo formaldehydu nebo methanolu). Oxidaci 5-HMT
mohlo dojit k dehydrogenaci 5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou skupinu (Schéma 3,
str. 29). Tuto hypotézu podporuji vysledky voltametrickych analyz (odd. 1.3), které také ukazuji na
vznik 5-formyl tolterodinu v prvnim oxida¢nim kroku 5-HMT. Stejna latka byla nalezena pfi oxidaci
tolterodinu (OP-T4) popsaného vyse, jedna se pravdépodobné o sekundarni produkt oxidace TOL.

Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 326

Pii elektrolyze 5-HMT v kyselém a neutralnim prostiedi byl v Case tg= 2,4 min zaznamenan
produkt OP-H2 se stejnou hmotnosti jako TOL (m/z 326), avSak jejich fragmentacni spektra
(Obr. 11 a, Obr. 15 ¢) a reten¢ni ¢asy se znacné lisi (Tabulka 3 a Tabulka 5). VEtsi mnozstvi produktu
OP-H2 wvznikd pfi vysSich potencidlech. Voltametrickymi experimenty byl zjistén vznik
p-benzochinonu v molekule 5S-HMT ve druhém oxida¢nim kroku (B) 5-HMT. Této latce odpovida
hmotnost m/z 326. V hmotnostnim spektru produktu OP-H2 (Obr. 15 ¢) je pozorovatelna ztrata dvou
CO, které se mohly odtrhnout pravé z p-benzochinonu (Schéma 3, str.29). Tato hypotéza je také
podpoiena shodou maxim UV-Vis spekter produktu OP-H2 (250 nm, 295 nm a 330 nm) pofizeného
simultanné se zdznamem MS spektra na PDA detektoru a naméfené¢ho UV-Vis spektra standardu
p-benzochinonu v prostiedi voda/methanol (1:1, v/v).
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Obr. 15. MS spektrum standardu 5-HMT (a) a jeho oxidacnich produkti: OP-H1 (b), OP-H2 (c), OP-H3 (d), OP-H4
(e), OP-HS5 (f), OP-H6A (g) a OP-H6B (h) zmétené po elektrolyze 5-HMT pti 0,9 V v roztoku o pH 3 (OP-H1, OP-H3), pH 7
(OP-H2, OP-H4, OP-H6A a OP-H6B) a pH 9 (OP-HS). Spektra byla ziskana za pouziti rampy kolizni energie 15-35 eV bez
predeslé separace iontu (b, c) a s pfedeslou separaci iontu (a, d, f — h). Spektrum (e) bylo ziskano za pouziti rampy kolizni
energie 5-15 eV s pfedeslou separaci iontu.

Produkty elektrolyzy 5-HMT s m/z 356

V roztocich 5-HMT elektrolyzovanych pfi potencialu piku B byly nalezeny tfi produkty se
stejnou hmotnosti protonované molekuly [M + H]" m/z 356, ale rozdilnymi fragmentaénimi spektry
(Obr. 154, e, f). Z clementarniho sloZzeni vSech tfi izomerd s m/z 356 (Tabulka 5) je ziejmé, Ze
produkty budou mit na rozdil od 5-HMT jeden atom kysliku navic a o dva atomy vodiku méné.
Nejpolarnéjsi z nich OP-H3, ktery je zaroven nejpolarnéjsi ze vSech produkti elektrolyzy 5-HMT,
vychazel zkolony sreten¢nim Casem tg = 1,8 min a vznikal elektrolyzou pifedevsim v kyselém
prosttedi (pH 3,0; 900 mV). Stejné¢ jako uproduktu OP-HI1, kde doslo k dehydrogenaci
5-hydroxymethylové skupiny na aldehydickou, je u produktu OP-H3 v MS® spektru (Obr. 15 d)
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pozorovana ztrata CO, coZ naznacuje, Ze tento produkt by mohl také obsahovat aldehydickou skupinu.
Byly pozorovany tfi neutralni ztraty obsahujici kyslik (kombinace ztrat CO a H,0), coz naznacuje
piitomnost aldehydické skupiny a dvou hydroxy skupin na benzenovém jadie. Ztrata H,O je snadna
pro dvé hydroxyskupiny na benzenovém jadie navazané navzajem v o-poloze. V literatufe je ve
fragmentacnim spektru pyrokatecholu ziskaného rliznymi ioniza¢nimi technikami (EI [132] nebo
APCI [133]) vidét intenzivni ion po odsStépeni vody z molekuly pyrokatecholu. Nejintenzivnéjsi
fragmentovy ion spektra produktu OP-H3 m/z 209 odpovida ztrat¢ CO, vody a diisopropylaminu.
Béhem elektrolyzy 5-HMT tedy s velkou pravdépodobnosti dochazi k hydroxylaci produktu OP-H1 do
polohy 3 za vzniku produktu OP-H3, Schéma 3, str. 29).

Druhy izomer s m/z 356, produkt OP-H4, vychazel z kolony v ¢ase tg= 2,1 min a jeho nejvetsi
mnozstvi bylo nalezeno v neutralnim roztoku 5-HMT elektrolyzovaném pii potencialu 900 mV. Pii
méfeni MS® spektra tohoto produktu srampou vyss§i kolizni energie 1020 eV, 15-30 eV, nebo
15-35 eV byl ion prekurzoru zcela fragmentovan a ve spektru tak nebyl znatelny. Po sniZeni energie
na 5-15 eV byl ion prekurzoru [M + H]" m/z 356 jiz pozorovatelny (Obr. 15 ¢). Nejintenzivn&jsi pik
spektra m/z 227 odpovidal ztraté diisopropylaminu a CO. Ve spektru byl také pozorovatelny pik
s m/z 296 odpovidajici ztrat¢ CO a CH;0OH. Na rozdil od OP-H3 je u produktu OP-H4 pozorovatelna
ztrata methanolu, coz vede k domnénce, ze 5-hydroxymethylova skupina zde ziistdva nezménéna. Ve
spektru  byly nalezeny fragmentacni ionty sm/z 153 odpovidajici hmotnosti molekuly
4-(hydroxymethyl)-3-methylcyklohex-3,5-dien-1,2-dionu a m/z 139 korespondujici s hmotnosti
molekuly 4-(hydroxymethyl)cyklohex-3,5-dien-1,2-dionu. Struktura OP-H4 by tedy mohla obsahovat
o-chinon (Schéma 3, str. 29).

Tietim, nejméné polarnim izomerem m/z 356 je produkt OP-HS5 s retenénim ¢asem tz= 2,3 min.
Jako jediny ztéchto tfi izomerti vznikal i v zasaditém prostfedi, kde bylo nalezeno jeho nejvéetsi
mnozstvi (pH 9,0; 900 mV). Stejné jako u OP-H4 je v MS® spektru (Obr. 15 f) pozorovatelna ztrata
CH;0H, ale zaroven je vidét ztrata H,O a diisopropylaminu (A 119) jako u standardu 5-HMT
(u OP-H4 tato ztrata neni). Ve spektru je také pozorovatelny fragmentovy ion s m/z 123 odpovidajici
hmotnosti molekuly 4-hydroxybenzaldehydu a fragmentovy ion s m/z 105 korespondujici s hmotnosti
molekuly 4-methylencyklohex-2,5-dienonu. Uvedena fakta vedou k zavéru, Zze oxidace u produktu
OP-H5 by mohla byt sméfovana na nesubstituované benzenové jadro do p-polohy (Schéma 3, str. 29).

Produkt elektrolyzy 5-HMT s m/z 372

V roztocich 5-HMT elektrolyzovanych pfi potencialu piku B byly nalezeny dva produkty
OP-H6A a OP-H6B s protonovanou molekulou [M + H]" m/z 372. Nejvétsi mnoZstvi obou produktii
bylo nalezeno v roztocich o neutralnim pH (900 mV). Produkt OP-H6A byl zkolony eluovan
v retencnim Case tg= 2,1 min a produkt OP-H6B v ¢ase tg= 2,6 min (Tabulka 5).

Fragmentacéni spektra obou izomert jsou odlisna (Obr. 15 g, h), nékteré fragmentové ionty vSak
maji spole¢né ovSem s riiznou intenzitou. V obou spektrech jsou pozorovatelné predevs§im ztraty vody,
formaldehydu, diisopropylaminu a benzenu. V MS? spektru produktu OP-H6B jsou navic ziejmé ztraty
methoxylového radikalu. Methoxylace tohoto produktu OP-H6B by tedy mohla probihat do polohy 5,
ktera je jiz obsazena hydroxymethylem za vzniku odpovidajiciho cyklohexadienonu (Schéma 3,
str. 29). V literatufe je substituce do jiz obsazené pozice na benzenovém jadie popsana [134].
U produktu OP-H6A je ve spektru viditelna ztrata diisopropylaminu a vody (A 119) stejné jako
u 5-HMT a OP-HS. Produkt OP-H6A by mohl vznikat methoxylaci na substituované benzenové jadro
5-HMT s velkou pravdépodobnosti do polohy 3 (Schéma 3, str. 29).

Dimerni produkty elektrolyzy 5-HMT

Elektrolyzou 5-HMT v kyselém prostfedi pii potencialu 900 mV vznikd mnoho strukturné
odlisnych dimert (OP-H7 — OP-H14) s rozdilnou retenci (Tabulka 5). V Case tg= 2,8 min byl nalezen
produkt OP-H7 s protonovanou molekulou [M + H]" m/z 665. Podle sumarniho vzorce (Tabulka 5) by
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mohlo jit o dimer vznikly spojenim 5-HMT a OP-H2 (chinon). Nejintenzivnéj$i fragmentovy ion
spektra (Obr. 16 a) s m/z 538 odpovida ztraté N-isopropyl-N-vinylpropan-2-aminu. Dimer OP-H7 by
mohl vznikat vazbou C—C nejpravdépodobnéji v polohach 3 (Schéma 3, str. 29).
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Obr. 16. MS spektra dimernich oxidacnich produktt 5-HMT: OP-H7 (a), OP-HS8 (b), OP-H9 a OPH10 (c), OP-H11
(d), OP-H12 (e), OP-H13 (f) a OP-H14 (g) zmétené po elektrolyze 5-HMT pii 0,9 V v roztoku o pH 3 (OP-H7, OP-H9,
OP-H10 OP-H11 a OP-H14) a pti 0,5 V vroztoku o pH 9 (OP-H8, OP-H12 a OP-H13). Spektra byla ziskana za pouziti
rampy kolizni energie 15-35 eV bez ptedeslé separace iontu (b, e, ) a s piedeslou separaci iontu (a, c, d, g).
Dalsi dimerni produkt OP-H8 poskytoval chromatograficky pik vcase tg=2,9 min
s protonovanou molekulou [M + H]" m/z 681. Podle sumarniho vzorce (Tabulka 5) se jedna o dimer
vznikly spojenim dvou molekul 5S-HMT. Tento dimer byl jako jediny pfitomen i v zasaditém prostiedi,
pricemz jeho nejvetsi mnozstvi obsahoval vzorek elektrolyzovany v roztoku o pH 9,0 pfi potencialu
piku A (500 mV). Vyssi obsah produktu OP-HS v alkalickém prostiedi, oproti kyselému a neutralnimu
prostiedi, je zfejmé¢ dusledkem mensi koncentrace monomernich produktt oxidace 5S-HMT schopné
tvorit dimery v alkalickém prostiedi. Ve fragmentacnim spektru (Obr. 16 b) je pozorovatelna ztrata
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maximalné tfi atomt kysliku ve formé vody, CO nebo formaldehydu. Dimer by mohl vzniknout
tvorbou vazby C—0O, do které je zapojen pravdépodobné kyslik z hydroxyskupiny vazané pfimo na
benzenové jadro a uhlik v poloze 3 (Schéma 3, str. 29).

Dalsi dimer OP-H9 byl zaznamenan v reten¢nim ¢ase tg= 2,6 min s protonovanou molekulou
[M+H]" m/z695. V ¢ase tg=2,7 min se eluoval dimer OP-H10 se stejnou hmotnosti, sumarnim
vzorcem i shodnym fragmenta¢nim spektrem (Obr. 16 ¢). V Case tg= 3,3 min byl eluovan produkt
OP-H11 také se stejnym sumarnim vzorcem, ale odliSnym fragmenta¢nim spektrem neZ predchozi dva
dimery (Obr. 16 d). VSechny tyto tfi izomerni dimery se podle sumarniho vzorce a pfesnych hmot
(Tabulka 5) skladaji zjedné molekuly 5-HMT a jedné molekuly produktu OP-H3, OP-H4 nebo
OP-H5. Naskyta se zde nékolik moznosti navazani jednotlivych produktd na 5-HMT. Ke vzniku
téchto dimertt mize dojit pres uhliky v riznych polohéch, pfes vazbu C-O s mnoha kombinacemi
propojeni nebo v Givahu pfichazi vazba mezi dvéma kysliky. Kvili ¢etnému mnozstvi moznych
kombinaci lze tedy jen velmi obtizné odhadnout struktury téchto tii izomertt OP-H9 az OP-H11.

Dale byly zaznamendny dimery v retenCnich Casech tg=3,8 min (OP-H12), tg=4,0 min
(OP-H13) a tg=4,2 min (OP-H14). V MS spektrech mizeme najit jejich protonované molekuly
[M +H]" m/z 747 (OP-H12, Obr. 16 ¢), [M+H] m/z 669 (OP-H13, Obr. 16 f) a[M +H]" m/z 689
(OP-H14, Obr. 16 g). Z MS spekter a sumarnich vzorct (Tabulka 5) je jejich struktura jen obtizné
odhadnutelna, protoze nevznikaji slou¢enim molekul jiz navrhovanych struktur.

Blizsi popis jednotlivych struktur produkti elektrolyz by byl mozny z NMR spekter, jejichz
ziskani by vSak bylo vtomto pfipadé¢ velmi obtizné z divodu nedostacujicich vytézkli oxidacnich
produktd pfi elektrolyze pro NMR analyzu.

Tabulka 18 UPLC/MS charakteristiky 5-HMT a jeho oxidacnich produktii

Latka tg (min) [M + H]" (m/z) Sumarni vzorec Chyba (ppm)
5-HMT 2,0 342,2420 CpH3,NO, -3,8
OP-H1 2,3 340,2233 CpH;30NO, -12,9
OP-H2 2,4 326,2102 C,1HxsNO, -5,5
OP-H3 1,8 356,2146 CH;30NO; -14,9
OP-H4 2,1 356,2242 CH;30NO; 4,5
OP-H5 2,3 356,2273 CH;30NO; 13,2
OP-H6A 2,1 372,2514 Cy;H34NO; -6,7
OP-H6B 2,6 372,2593 CyH34NO; 14,5
OP-H7 (dimer) 2,8 665,4357 Cy3H57:N,04 5,9
OP-H8 (dimer) 2,9 681,4634 CusHg1N,O4 0,4
OP-H9 (dlmer) 2,6 695,4477 C44H59N205 5,3
OP-H10 (dlmer) 2,7 695 ,4435 C44H59N205 1 , 1
OP-H11 (dimer) 33 695,4492 C44H5oN,O5 9,8
OP-H12 (dlmer) 3,8 747,3752 C45H51N20g 14,3
OP-H13 (dimer) 4,0 669,3858 Cy1H53N,04 -6,9
OP-H14 (dimer) 4,2 689,3666 Cy3H49N,04 10,9

tg— retencni ¢as, Chyba — relativni rozdil mezi teoreticky vypoétenou hmotnosti iontu a experimentalné ziskanou

4. Mechanismus elektrochemické oxidace antimuskarinik

Z vysledkt voltametrickych experimentt a elektrolyzy za konstantniho potencialu s naslednou
analyzou oxidacnich produktti pomoci UPLC/MS byl navrzen mechanismus elektrochemické oxidace
vSech tii studovanych latek (TOL, FES a 5-HMT).

4.1. Mechanismus oxidace tolterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace tolterodinu je zndzornén ve Schématu I. V prvnim reakénim
kroku (pik A) dochazi k jednoelektronové oxidaci, ktera maze vést ke vzniku benzylového radikalu
(1), ktery mtze byt dale oxidovan na benzylovy kation [130] a hydrolyzovan za vzniku 5-HMT
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(OP-T1). Dalsi mozné tautomerni formy benzylového radikalu (2, 3) mohou byt oxidovany za vzniku
produkti OP-T2 a OP-T3. Dale muZze probihat konkurenc¢ni jednoelektronova oxidace za vzniku
fenoxy radikalu (4), ktery mize dimerizovat [135] za tvorby produkti OP-T5 a OP-T6. Deprotonace
hydroxyskupiny na aromatickém kruhu usnadnuje vznik fenoxy radikalu a nasledné vznik dimert, coz
koresponduje s narstem proudu piku A v alkalickém prostiedi.

V dal$im reakénim kroku je OP-T1 oxidovan na odpovidajici aldehyd (OP-T4). Tato reakce je
dobie zaznamenatelna v kyselém prostiedi, protoZze v neutralnim a alkalickém prostiedi pfednostné
dochazi ke vzniku fenoxy radikalt a nasledné dimerd. Oxidaci dimertt mohou vznikat oligomery nebo
chinoidni struktury (OP-T7). Z tohoto divodu byl zaznamenan narast piku C. Adsorpce
dimerti/oligomert a chinoidnich produktti prokazané ve voltametrickych experimentech zptsobuji
pokryti elektrodového povrchu a znesnadﬁuji elektrodové reakce.
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Schema 11 Ndvrh mechanismu elektrochemické oxidace tolterodinu
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4.2.  Mechanismus oxidace fesoterodinu
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Schéma 12 Navrh mechanismu elektrochemické oxidace fesoterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace fesoterodinu je znazornén ve Schématu 2. Fesoterodin
poskytoval ve voltametrickém zaznamu jeden ireverzibilni oxidacni signal, pii kterém byl
dehydrogenaci pfeménén na jeho pfislusny aldehyd (OP-F1). Tohoto produktu byl zaznamenan
nejvetsi vytézek a navic s timto tvrzenim souhlasi 1 voltametrické experimenty (Odd. 1.2), kdy ma
dochazet k jednoelektronové reverzibilni elektrodové reakci za vzniku radikalu nasledované
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ireverzibilni chemickou reakci. Této elektrochemické reakce se ucastni stejny pocet protont
a elektront, jak ukazuji E,— pH zavislosti. Oxidace substituovanych benzylalkoholii na piislusny
benzaldehyd probiha ziejmé ECEC mechanismem [136]. Produkt OP-F1 mize dale podléhat
hydroxylaci za vzniku produktu OP-F2. Samotny FES muZe béhem elektrolyzy podléhat oxidativni
N-dealkylaci na produkt OP-F3.

4.3. Mechanismus oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu

Navrzeny mechanismus oxidace S-HMT je znazornén ve Schématu 3. V prvnim reakénim kroku
(pik A) dochazi k jednoelektronové oxidaci, ktera vede ke vzniku fenoxy radikalu, ktery reaguje za
vzniku dimerd (OP-H7, OP-HS). Fenoxy radikal mize podléhat dalsi oxidaci za vzniku fenoxoniového
kationtu a ten mize byt hydroxylovan za vzniku odpovidajiciho hydrochinonu, ktery je nasledné
oxidovan na piislusny p-benzochinon (OP-H2), jak bylo popsano pro strukturné podobnou slouceninu
[137]. Pies fenoxoniovy kation mize dochazet také ke vzniku o-chinonu OP-H4.

V prvnim kroku oxidace zaroven dochazi k dehydrogenaci 5S-HMT za vzniku aldehydické
skupiny (OP-H1). Mechanismus této reakce byl také objasnén a popsan u strukturné podobné
slouceniny [136,137]. OP-H1 mutzZe byt dale oxidovan pies fenoxy radikal na fenoxoniovy kation,
ktery dale podléha hydroxylaci za vzniku OP-H3 vyskytujiciho se ve dvou tautomernich formach.
Hydroxylace miize byt sméfovana také na nesubstituované benzenové jadro 5S-HMT vznikem produktu
OP-HS5, jehoZ redukovana forma vznika metabolizaci v téle krys [138]. Oba aromatické kruhy se tak
dostanou do vzajemné konjugace. Béhem elektrolyzy v prostiedi 50 % CH;OH mize také dojit
k methoxylaci (OP-H6A a OP-H6B). V pfipadé dimerl by bylo moZzné navrhnout dalsi struktury,
pfi¢emz jednoznacné rozhodnuti by vyzadovalo izolaci latek a jejich strukturni analyzu.
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Schéma 13 Navrh mechanismu elektrochemické oxidace 5-hydroxymethyltolterodinu
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5. Elektrochemické chovani rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach

V této kapitole je popsano elektrochemické chovani a stanoveni flavonolu rutinu
voltametrickymi a amperometrickymi technikami na tfech riznych uhlikovych pastovych elektrodach:
nemodifikované¢ (CPE), modifikované ftalocyaninem zeleznatym (IP/CPE) a CPE s iontovou
kapalinou [hmin][Tf,N] jako pojivem (IL/CPE). Cilem bylo zjistit, jak modifikace CPE ovliviiuje
redoxni pfeménu rutinu a jsou-li studované elektrody pouzitelné pro stanoveni rutinu v redlném
vzorku.

5.1 Voltametrické chovani rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach

Oxidace rutinu se odehravd ve dvou po sobé jdoucich krocich. Prvni redoxni pfeména je
z pohledu analytické vyuzitelnosti vyznamnéjsi, proto jsou nadchéazejici experimenty soustfedény na
tento proces. Prvni oxidaéni signal rutinu je kvazireverzibilni proces zavisly na pH.

Zavislost potencidlu piku rutinu na pH je tvofena dvéma linearnimi useky se smeérnicemi
56 mV pH' a-29 mV pH'. Za piedpokladu, e v prvnim stupni oxidace rutinu se odtépuji dva
elektrony, odpovida vy$$i hodnota smérnice zjisténa pro kyselé a neutralni prostfedi ztraté dvou
protont a niz§i hodnota, zjisténd pro alkalické roztoky, ztrat€¢ jednoho protonu. Prisecik obou
piimkovych tusekii pii pH 8,0 by mohl odpovidat zdanlivé disociaéni konstanté rutinu.
Spektrofotometricky byla ur¢ena hodnota pK = 7,14 [63], v literatufe je publikovana hodnota pK = 7,1
[139]. Proud piku rutinu je nejintenzivngj$i v kyselém prostiedi (pH < 5), s rostoucim pH klesa a pfi
pH > 10 uz neni pozorovatelny. Pro dalsi experimenty bylo pouZzito pH = 4, pii némz rutin poskytuje
nejvyssi odezvu [63,140].
‘ >
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Obr. 17. Cyklické voltamogramy rutinu na Obr. 18. Diferenc¢ni pulzni voltamogramy rutinu
IP/CPE (a), CPE (b) a IL/CPE (c) namé&fené v roztoku na IP/CPE (a), CPE (b) a IL/CPE (¢) namé&fené v roztoku
rutinu o koncentraci 0,1 mmol/l v octanovém pufru pH rutinu o koncentraci 8 umol/l v octanovém pufru
= 4,0 pfi rychlosti scanu 0,1 V/s. pH=4,0 pfi rychlosti scanu 0,02 V/s, s pulzni

amplitudou 0,05 V a §itkou pulzu 0,1 s.

Privodni experimenty pro srovnani tfech pripravenych CPEs zahrnovaly srovnani jejich
m¢éla elektroda IL/CPE (2,5 V), ve srovnani s CPE (1,5 V) a IP/CPE (1,3 V), a zaroven vykazovala i
nejvyssi proudové pozadi (asi 60x vyssi nez CPE a IP/CPE). Vysoké proudové pozadi je typické pro
elektrody s iontovou kapalinou jako pojivem [141].

Vsechny tfi studované elektrody davaly cyklické voltamogramy rutinu s kvazireverzibilni
dvojici pikii (Obr. 17), jejichz parametry jsou uvedeny v Tabulce 6 Nejvy$si pomeér proudu
katodického a anodického piku, ktery znaci lepSi reverzibilitu redoxni reakce rutinu, méla mezi
testovanymi elektrodami IP/CPE. Z toho vyplyva, ze ftalocyanin Zeleznaty katalyzuje oxidaci rutinu
podobné¢ jako u jinych fenolll a polyfenold [142,143]. Proud piku rutinu byl témét desetkrat vyssi u
IL/CPE nez u CPE. Nicmén¢ vétsi rozdil potencialti katodického a anodického piku AE, u IL/CPE
(dvojnasobny oproti CPE) a srovnatelny pomér i/i, (Tabulka 6) znaci, ze vyssi proud piku neni
zpusoben elektrokatalytickym efektem iontové kapaliny, ale spiSe vétsi elektroaktivni plochou
elektrody. Toto tvrzeni podporuje také vysoké proudové pozadi IL/CPE ve srovnani s CPE. Stejné
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jako u CV, také diferen¢ni pulzni voltametrii byla zaznamenana nejvys$si proudova odezva rutinu na
elektrod¢ IL/CPE (Obr. 18).

Byla pozorovana silnd adsorpce rutinu na vSech tiech studovanych elektrodach. Nejdiive byla
studovana samovolna adsorpce rutinu tak, Ze elektrody byly ponofeny na 5 min do roztoku rutinu
o koncentraci 2 pmol/l, poté byly vyjmuty z roztoku, oplachnuty destilovanou vodou a vlozeny do
elektrochemické cely se zakladnim elektrolytem. Signal rutinu byl pozorovan u vSech tii elektrod.
Vyska piku, ve srovnani s vyskou piku zaznamenaného v roztoku rutinu o koncentraci 2 pmol/l,
odpovidala 77 % pro CPE, 64 % pro IL/CPE a 50 % pro IP/CPE. Po obnoveni povrchu elektrod uz
nebyla v zakladnim elektrolytu pozorovana zadna odezva, coz vyluCuje kontaminaci zakladniho
elektrolytu a také difizi roztoku rutinu do hloubky elektrodového materialu.

Dale byla sledovana zavislost odezvy rutinu na potencialu a ¢ase akumulace pomoci DPAdSV.
Akumulace v roztoku rutinu o koncentraci 2 umol/l byla nejucinnéjsi pti potencialu akumulace +0,1 V
a Case akumulace 25 s. Pro vSechny tii elektrody byly zjistény podobné zavislosti. Z experimentt
vyplyva, ze rutin se velmi dobie adsorbuje na povrchu uhlikovych pastovych elektrod a jeho adsorpce
je podpotena vlozenym potencialem. Silnd adsorpce rutinu tak mize byt vyuZzita pro zvyseni citlivosti
stanoveni rutinu pomoci jeho akumulace na elektrodovy povrch.

Tabulka 19 Parametry CV piku rutinu (¢ = 0,1 mmol/l) na tiech studovanych uhlikovych
pastovych elektrodach.

Elektroda E,, (mV) E,. (mV) AE, (mV) i, £5, (nA) ili,
CPE 429 363 66 2,2+0,02 0,65
IP/CPE 427 367 60 1,6 £0,02 0,76
IL/CPE 450 318 132 21,5+0,32 0,66

E,, — potencial anodického piku, E,. — potencial katodického piku (vs. Ag/AgCl, IM-KCI), AE, — rozdil potencialii anodického a katodického piku, i, - proud
anodického piku (primér ze sedmi opakovanych méteni se smérodatnou odchylkou — s,), i./i, — podil katodického a anodického proudu piku.

5.2 Voltametrické stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych elektroddach

Kalibracni zavislosti rutinu byly méfeny metodami DPV a DPAdSV se vSemi tfemi
studovanymi elektrodami. Obé metody poskytovaly linearni kalibracni zavislosti pro oblast
mikromolarnich koncentraci. U DPAdSV bylo dosazeno nizSich mezi detekce, ale také uzsSiho
linearniho koncentracniho rozsahu. Akumulace méla nejvetsi vliv na zvySeni signalu rutinu
u elektrody IL/CPE, kde bylo dosazeno meze detekce 5 nmol/l (Tabulka 7).

Voltametrické stanoveni rutinu bylo testovano na realném vzorku semen pohanky seté
(Fagopyrum esculentum moench.). Pro extrakci rutinu byly pouZzity Ctyfi extrakéni postupy: extrakce
varem (BWE), Soxhletova extrakce (SE), vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PSE) a superkriticka
fluidni extrakce (SFE). Cilem bylo nalézt nejvhodnéj$i metodu pro izolaci rutinu z pohankovych
semen. Pro voltametrické stanoveni byla pouzita DPV bez akumulace. Extrakty ziskané metodou SFE
neposkytly zadny elektrochemicky signal rutinu. Pouzité rozpoustédlo, oxid uhli¢ity, je zifejmé
nevhodny pro extrakci tohoto polarniho analytu. Ve vzorcich PSE extraktl byla zaznamenana odezva
pii 0,1V, coZ je niz8i potencial nez poskytuje rutin. Tento signal odpovida nejpravdépodobnéji
oxidaci kvercetinu, jak bylo dokazano pifidavkem standardniho roztoku kvercetinu do meéteného
vzorku PSE extraktu. Pfitomnost kvercetinu misto rutinu mize byt vysvétlena bud’ hydrolyzou rutinu
na jeho aglykon, kvercetin, nebo, coz je vice pravdépodobné, piednostni extrakci méné polarniho
kvercetinu do méné polarniho rozpoustédla (acetonu). V extraktu ziskaného metodou SE byl rutin
detegovan, ale jeho signal se prekryval se signalem kvercetinu, coz znemoznilo rutin v tomto extraktu
stanovit. V extraktu ziskaného metodou BWE byl detegovan pouze rutin, nebot méné polarni
kvercetin je ve vod¢ hiife rozpustny. V tomto extraktu mohl byt rutin stanoven.

Obsahu rutinu v BWE extraktu metodou standardniho ptidavku jsou (11,8 + 0,8) mg/100 g pro
CPE, (13,3 +2,1) mg/100 g pro IP/CPE a (11,0 £0,6) mg/100 g pro IL/CPE. Referen¢ni metodou
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HPLC/UV-Vis byl stanoven srovnatelny obsah rutinu v extraktu ziskaného metodou BWE (11,4 +0,1)
mg/100 g. Tyto vysledky koresponduji s obsahem rutinu v pohankovych semenech uvedenymi
v literatufe (13,6 mg/100 g) [144]. VSechny tfi elektrody jsou tedy pouzitelné pro stanoveni rutinu
v modelovém vzorku i realném vzorku pohanky, kde vSak velmi zalezi na volbé extrakéniho postupu
a zejména rozpoustédla.

Tabulka 20 Parametry regresnich kalibracnich primek rutinu, meze detekce a stanovitelnosti
na studovanych uhlikovych pastovych elektroddach metodou DPV a DPAdSV

LOD LO

Metoda Elektroda (umol 1) (p.molQl'l) ats, mMAlpmol™) bxsy,mA) R*  c(umoll)
CPE 0,2 0,7 2-10° £8-107 41,9+289 0,9911 0,2-8

DPV IP/CPE 0,08 0,3 8-10" £2-10° 194+6,0 0,9985 0,08—-6
IL/CPE 0,6 2,0 8-10" £4-10° 21,1 12,4 0,9920 0,6-6

CPE 0.01 0.03 5-10% £3 - 107 2,15+£2,05 0,978  0,01-0,1

DPAASY ’ ’ 9-10% £6- 107 -171+38  0,9886 0,2-1
IP/CPE 0,02 0,06 8-10% £3-107 -13,5+7,3  0,9935  0,02-0,6

IL/CPE 0,005 0,02 5-10° £2-10° 172 +68  0,9852 0,005—0.8

LOD — odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti, a — smérnice kalibraéni zavislosti, b — tsek kalibraéni pfimky, R* — koeficient determinace,

s — smérodatna odchylka, ¢ — linearni koncentraéni rozsah

5.3 Amperometrické stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych elektroddach

Kromé¢ voltametrickych technik byla pro stanoveni rutinu na uhlikovych pastovych elektrodach
zvolena také amperometrie. Amperometrické meéfeni rutinu bylo provadéno v michaném roztoku
v tiielektrodovém elektrochemickém ¢lanku s pracovnimi uhlikovymi pastovymi elektrodami,
pouzitymi k vySe popsanym voltametrickym experimentim. Po opakovanych nastficich standardniho
roztoku rutinu dochdzelo u vSech tii testovanych elektrod ke zvySovani Sumu, coz mohlo byt
zpusobeno adsorpci rutinu nebo jeho oxida¢nich produktd na povrch elektrody. U elektrody
modifikované iontovou kapalinou byl Sum pozorovan uz pii nizkych koncentracich rutinu (5 umol/l),
coz znesnadiiovalo vyhodnocovani amperogramu.

Byla snaha vyvinout metodu, ktera by potladila nezddouci Sum. Pouzitim pulzni techniky
zahrnujici Cistici krok pti -300 mV po dobu 30 s doslo k vyznamnému zlepSeni poméru signal/Sum.
LOD a LOQ byly zjistény u nemodifikované CPE. ZvySovani koncentrace mélo za nasledek
nelinearitu kalibracni zavislosti v diisledku adsorpce rutinu nebo jeho produkt na povrch elektrody.
U nemodifikované CPE byl zaroven zaznamenan nej$irsi linearni koncentraéni rozsah rutinu za pouZiti
pulzni amperometrické techniky (Tabulka §).

Tabulka 21 Parametry regresnich kalibracnich primek rutinu na uhlikovych pastovych
elektroddch ziskané z amperometrickych méreni

LOD LOQ azxs, b=xs, ) ¢
Metoda Elektroda ' \ ' R 1
(umol I'")  (umolI')  (nA 1 mmol™) (nA) (pmol I')

CPE 1,31 1,94 63,1 £0.,8 0,16+ 0,01 0,9987 5,0-27,5

Amperometric  IP/CPE 1,60 2,33 41,9+0,9 0,04+ 0,01 0,9985 2,5-225

IL/CPE 8,77 12,95 44+0,1 -0,04 £ 0,01 0,9991 25,0 — 200

Pulyni CPE 0,20 0,29 24,6+ 0,4 0,01 £0,01 09967 0025-3,15

wint IP/CPE 0,50 0,75 450+ 0,3 -0,02 £ 0,01 0,9997 2,5-243
amperometrie

IL/CPE 3,05 4,20 96,4 + 5,1 0,20 + 0,04 0,9891 2,5-123

LOD - odhad meze detekce, LOQ — odhad meze stanovitelnosti, a — smérnice kalibra¢ni zavislosti, b — sek kalibra¢ni pfimky, R? — koeficient determinace,
s — smérodatna odchylka, ¢ — linearni koncentraéni rozsah
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Zaver

Elektrochemické chovani dvou antimuskarinovych 1é¢iv, tolterodinu a fesoterodinu, a jejich
spolecného aktivniho metabolitu 5-hydroxymethyltolterodinu bylo sledovano tfemi rtznymi
elektrochemickymi technikami (CV, DPV, SWV). Nejdiive byla provedena voltametrickd méfent,
dale byly latky separovany za pouziti HPLC s elektrochemickou detekci s borem dopovanou
diamantovou elektrodou a vSechny tfi latky byly také elektrolyzovany v rGznych prostfedich
s pouzitim coulometrie za konstantniho potencialu s naslednou UPLC/ESI-MS analyzou oxidac¢nich
produktt. Také bylo studovano elektrochemické chovani rutinu voltametrickymi a amperometrickymi
technikami na uhlikovych pastovych elektrodach.

Elektrochemické chovani studovanych latek je silné zavislé na pH. Z voltametrickych analyz
byly zjistény dva ireverzibilni oxidacni stupné tolterodinu, pfic¢emz pii pH> 6 se objevoval tieti
anodicky signal. FES poskytoval pouze jeden ireverzibilni oxidacni pik. V alkalickém prostfedi vSak
dochazelo k samovolné hydrolyze FES na 5-HMT. V zaznamu cyklické voltametrie 5-HMT byly
v anodické ¢asti patrné dva oxidacéni signaly a v katodické oblasti jim odpovidajici dva redukéni piky.

Byla vyvinuta metoda chromatografické separace TOL, FES a 5-HMT technikou HPLC
s elektrochemickou detekci. Jako elektrochemické ¢idlo byla zvolena borem dopovana diamantova
elektroda. Pro izokraticky mdd se jako mobilni faze nejlépe osvédcCila smes acetonitril/fosfatovy pufr
pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l v poméru 30:70 (v/v). Ze ¢tyt testovanych kolon bylo nejptiznivéjsich
vysledkt dosazeno na koloné Nucleodur® CN-RP 3 pum, 125 x 2 mm I. D., protoZe nejlépe potlacila
rozdily v polarit¢ studovanych latek pii zachovani pozadovaného rozliSeni analyti. Odhady mezi
detekce se pohybovaly v jednotkach nmol/l. Tato metoda se mtize stat soucasti postupu vhodného ke
stanoveni studovanych latek v moci nebo plazmée.

Za pouziti coulometrie za konstantniho potencialu byly TOL, FES a 5-HMT elektrochemicky
oxidovany a produkty elektrolyzy byly nasledné analyzovany metodou UPLC/ESI-MS. Elektrolyza
TOL vedla predev§im ke vzniku hydroxyderivati a dimert. FES byl elektrolyzovan za vzniku
piislusného aldehydu. Elektrolyzou 5-HMT vznikalo nejvétsi mnozstvi produkti, coz je v souladu
hydroxylaci, methoxylaci nebo dimerizaci. Mezi produkty elektrochemické oxidace studovanych
antimuskarinik byly nalezeny 1 latky vznikajici metabolickou cestou v zivych organismech.
Elektrolyzou tolterodinu vznikl produkt OP-T1, jehoz struktura odpovida 5-HMT, hlavnimu
metabolitu TOL v lidském téle i v télech pokusnych zvirat [142,145]. Elektrolyzou 5-HMT byl ziskan
produkt OP-H5, jehoZ redukovana forma vznika metabolizaci v téle krys [142].

Bylo studovano elektrochemické chovani rutinu na tfech CPEs: nemodifikované (CPE),
modifikované ftalocyaninem zeleznatym (IP/CPE) a s iontovou kapalinou [hmin][Tf;N] jako pojivem
(IL/CPE). Bylo zjisténo, ze modifikator ftalocyanin Zeleznaty ma elektrokatalyticky t¢inek na oxidaci
rutinu. Iontova kapalina zvySovala proudovou odezvu rutinu se soucasnym zvySenim proudového
pozadi, coz je ziejmé& zpisobeno zvétSenim elektroaktivni plochy elektrody. Rutin je silné adsorbovan
na povrch vSech studovanych pracovnich elektrod, coz bylo vyuzito ke zvySeni citlivosti pouzitim
metody DPAASV. S touto technikou tak bylo na IL/CPE dosaZeno meze detekce 5 nmol/l. CPEs pii
amperometrickych méfenich za konstantniho potencialu vykazovaly velky Sum. Pro jeho potlaceni
byla navrzena pulzni amperometrickd metoda zahrnujici Cistici krok pfi -300 mV po dobu 30s, se
kterou bylo navic dosazeno nizSich LOD. VSechny testované CPEs jsou pouzitelné pro analyzu rutinu
v realnych vzorcich, jak bylo prokazano na analyze extraktl ze semen pohanky seté.
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