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1 Uvod

Sildenafil citrat (Viagra) je selektivni inhibitor fosfodiestrazy 5 (PDES5). Jedna se
0 prvni prostiedek s timto zptisobem ucinku pii 1é¢be erektilni dysfunkce, Castéji zndmé
jako muzska impotence. Jen ve Spojenych statech postihuje tato choroba vice nez
30 milioni muzd. Tento novy 1€k byl schvalen pro pouziti na predpis v ramci Spojenych
stati a Evropské unie béhem roku 1998 a stal se jednim z nejrychleji prodavanych ¢kt
vSech dob [1]. Krom¢ 1é¢by erektilni dysfunkce se sildenafil vyuziva také pii 1é¢bé
riznych kardiovaskularnich onemocnéni, napf. plicni arterialni hypertenze [2].

Pti metabolismu sildenafilu v zivych organismech dochazi k péti riznym typtim
reakci, coz popsal D. K. Walker se svymi kolegy. Hlavnimi reakcemi této pfemény jsou
N-demethylace piperazinového kruhu, N, N'-deethylace piperazinového kruhu, oxidace
piperazinového kruhu, N-demethylace pyrazolu a alifatickd hydroxylace. Dalsi
metabolity vznikaji kombinacemi téchto reakci [3].

Cilem této prace bylo sledovani elektrochemické oxidace sildenafilu pomoci
voltametrickych technik, zejména cyklické voltametrie a diferen¢né pulzni voltametrie.
Dale nahlédnuti na reaktivitu molekuly pii oxidacnich podminkéch, vyuziti
elektrochemickych reakci ke stanoveni sildenafilu a detekce a identifikace vznikajicich
oxidacnich produkti za pouZiti on-line spojeni elektrochemie a hmotnostni

spektrometrie.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Sildenafil citrat (Viagra)

Sildenafil inhibuje enzym fosfodiestrazu 5 (PDES), ktery se nachazi v lidském
topofivém télese a reguluje hladinu cyklického guanosin monofosfatu (¢cGMP) jeho
konverzi na guanosin monofosfat (GMP). Inhibice PDE 5 vede ke zvySeni hladiny
c¢GMP, coz zapficini lepsi relaxaci hladkého svalstva, zvySeny prutok krve a lepsi erekci
[1]. Pdvodné byl vyvinuty pro lécbu hypertenze. Vétilo se, ze inhibitorem PDE se
zabrani rozpadu cGMP a nésledné zvysSeni jeho koncentrace umozni buitkdm hladkého
svalstva v ledvinach a cévam relaxaci, coz zpusobi pokles krevniho tlaku. Slou¢enina
byla ziskana tak, aby byla zcela selektivni pro enzymy PDE. Bylo ale zji§téno, ze PDE
se v ledvinach nenachdzi, a proto se pozornost zameéftila na 1é€bu anginy pektoris, ktera
spociva ve zvySeni prutoku krve do svali srdce. Pocatecni klinické pokusy byly
zklaménim, nebot farmakodynamické koncové body nebyly realizovany. Nicméné
nektefi pacienti uvedli ztopofeni penisu jako vedlejsi U€inek a stfedem zajmu se tak
stala 1é¢ba muzské impotence [4].

Sildenafil  je chemicky 1-[{3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1-H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyfenyl}sulfonyl]-methyl piperazin citrat, jehoz
chemicka struktura je zndzornéna na obrazku 1 [2]. Byl objeven firmou Pfizer ve
Spojeném kralovstvi. Vychozim bodem pro navrZeni sildenafilu byl zaprinast, jeden
zZzmala znamych inhibitort PDE v té dobé. Skelet této molekuly je vyobrazen na
obrazku 2. Zména jadra ptedlohy na pyrazolopyrimidinon poskytla desetindsobné
zvyseni u¢innosti pro PDE 5 se zlepSenou selektivitou. ZvétSenim délky substituentu Ry
z methylu na propyl se dosahlo dal$iho desetinasobného zvySeni t¢innosti. Mnoho R;
skupin bylo tolerovéano, ale sulfonamidy byly vybrany, protoZe snizuji lipofilitu a
zvySuji rozpustnost slouceniny. N-methyl piperazin sulfonamid poskytl nejlepsi
kombinaci ti¢innosti a fyzikalnich vlastnosti. Sildenafil je asi jen desetkrat selektivngjsi
pro PDE 5 nez pro PDE 6 (z hovézi sitnice), coz mlize odpovidat za nékteré nezddouci

uc¢inky na zrak, které byly pozorovany [4].
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Obrazek 1: Chemicky vzorec sildenafilu
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Obrazek 2: Chemicky skelet zaprinastu

Vyroba sildenafilu zacina reakci 2-pentanonu a diethyloxalatu v pfitomnosti epoxidu
sodného za vzniku diketoesteru 4. Kondenzaci 4 s hydrazinem vznikne pyrazol 5.
Selektivni methylaci 1-pyrazolového dusiku s dimethylsulfatem a naslednou hydrolyzou
esteru se ziska N-methylpyrazol 6. Poloha 4 v pyrazolu se nitruje smési dymavé
kyseliny dusicné a kyseliny sirové a naslednou reakci s chloridem thionylu a
hydroxidem amonnym vznika amid 7. Nitroskupina se pak redukuje dihydratem
chloridu cinic¢itého v pfitomnosti ethanolu, ¢imz se ziskd pozadovany amin, ktery se
dale  acyluje s 2-ethoxybenzoylchloridem  za  pouziti  triethylaminu a

dimethylaminopyridinu jako baze v dichlormethanu. Vysledny benzamidokarboxamid 8
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se cyklizuje na pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-on 9 za pouziti vodného roztoku hydroxidu
sodného a peroxidu vodiku v ethanolu pod refluxem. Nasledné se selektivné sulfonuje
para poloha vu¢i ethoxy skupiné v 9 sKkyselinou chlorsulfonovou za vzniku
sulfonylchloridu, ktery se necha reagovat s 1-methylpiperazinem v cthanolu a ziska se

sildenafil 1 [4]. Tento postup je znazornén na obrazku 3.
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Obrazek 3: Schéma vyroby sildenafilu [4]

Popsana synteticka cesta nebyla optimalni pro komercni vyrobu, protoze syntéza byla
zcela linearni a malo vynosna (11 kroku, celkovy vytézek 4,2 % z 2-pentanonu). Proto
Pfizer vyvinul podobnou, ale vice konvergentni a vynosngj§i metodu syntézy
sildenafilu, ktera je popsana na obrazku 4. Chlorsulfonace ethoxybenzoové kyseliny
byla provedena na zacatku syntézy, aby se ptedeslo vzniku moznych toxickych
meziproduktd v poslednim kroku plvodniho zpisobu vyroby. Pridavek 1-
methylpiperazinu k sulfonylchloridu byl ptivodné proveden v piitomnosti triethylaminu,
avSak tato metoda poskytovala hydrochloridtriethylaminovou podvojnou sil 10, ktera
byla velmi malo rozpustna a bylo slozité ji pouzit v nasledujicich krocich. Tuto sil 1ze

pfeménit na 10 reakci s vodou. ZlepSeny zpusob vyuziva 1 ekvivalent hydroxidu
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sodného, ¢imz se ziska 10 piimo. Hydrogenace 7 a acylace vzniklého aminu
s aktivovanou kyselinou 10 byly provedeny v jednom kroku za vzniku amidu 11
s 90% vytézkem. VsSechny reakce byly provadény za pouziti ethylacetatu jako
rozpoustédla, které vyrazné¢ zjednoduSilo proces a umoznilo efektivni recyklaci
rozpoustédla. Kone¢na cyklizace byla provedena t-butoxidem draselnym v t-butanolu,
aby se ziskal sildenafil klinické kvality ptimo bez dalSiho ¢isténi. Komeréni zpisob byl
dale optimalizovan tak, aby se minimalizoval odpad a maximalizovala regenerace
rozpouitédla. Pfizer byl za tento zplsob vyroby sildenafilu ocenén Ustavem

chemického inzenyrstvi [4].
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Obrazek 4: Komer¢ni vyroba sildenafilu [4]

2.2 Metody vhodné ke stanoveni sildenafilu a jinych piperazinovych
derivati

NejcCastéji pouzivana rutinni technika pro stanoveni 1éCiv a metabolitli je nepochybné
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), at’ uz s UV detekci nebo ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii. Cim dél tim vét§i vyznam v§ak maji moderngj§i metody pro

tyto Ucely napt. biosenzory, zalozené na specifickych interakcich stanovované latky
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napt. senzymy nebo DNA. AvSak nejcastéji publikovanymi technikami jsou

elektrochemické metody, nebot’ piperazinové latky jsou elektroaktivni.

2.2.1 Separacni metody (HPLC)

A. M. Y. Jaber se spolupracovniky sledoval slozeni komer¢né vyrobenych tablet Viagry
a zjistil, ze jsou v tabletach pfitomny necistoty, které vznikly pii vyrobé. Provedl
uspé$nou separaci sildenafilu a necistot na koloné uBondapak Cig s UV detektorem.
Jako mobilni fazi zvolil acetat amonny s acetonitrilem v poméru 1:1. Mez detekce pro
sildenafil stanovil na 0,451 pg/ml [5].

M. Al-Ghazawi a jeho kolegové se vénovali stanoveni sildenafilu a jeho
metabolitu  N-desmethylsildenafilu v krevni plasmé. Vzorek plasmy odebrali
dobrovolnikiim 24 hodin po poziti tablety Viagry obsahujici 50 mg sildenafilu. Separaci
a nasledné stanoveni provedli na kolon¢ Hypersil Cg S amperometrickym detektorem,
slozenym z pracovni uhlikové elektrody, referentni argentchloridové elektrody a
pomocné platinové elektrody. Mobilni fazi byla smés acetonitrilu, methanolu a
fosfatového pufru. Mez detekce pro sildenafil byla stanovena na 3,448 ng/ml a mez
detekce pro metabolit byla stanovena na 4,59 ng/ml [6].

S. M. van Leeuwen spolu se svymi kolegy zkoumal oxidaci clozapinu, coz je
lé¢ivo, obsahujici ve své struktufe N-methylpiperazinovy motiv, které se pouZziva
k1écbé schizofrenie. Tuto latku oxidoval a sledoval pomoci pfimého spojeni
elektrochemie, kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (EC/LC/MS),
reakcemi, které pozoroval, byly N-demethylace, dehydrogenace piperazinového kruhu a

hydroxylace chlorbenzenového kruhu molekuly [7].

2.2.2 Biosenzory

J. Raba a jeho kolegové vyvinuli mikrofluidni enzymaticky biosenzor. Ten pouzili pro
detekci a nasledné stanoveni kyseliny pipemidové ve farmaceutickych vzorcich.
Podstatou jejich biosenzoru byla opakovana oxidace katecholu na o0-benzochinon
pomoci zakotvené tyrozinazy, ktera tuto oxidaci katalyzuje a opakovana zpétna redukce
0-benzochinonu na katechol na zlaté elektrodé. Po piidavku pipemidové kyseliny doslo
k Michaelové vedlejsi reakci ptitomného 0-benzochinonu za vzniku amino-

chinonového derivatu, coz zpusobilo pokles proudu piku odpovidajiciho redukci o-
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benzochinonu na katechol. Mez detekce pipemidové kyseliny takto stanovili na
18 nmol/I [8].

K. P. Lee a spolupracovnici modifikovali povrch elektrody ze skelného uhliku
pomoci uhlikovych nanotyc¢inek pokrytych poly(4-aminobenzen sulfonovou) kyselinou.
Tento senzor pak pouzili k detekci a stanoveni sildenafilu, pro ktery byla mez detekce
spocitana na 4,7 pmol/l [9].

A. M. Khalid spolu s kolegy sledoval interakci sildenafilu s DNA pomoci DNA
biosenzoru, jenz vytvofil zakotvenim DNA na elektrodé¢ ze skelného uhliku.
Indikéatorem interakce mezi DNA a sildenafilem byl pokles proudu piku odpovidajiciho
oxidaci guaninu. Pro tuto studii pouzil dvé techniky, a to potenciometrii za konstantniho

proudu a diferen¢né pulzni voltametrii [10].

2.2.3 Elektrochemické metody

S. Yilmaz se vénoval detekci a stanoveni zopiclonu v tabletich a moci pomoci
elektrochemickych technik, jako jsou adsorpéni rozpoustéci diferencné pulzni
voltametrie a adsorpéni rozpoustéci Osteryoung square-wave voltametrie. Své méfeni
provadél na elektrodé ze skelného uhliku a uréil mez detekce pro rozpoustéci diferenéné
pulzni voltametrii na 2,78-107 mol/l a pro square-wave voltametrii na 1,70-10" mol/l
[11].

S. A. Ozkan, B. Uslu, D. Kul a M. Gumustas se zamé¥ili na detekci a stanoveni
zaprasidonu v tabletach a krevnim séru. Pro sviij vyzkum pouZili borem dopovanou
diamantovou elektrodu a typické elektrochemické techniky — cyklickou voltametrii,
diferenéné pulzni voltametrii a square-wave voltametrii. Stanovovani zaprasidonu
Vv tabletach provadéli ve dvou rtiznych prostredich, a to v acetaitovém pufru a zifedéné
kyselin€ sirové, protoZe v pufru byl vyraznéjsi prvni pik, zatimco v kyselin¢ druhy pik.
Vzorky krevniho séra nijak neupravovali kromé vysrazeni proteind acetonitrilem [12].
Vyse zminéni prvni dva autofi se dale podileli s kolegou P. Zumanem na zkoumani
elektrochemické oxidace sildenafilu na uhlikovych elektrodach. Méteni uskutecnovali
ve fosfatovém a acetdtovém pufru s vyuzitim cyklické voltametrie, diferenéné pulzni
voltametrie a square-wave voltametrie. Zaroven s oxidaci sildenafilu pozorovali také
oxidaci nefazodonu a trazodonu. Popisuji, Ze sildenafil ma dva piky v anodické oblasti,
pfi¢emz prvni z nich (u méné kladnych hodnot potencialu) je fizen difuizi, coz potvrdili
linearni zavislosti proudové odezvy na koncentraci a odmocniné ze skenovaci rychlosti,

zatimco druhy pik je adsorp¢ni. To vysvétlili nelinearni zévislosti proudové odezvy na
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koncentraci sildenafilu a linearni zdvislosti na skenovaci rychlosti. Dale zjistili, Ze
nefazodon je oxidovan pouze v jednom kroku, a to pfi hodnoté potencialu 0,8 V, coz je
0 0,2 Vméné nez v piipadé sildenafilu. Trazodon je oxidovan ve dvou krocich,
konkrétné pii hodnotach potencialu 1,1 a 1,2 V [13]. S. A. Ozkan a B. Uslu rovnéz
zkoumali se svymi kolegy H. Y. Aboul-Eneinem a R. Doganem elektrochemické
chovani vardenafilu na elektrodach ze skelného uhliku. Tuto latku nésledné stanovovali
také v tabletaich a krevnim séru pomoci cyklické voltametrie, diferencné pulzni
voltametrie a Osteryoung square-wave voltametrie. Mez detekce v krevnim séru ¢inila
2,53:10"® mol/I pro DPV a 2,69-10® mol/l pro OSW [14].

K. Tyszczuk a M. Korolczuk se zaméfili na stanoveni sildenafilu v tabletach
pomoci modifikované elektrody ze skelného uhliku. Modifikace spocivala v potazeni
povrchu elektrody olovénym filmem. Na tento film pak nechali naadsorbovat sildenafil
a nasledné provedli redukci béhem celého rozpoustéciho kroku. Timto zplisobem
obdrzeli celkem tii piky pifi hodnotach -1,2; -1,33 a -1,45 V. Mez detekce sildenafilu
byla 9-:10™° mol/l pro prvni dva piky a 4,5-10"° mol/l pro tfeti pik [15].

J. Taborsky a spolupracovnici sledovali elektrochemickou oxidaci zopiclonu na
statické elektrodé ze skelného uhliku a také na rotacni diskové elektrodé. Pomoci
klasickych elektrochemickych technik, jako jsou cyklickd voltametrie, linearni sweep
voltametrie a diferencné pulzni voltametrie, se snazili pfibliZzit metabolickou pfeménu
zopiclonu na N-desmethyl zopiclon, ktery nasledné identifikovali pomoci hmotnostniho

spektrometru [16].

2.3 Elektrochemické metody pouzivané k oxidaci sildenafilu a jinych
piperazinovych derivati

Elektrochemické metody jsou velmi specifickeé, citlivé, rychlé a ekonomicky nenarocné
techniky, které 1ze uplatnit v mnoha riiznych chemickych oborech. Proto se dnes rutinné
pouzivaji ke stanoveni tézkych kovl v zivotnim prosttedi. V oblasti analyzy
organickych sloucenin je lze vyuzit ke stanoveni pesticidli v potravinach a také pro

stanoveni 1éCiv v biologickych materialech.

2.3.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie je nejhojnéji pouzivanou technikou pro ziskani kvalitativnich
informaci o elektrochemickych reakcich. Vyhodou této metody je schopnost rychle

poskytnout zna¢né mnozstvi informaci o termodynamice redoxnich procesi, dale o
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kinetice heterogennich elektronovych pfenosi a mechanismu naslednych reakci ¢i
adsorp¢nich procesech [17]. Je to jedna z nejuniverzalngjsich technik pro studium
elektroaktivnich latek. VSestrannost cyklické voltametrie spolu s jednoduchosti méteni
vedla k rozsifeni pouziti této metody do oblasti elektrochemie, anorganické chemie,
organické chemie i biochemie [18]. Cyklicka voltametrie je velmi casto prvnim
provedenym experimentem v elektroanalytické studii [17], protoze nabizi nepieberné
mnozstvi experimentalnich informaci a nahlédnuti jak do kinetickych, tak do

termodynamickych podrobnosti mnoha chemickych systému [19].

2.3.1.1 Princip cyklické voltametrie

Podstatou cyklické voltametrie je vkladani potencidlu na pracovni elektrodu, ktera je
ponofena v nemichaném roztoku a meéfeni vysledného proudu. Potencial pracovni
elektrody je vztazen k potencialu referentni elektrody. Tou mlze byt napf. nasycena
kalomelova nebo argentchloridové elektroda. Kontrolni potencial, aplikovany na tyto
dvé elektrody, se nazyva excitacni. V cyklické voltametrii ma excitacni potencial
trojihelnikovy tvar, jak je znazornéno na obrazku 5 [18]. Podle potieby je mozné zvolit

jednoduché nebo nasobné cykly [17].

Potencial
——— Cyklus 1 —

Ekonetny

Dopfedny

Epoesteeni sken

Obrazek 5: Schéma zmény potencidlu v ¢ase béhem tfech cykla cyklické voltametrie [17]

Ptiklad proudové odezvy pro typicky reverzibilni redoxni par v pribéhu jednoho cyklu

je zobrazena na obrazku 6. Jedna se o jednoelektronovou redukci [17].
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Obrazek 6: Cyklicky voltamogram pro reverzibilni redoxni dgj

2.3.1.2 Interpretace dat

Reverzibilni systémy:
V reverzibilnim systému plati, Ze pik odpovidajici proudové odezv€ je dan Randles-

Sevéikovou rovnici 1:
ip = (2,69 - 105), n2/3 .4 .c - pv2 . v1/2’ 1)

kde n je pocet vyménovanych elektronti, A je plocha elektrody, C je koncentrace, D je
difuzni koeficient a v je rychlost skenu. Z této rovnice vyplyva, ze proudova odezva je
pfimo Umérnd koncentraci analytu a zaroven roste s druhou odmocninou rychlosti
skenu, coz svéd¢i o elektrodové reakcei fizené prenosem hmoty (difuze). Pro reverzibilni
systém je pomér dopiedného a zpétného proudového piku jednotkovy. Poloha piku na
potencialové ose je vztazena k formalnimu redoxnimu potencidlu redoxniho procesu,
ktery je pro reverzibilni systém umistén uprostfed mezi potencidlem anodického (Ep ) a

katodického (Ep ) piku, jak popisuje rovnice 2 [17].

17



Epa+ Epc

E® = ) )

Rozd€leni mezi potencidly pikll je dano rovnici 3 a mize byt pouzito pro zjisténi poctu

vyménovanych elektronti a jako kritérium pro reverzibilitu redoxniho systému [17].

0,059,
AE, = Epq— Ep. = > ©)

n

Potencidlovy excitacni signal ur¢uje pomér oxidované a redukované formy na povrchu

elektrody tak, jak je uvedeno v Nernstové rovnici 4 pro reverzibilni systém [18]:

’ 0,059 [ox]
E = Eroed,ox + — log [red] ' (4)

kde E” je standardni redoxni potencial, n je po&et vyméiovanych elektront a [0X] a

[red] jsou koncentrace oxidované a redukované formy analytu [18].

Kvazi-reverzibilni a ireverzibilni systémy:
Pro kvazi-reverzibilni systém je proud fizen jak pfenosem naboje, tak pfenosem hmoty.
Tvar cyklického voltamogramu je uren funkci k~(m-a-D), piiGemZ a se vypodita

podle rovnice 5:

a = n-F -v1 (5)

kde n je pocet elektronti, F je Faradayova konstanta, v je rychlost skenu, R je molarni
plynova konstanta a T je teplota. Jestlize funkce roste, blizi se systém k reverzibilnimu
chovani, pokud nabyvad nizkych hodnot, systém se stava ireverzibilnim. Pro tvar
voltamogramu plati, Ze je protahlejsi a vykazuje vetsi separaci pikil na potencidlové ose
oproti reverzibilnimu systému [17]. To je pozorovatelné na obrazku 7.

V ireverzibilnich systémech byvaji piky zmensSené a od sebe vzdalenéjsi oproti
reverzibilnim systémiim. Pro zcela ireverzibilni systémy plati rovnice 6, kterd popisuje

posun pikl na potencialové ose v zavislosti na rychlosti skenu:
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. 0 . F - z
E,= E°— =T -[0,78—lnk—1+ln(w)zl, (6)

p a-ngF bz R-T

kde E? je standardni redoxni potencial, R je molarni plynova konstanta, T je teplota, o je
koeficient pfenosu naboje, n, je pocet elektronti ti¢astnicich se pfenosu naboje v kroku
uréujicim rychlost elektrodové reakce, F je Faradayova konstanta, k° je standardni
rychlostni konstanta, D je difuzni koeficient a v je rychlost skenu [17].

Pro typickou ireverzibilni proudovou odezvu plati Delahayova rovnice 7:
ip = (2,99 - 105)-11 (a - na)l/z A -C - DV2 . v1/2, @)

kde n je pocet elektronl, o je koeficient pfenosu naboje, n, je pocet elektrond
ucastnicich se pfenosu naboje V kroku uréujicim rychlost elektrodové reakce, A je
plocha elektrody, C je koncentrace, D je difuzni koeficient a Vv je rychlost skenu. Pik je
stale pfimo umérny koncentraci, avSak bude nizs$i, nebot proudova odezva pro
ireverzibilni systém odpovida piiblizné 80 % proudové hodnoty V reverzibilnim

systému [17]. Srovnani tvaru voltamogrami pro v§echny systémy ilustruje obrazek 7.

0,08

0,04

0,00

| [mA]

-0,04

-0,08

E[V]

Obrazek 7: Cyklické voltamogram pro reverzibilni d&j (R) — ¢ernd kiivka, kvazi-reverzibilni dé&j (K) —

cervena kiivka a ireverzibilni d¢j (I) — modra ktivka
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2.3.2 Diferencné pulzni voltametrie

Diferen¢né pulzni voltametrie je extrémné uzitecna technika pro meéteni stopového
mnozstvi anorganickych i organickych latek. Pfi této metod¢€ jsou vkladany na pracovni
elektrodu pravouhlé napétové pulzy superponované na linearni potencialovou rampu,
jak je vidét na obrazku 8. Proud se méii dvakrat — nejdiiv pred aplikaci pulzu 1 a potom
tésné pied koncem jeho trvani 2. Prvni proud se instrumentalné odecte od druhého a

rozdil [Ai = i(t2) — i(t1)] se vynese proti aplikovanému stejnosmérnému napéti [17].

Potencial

Cas
Obrazek 8: Excitaéni signal pro diferenéné pulzni voltametrii [17]

Vysledny diferencné pulzni voltamogram se sklada z proudovych pik, jejichz vyska je

pfimo timérna koncentraci odpovidajicich analytl, coZ je popséno rovnici 8:

n-F-A-DY2.c (1-o0)

ip = JTtm ' 1+0) (8)

kde n je pocet vyménovanych elektrond, F je Faradayova konstanta, A je plocha
elektrody, D je difuzni koeficient, C je koncentrace, t, je doba trvani pulzu a o se

vypocita podle rovnice 9:

o= exp|[(n-F/R-T)- (4E/2)], 9)

kde R je molarni plynova konstanta, T je teplota a 4E je amplituda pulsu. Maximalni
hodnota pro podil (1 — o)/(1 + o), ziskand pro velké hodnoty amplitud pulsi je
jednotkova [17].
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Potencial piku (Ey) mize byt vyuZit pro identifikaci latek, stejn€ jako ptlvinovy

potencial (Ei/) V klasické polarografii, coz je uvedeno v rovnici 10 [17].
E, = Eyp — 2/, (10)

Diferen¢né pulzni méd umoznuje velmi efektivné potlacit nabijeci proud. Prispévek

nabijeciho proudu je pak zanedbatelny, jak je popsano rovnici 11:
Aic = _0,00567 . Ci - AE -m2/3 . t_1/3, (ll)

kde C; je integralni kapacitance, m je hmotnost a t je ¢as. Ptispévek nabijeciho proudu je
tedy o vice nez jeden fad niz§i nez u normalni pulzni voltametrie, a proto umoziuje
diferen¢né pulzni voltametrie méteni daleko nizSich koncentraci analyti, v fddech okolo
10°® mol/l [17].

Odezva ve tvaru piku v piipadé diferenéné pulzni voltametrie poskytuje také
lepsi rozliSeni latek s podobnym redoxnim potencidlem. V nékterych situacich lze
rozliSit 1 latky s redoxnimi potencidly vzdalenymi pouhych 50 mV od sebe. AvSak
kvantifikace nezavisi pouze na odpovidajicich potencialech piki, ale také na jejich
sitkach. Siika piku v poloviné jeho vysky je nepfimo imémé poétu vyménovanych

elektronli podle rovnice 12:

3,52 R-T

n-F ' (12)

W12 =

a to odpovida 30,1 mV pro n =1 (25 °C). Diky odezvé€ ve tvaru piku spolu se snizenou

hodnotou proudu pozadi vynika tato technika zejména v analyzach smési [17].

2.3.3 Spojeni EC-MS

Ackoli je kombinace elektrochemie (EC) a hmotnostni spektrometrie (MS) casto
povazovéana za relativné novy a moderni zpiisob spojeni téchto dvou technik, byla
poprvé popsana jiz pied vice nez Ctyficeti lety Bruckensteinem a Gaddem. Tito védci
pouzili elektrochemii spolu s hmotnostni spektrometrii pro in situ detekci

elektrochemickych oxida¢nich produktil, konkrétné vznikajicich plynt jako je napiiklad
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kyslik, béhem probihajici elektrochemické reakce. S vynalezenim ionizace
termosprejem (TSP) bylo dale mozné sledovat a detekovat netékavé a polarni
slouceniny v roztoku, ¢ehoz vyuzili Hambitzer a Heitbaum ke studiu oxida¢niho
procesu N, N-dimethylanilinu. Sledovali vznik dimerG a trimerd v zavislosti na
vlozeném oxidacnim potencidlu. AvSak vysokd rychlost prutoku vzorku nutnd pro
ionizaci termosprejem méla negativni vliv na G¢innost konverze elektrochemické
oxidace. Proto zajem o on-line spojeni elektrochemie a hmotnostni spektrometrie
Vv nasledujicich letech upadl. Nicméné po objeveni a popsani ionizace elektrosprejem
(ESI) doslo k opétovnému znovunalezeni uplatnéni kvtli moznosti analyzovat teplotné
labilni a netékavé slouceniny v roztoku. Pfimé spojeni elektrochemie s ESI-MS bylo
poprvé detailné popsano van Berkelem a kol. v¢etné konstrukce cely a zptisobu zapojeni
(pfipojeno nebo odpojeno od vysokého napéti elektrospreje). Tito védci dokézali, Ze
pfimé spojeni EC-MS umoziuje elektrochemickou ionizaci neutrdlnich molekul,
studium elektrodovych reakci a s prekoncentraci stfibrnych iontl souvisejici nartist
signadlu za pouziti anodické rozpoustéci voltametrie. Poté pocet a typ aplikaci
elektrochemie prudce vzrostl piedev§im v oblasti studii metabolismu [20]. Piiklad
spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii, piip. i s kapalinovou chromatografii

je uveden na obrazku 9.

Potenciostat ESI-MS
—i[D
Strikatka se “
vzorkem .
- i, HeLC pumpy
1 ]
1 ]
. . ESI-MS
Elektrochemicka “‘ Kolona \
cela \ n:ﬂ—n-é:
./ -
Prepinaci
ventil

Obrazek 9: Ptiklad spojeni elektrochemie a hmotnostni spektrometrie [20]
2.3.3.1 Elektrosprej

Uspéch elektrospreje odstartoval Fenn a jeho kolegové, kdyz ukazali, Ze je mozné ziskat
mnohonasobné nabité ionty z proteind a urcit jejich hmotnost pomoci ptistroje, ktery je
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limitovan hmotnostnim rozmezim mensim nez 2000 Th. Na pocatku byl elektrosprej
povazovan vyhradné za iontovy zdroj uréeny pro analyzu proteinti. Pozdéji se vSak jeho
pouziti rozsifilo i na analyzu dalSich polymeri, biopolymeri a malych polarnich
molekul. Ukazalo se, Ze elektrosprej umoziuje dosazeni velmi vysoké ucinnosti a lze jej
snadno spojit s vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni elektroforézou
[21].

Zdroj elektrospreje ve skuteCnosti sestava ze dvou samostatnych, avSak
vzajemné zavislych komponent. Oblast atmosférického tlaku zahrnuje vstiikovaci jehlu
a pomocny hardware a vakuové rozhrani umoziuje transport iontli do hmotnostniho
spektrometru. V komerénich provedenich je mozné zaménit ionizaci elektrosprejem za
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) [22]. Blokové schéma zapojeni je

znazornéno na obrazku 10.

Zdroj APCI
Pfivod vzorku: @
ESI & APCI
Infize
Oblast
stikatk L ; _
r:.;lfca |::> atmosférického :> Vakuovg I:I> Hmotnostni
tlak rozhrani spektrometr
Jen ESI aku
Elektroforéza
Mikrogip D
Zdroj ESI:

Pneumaticky zmlzovat
Ultrazvukowy zmlzovat
Tepelnd desorpce
Nanosprej

Obrazek 10: Blokové schéma znazortiujici jednotlivé ¢asti systému [22]

Oblast atmosférického tlaku pro zdroj elektrospreje je typicky tvotena [22]:
e jehlou elektrospreje, na kterou je vkladano vysokeé elektrické napéti
e zdrojem pro vytvoreni elektrického napéti mezi jehlou a vstupem do oblasti za
vysokého vakua
e volitelného desolvatacniho zatizeni (obvykle tepelného nebo pneumatického)
Vakuové rozhrani je vétSinou tvofeno [22]:
e otvorem nebo kapilarou, kterymi jsou ptivadény kapicky spreje

e sadou skimmeri a ¢erpacich zatizeni (pump)
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e zafizenim pro fokusaci iont

K ionizaci v elektrospreji dochazi pisobenim Silného elektrického pole za
atmosférického tlaku na kapalinu, ktera protéka kapilarou relativné pomalym pritokem
(b&Zn¢ 1 — 10 ul/min). Elektrické pole je vyvolano aplikaci elektrického napéti 3 — 6 kV
mezi kapilaru a protielektrodu, jejichz vzdalenost je od 0,3 do 2 cm. Vzniklé elektrické

pole byva v tadech 1 MV/m [21]. Schéma elektrospreje je znazornéno na obrazku 11.

Nz, 80 °C
+3 aZ 6 kV, kladné ionty |
I_I Tryska
| | ‘} e
| skimmer Analyzator

| l ~
Elektrosprej j‘
Kovova kapildra

ST

Cotky Pumpa

Nz, 80 °C

Obrazek 11: Schéma iontového zdroje ESI s pouzitim skimmeru pro fokusaci iontti a ohfivaného

dusiku pro desolvataci [21]

Vysledné elektrické pole zpisobi akumulaci ndboje na povrchu kapaliny na konci
kapilary, coZ ma za nasledek vznik malych vysoce nabitych kapicek. Plyn ptichazejici
koaxialn¢ nizkou pratokovou rychlosti umoziuje disperzi spreje omezenou v Prostoru.
Vzniklé kapicky pak prochazeji pres vyhtaty inertni plyn (nejcastéji dusik) nebo
ohtivanou kapilaru, aby doslo k odstranéni zbytku rozpoustédla [21].

Elektrosprej funguje na principu elektroforézy. To znamena, Ze pouziva
vysledné elektrické pole K separaci kladnych a zapornych iontd v roztoku. Je mozné
méfit v kladném nebo v zdporném modu. Napiiklad v kladném modu ma jehla
elektrospreje relativné vysoky kladny potencial vzhledem k vakuovému otvoru. Anionty

jsou piitahovany k hrotu jehly, zatimco kationty ptevladaji v menisku na povrchu

24



kapaliny. Kladné naboje na povrchu se vzajemné odpuzuji a povrch kapaliny expanduje
smérem od hrotu jehly. Jestlize jsou elektrostaticka sila a povrchové napéti vyrovnané,
povrch kapaliny tvaru kuzele ma ve vrcholu polovinu thlu 49,3 °. Tento jev je
oznacovan jako Tayloriv kuzel (podle prace G. Taylora). Se zmensovanim kapky
nariistd potencidl a piebytek kladného néboje piekondva povrchové napéti, ¢imz
dochazi ke vzniku kapicek ze $picky Taylorova kuzele [22]. Tento proces je vyobrazen

na obrazku 12.
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Obrazek 12: Separace naboje a déleni kapky v iontovém zdroji ESI [22]

2.3.3.2 Iontovd past

Iontova past je hmotnostni analyzator, ktery vyuZziva oscilujici elektrické pole pro
akumulaci ionti. Pracuje za pouziti radiofrekvenc¢niho kvadrupdélového pole, jenz je
schopno chytat ionty ve dvou nebo tfech dimenzich. Podle toho se iontové pasti déli do
dvou skupin: 2D a 3D iontové pasti [21].

Iontova past pracuje na jiném principu nez kvadrupdl nebo TOF. Kvadrupdlovy
hmotnostni analyzator v podstaté méfi ionty, které prochazi skrze néj do detektoru,
zatimco iontova past sbira a akumuluje ionty [23]. Iontovou past, jejiz schéma lze vidét
na obrazku 13, tvofi kruhové elektrody a dvé koncové elektrody — vstupni a vystupni,
na které se vklada napéti. lonty jsou pfivedeny do pasti kratkym napétovym pulzem
ptes otvor vstupni elektrody. Vhodnymi poméry napéti vlozeného na elektrody jsou
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Vstup
iontd

zadrZeny uvnitf pasti [21]. Jakmile jsou ionty zachyceny, je mozné provést tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Kdyz je pozadovand manipulace provedena, jsou
nahromadéné ionty pomoci postupné se méniciho napéti vypuzovany z cely a
detekovany. Cela tato série procesii zachyceni, akumulace, manipulace a detekce je
uskuteciiovana v kontinualnim cyklu. Tandemova analyza se provadi tak, Ze se past
naplni vS§emi pfitomnymi ionty a potom jsou vybrany konkrétni ionty, které se vypudi.
Energie zachycenych iontti narstd a do pasti se pfivadi helium, které zplsobi kolizi
sionty a jejich naslednou fragmentaci. Tyto fragmenty jsou zadrZeny v pasti,
vypuzovany podle jejich hodnot m/z a detekovany. Fragmentové ionty mohou byt také
zadrzovany v pasti a vystaveny dalsi tandemové analyze. Fragmentace je uzite¢na pro

charakterizaci malych molekul [23].

Kruhové elektrody

Vstupni fokusace '

E;y,_ff— Vystupni cocka

- Vystupni elektroda

Vstupni elektroda

PodloZky

Obrazek 13: Schéma iontové pasti [23]
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3 Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie

Sildenafil citrat, Santa Cruz Biotechnology
Britton — Robinsonuv pufr (pH 1,78 — 11,98):

e Kyselina octova, p. a., Sigma-Aldrich

e Kyselina borita, p. a., Lachema

e Kyselina fosfore¢na, p. a., Fluka
Hydroxid sodny, p. a., Lach-ner
Kyselina mravenc¢i, Suprapur® 98 — 100%, Merck
Acetonitril, (pro HPLC), VWR Chemicals

3.2 Technické vybaveni

EkoTribo polarograf, Polaro-Sensors Praha
Elektrody:
e Pracovni: Elektroda ze skelného uhliku
e Referentni: Argentchloridové elektroda
e Pomocna: Platinovy dratek
pH metr, inoLab WTW series
Elektromagneticka michacka, IKA Lab Disc
Ultrazvukova vodni lazeni, Bandelin sonorex digitech
Analytické vahy, Mettler Tolledo
Hmotnostni spektrometr, Agilent 1100 Series LC/MSD Trap
Pro on-line zapojeni dale:
e Cela: Conditioning Cell 5021A, ESA
o Pracovni elektroda z porézniho grafitu
o Referentni hydrogenpaladiova elektroda
o Pomocna platinova elektroda
e Pumpa: Syringe Pump, New Era Pump Systems, Inc.

e Potenciostat: Detector ADLC 1, Laboratorni pfistroje Praha

27



3.3 Priprava vzorki, postupy méreni

3.3.1 Cyklicka a diferenéné pulzni voltametrie

Do pfipravené voltametrické cely byl nalit zakladni Britton-Robinsoniiv pufr tak, aby
hladina dosahovala pfiblizn¢ do 2/3 vysky. Do této cely byla nasledné vlozena mensi
nadobka zakoncend vycorovou fritou, do které byl pipetovan méteny roztok. V tomto
pfipadé byl méfeny roztok slozen z Britton-Robinsonova pufru upraveného na
pozadovanou hodnotu pH, z destilované vody a standardniho roztoku sildenafilu citratu.
Bylo sledovano elektrochemické chovani sildenafilu pti pH 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 a
10,00. (Dukladngjsi zkoumani vlivu pH je popsano dale). Dovniti cely byla umisténa
referentni argentchloridova elektroda a dovnitt mensi nddobky byly vkladany pracovni
elektroda a pomocna platinova elektroda. Méteni bylo provadéno obéma metodami
(cyklickd voltametrie i diferencné pulzni voltametrie). Parametry méteni jsou uvedeny
v tabulce 1. Pracovni elektroda byla pied kazdym métenim dikladné€ vylesténa na lestici
podloZzce se suspenzi aluminy (velikost ¢astic 50 nm) a ponechana 1 minutu ve
zkumavce s destilovanou vodou vV ultrazvukové vodni lazni. Schéma zapojeni je

zndzornéno na obrazku 14.

Cyklicka Diferen¢né pulzni
voltametrie voltametrie
Potencial: Pocatecni: 0mvV 0 mvVv
Kone¢ny: 1500 mV 1500 mV
Rychlost: 100 mV/s 20 mV/s
Pocet skenti: 2 1
Vyska pulzu: - 50 mV
Sifka pulzu: - 80 ms

Tabulka 1: Pfehled nastavovanych parametri pro cyklickou voltametrii a diferenéné pulzni voltametrii
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Pracovni elektroda
ze skelného uhliku

Referentni (
argentchloridova Pomocna elektroda
elektroda platinovy dratek

S 7

Méfeny roztok

Zakladni roztok
elektrolytu

Obrazek 14: Elektrochemicka aparatura

Po zékladnim prozkoumani elektrochemického chovani sildenafilu byly sledovany dalsi
vlivy jednotlivych slozek roztoku a také parametra pfistroje. Nejprve byl sledovan vliv
acetonitrilu v rozmezi 0 az 40 % (v/v).

Dale byla pozorovana zavislost na pouZité rychlosti skenu. Experiment se
provadél jak s piidavkem 10 % (v/v) acetonitrilu, tak bez n¢j. K méteni byla pouzita
cyklicka voltametrie, pti¢emz skenovaci rychlost byla nastavena na hodnoty 20; 40; 60;
80; 100; 200; 300 a 400 mV/s.

Nasledné byla sledovana zavislost na pH. Roztok Britton-Robinsonova pufru byl
upraven hydroxidem sodnym na hodnoty pH 1,78; 2,00 a dale byla hodnota zvySovana
vzdy o 0,5 az do hodnoty 11,50 a posledni roztok m¢l vysledné pH 11,98. Do roztoku
bylo také ptidavano 10 % (v/v) acetonitrilu a métfeni bylo provadéno diferenéné pulzni
voltametrii.

V dal$im experimentu byla méfena kalibrace roztoku sildenafilu. Koncentrace
byla sledovana v rozmezi 1 az 100 umol/l za ptfitomnosti 10 % (v/v) acetonitrilu.

K méfeni byla vyuzita technika diferencné€ pulzni voltametrie.
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3.3.2 Elektrochemicka oxidace v on-line spojeni EC-MS

Do vétsi vialky byl pfipraven roztok pro méeteni, ktery se skladal z kyseliny mravenci o
koncentraci 0,05 mol/l, 10 % (v/v) acetonitrilu, sildenafilu o koncentraci 5-10* mol/l a
destilované vody.

Nejprve byly optimalizovany parametry pro hmotnostni spektrometrii. Zkoumal
se vliv teploty v iontovém zdroji, pratoku a tlaku susiciho plynu a napéti na kapilafe na
intenzitu odezvy sildenafilu. Teplota byla nastavovana postupné na 120 °C, 150 °C,
170 °C, 200 °C a 230°C. Vliv tlaku a priutoku suSiciho plynu byl sledovan pfi
hodnotach 7 psi a 2 1/min, dale 10 psi a 3 I/min a nakonec 15 psi a 7 1/min. Poslednim
sledovanym parametrem bylo napéti na kapilate, jehoz hodnoty byly ménény vzdy po
500 V od 2500 V do 4 000 V pro kladny mod a od 2 000 V po 3500 V pro zaporny
mod. Jelikoz zde neprobihala elektrochemicka oxidace, byla cela odpojena a vzorek se
nastiikoval pfimo do iontového zdroje, kde se sledovala intenzita protonované molekuly
sildenafilu [M+H]" s m/z 475 v kladném médu a deprotonované molekuly [M-H] s m/z
473 v zaporném modu.

Pro sledovani elektrochemické oxidace sildenafilu, byla khmotnostnimu
spektrometru ptipojena coulometrické cela a potenciostat, na kterém byl nastavovan
polariza¢ni potencial, jehoz hodnoty se postupné zvysovaly z0 Vna 0,1 V, 0,2 V,
0,3 V a potom po 50 mV az do hodnoty 1 V. Rychlost prutoku méteného roztoku byla

ve vSech piipadech 4 pl/min.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Elektrochemické chovani sildenafilu

Elektrochemické chovani sildenafilu bylo sledovano cyklickou a diferencné pulzni
voltametrii v Britton-Robinsonovych pufrech o pH 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 a 10,00.
Koncentrace sildenafilu v méfeném roztoku byla 1-10™* mol/l. Cyklicka voltametrie
poskytla proudové odezvy sildenafilu pouze v anodickém sméru polarizace.
Nepftitomnost proudovych pika na katodické vétvi voltamogramu svédci o ireverzibilité
elektrochemické reakce. Obrazek 15 ukazuje diferenéné pulzni voltamogramy pro rizné
hodnoty pH. Prvni pik, ktery se nachazi piiblizné u hodnoty potencialu
1,2 V v kyselejsich roztocich, je nejvice zfetelny pii hodnotach pH 6,00 a 8,00. Druhy
pik, nachéazejici se u kladngjSich hodnot potencidlu je naopak nejvétsi v kyselém
prostiedi. V grafu je patrné, ze s rostouci hodnotou pH dochazi k vyraznému posunu

obou pikt k niz§im hodnotam potencidlu a také ke zmensovani druhého piku.

——pH 2,00

10000

8000

6000

| [NA]

4000

2000

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
E [mV]

Obrézek 15: Diferenéné pulzni voltamogramy sildenafilu (¢ = 1-10™ mol/l) pro rizné hodnoty pH

Britton-Robinsonova pufru
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4.2 Vliv acetonitrilu

Vliv acetonitrilu byl také sledovan pro pét riznych hodnot pH v rozsahu 2,00 az 10,00.
Pridavek acetonitrilu se pohyboval od 10 do 40 % (v/v) a jeho vliv se projevil
piredevsim na vysce a poloze druhého piku. Na obrazku 16 je zietelné, ze pii hodnoté
pH 2,00 dochazi se zvysujicim se pfidavkem acetonitrilu k posunu piku ke kladnéjSim
hodnotam potencialu. U hodnoty pH 4,00 nastava zlom, kdy se nejprve (pro piidavky
10 az 30 % (v/v) acetonitrilu) pik posouva k vys$$im hodnotam a pii 40 % (v/v)
acetonitrilu je posunuty k niz§imu potencialu. Pro ostatni hodnoty pH 6,00 az 10,00 byl

S rostoucim obsahem acetonitrilu pozorovan posun piku k niz§im hodnotdm potencialu.

1500
L = pH 2,00
1450 e pH 4.00
- A pH6,00
1400 - pH 8,00
L * -
1350 L pH 10,00 -
|
I - [ ] [
1300 P
; L [ ]
E 1250
o 3 A A
W 1200 | A A
1150
1100
1050 | ¢ *
1 L 1 . 1 . 1 N ? . 1 L 3
10 15 20 25 30 35 40

% ACN

Obréazek 16: Zavislosti potencialu druhého DPV piku sildenafilu (¢ = 1.10™* mol/l) na objemovém obsahu

acetonitrilu v roztocich Britton-Robinsonova pufru o riznych hodnotach pH

Pro hodnoty proudu jednoznacné plati, ze se zvySujicim se obsahem acetonitrilu
dochazi ke zmenSovani piku, coz lze pozorovat na obrazku 17. Jen pro hodnotu
pH 10,00 neni pozorovan ani vyrazny pokles, ani vyrazny nartst hodnot proudu. Proto

byl zvolen ptidavek 10 % (v/v) jako optimalni pro sledovani dalsich zavislosti a vlivi.
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Obrazek 17: Zavislost proudové odezvy druhého DPV piku sildenafilu (¢ = 1-10™ mol/I) na objemovém

obsahu acetonitrilu v roztocich Britton-Robinsonova pufru o riznych hodnotach pH

4.3 Rychlost polarizace elektrody

Vliv polariza¢ni rychlosti na proudovou odezvu sildenafilu byl sledovan v roztocich jak
s ptidavkem 10 % (v/v) acetonitrilu, tak bez n¢j. Rychlost skenu v cyklické voltametrii
byla nastavovana od 20 mV/s do 400 mV/s. S rostouci rychlosti skenu se piky
posouvaly ke kladnéjSim potencialiim, coz je vidét na obrazku 18. Na prvni pohled je
zfejmé, Ze acetonitril zpiisobuje zmenseni druhého piku a téméf vymizeni prvniho piku
(obrazek 18B). Navic vjeho piitomnosti také dochazi k posunu obou pika ke

kladné&j$im hodnotam potencialu stejné, jako to bylo popsano v kapitole 4. 2.
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Obrézek 18: Cyklické voltamogramy sildenafilu (¢ = 1.10™ mol/l) v roztoku Britton-Robinsonova pufru o
pH = 2,00 pfi ruznych skenovacich rychlostech, A — bez ptidavku acetonitrilu, B — s pfidavkem

10 % (v/v) acetonitrilu

Na obrazku 19 je znazornéna zavislost proudu druhého piku na skenovaci rychlosti pro
roztoky bez acetonitrilu (obrazek 19A) a s 10 % (v/v) acetonitrilu (obrazek 19B).
Zuman a spol. [13] ve své praci uvadéji, ze proudova odezva pro druhy pik v zavislosti
na rychlosti polarizace elektrody by méla byt linearni, nebot’ se podle nich jedna o pik
adsorpéni. V nasem piipad¢é vSak byla pozorovana nelinearni zavislost. Naopak byla
linearni zévislost proudové odezvy druhého piku na odmocniné ze skenovaci rychlosti,
coz Ize vidét na obrazku 20. Pro prvni pik platila rovnéz linearni zavislost na odmocniné

z rychlosti skenu, coZ je v souladu s praci Zumana a kol. [13].
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Obrazek 19: Zavislost proudové odezvy druhého piku sildenafilu (¢ = 1-10™* mol/l) na skenovaci

rychlosti, A - graf pro zavislost namétenou bez pfidavku acetonitrilu, B — s ptidavkem 10 % (v/v)

acetonitrilu

y = 2506,8x - 4197,95
R*=9973
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Obrézek 20: Zavislost proudové odezvy druhého piku sildenafilu (¢ = 1:10* mol/I) na odmocning ze

skenovaci rychlosti, A - graf pro zavislost naméfenou bez ptidavku acetonitrilu, B — s ptidavkem

10 % (v/v) acetonitrilu
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Obrazek 21 ukazuje logaritmickou zavislost proudu druhého piku na skenovaci
rychlosti. Také v tomto pfipade€ se jedna o linearni zavislost, jejiz smérnice vypovidaji o
fidicim d¢ji. Pro d& fizeny pifedfazenou kinetickou reakci by smeérnice méla mit
hodnotu 0, pro difuzi fizeny déj hodnotu 0,5 a pro reakci adsorbované latky hodnotu 1.
V naSem piipad¢ maji ob¢ smérnice hodnotu vétsi nez 0,5, coz znamena, ze d¢j je fizen
pfevazné difuzi s mirnym vlivem adsorpce. Déle je zfetelné, Ze s pfidavkem acetonitrilu
(obrazek 21B) dochazi k poklesu hodnoty smérnice z hodnoty 0,6009 na hodnotu
0,5621, tudiz acetonitril zplisobuje potlaceni adsorpce. Tento jev byl pozorovan i pro

ostatni hodnoty pH.

4.7
47 y=0,6009x + 3,1052 "y =0,5621x + 3,1401
R*=0,9991 46 - R =0,9947
468 L
4,5
45 =
I a4l
44 L o
» @
43k S 43k
42 L 4,2 |-
41} a1+
A B
4.0 i " i " i " I " i " i 40 1 1 1 L 1 1
1.6 1,8 2,0 22 2.4 26 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6
log v log v

Obrazek 21: Logaritmicka zavislost proudové odezvy druhého piku sildenafilu (c = 1-10™ mol/l) na

logaritmu skenovaci rychlosti, A - roztok bez ptidavku acetonitrilu, B - roztok s 10 % (v/v) acetonitrilu

4.4 Zavislost na pH

Podrobnéjsi studium vlivu pH na proudovou odezvu sildenafilu bylo provedeno
diferen¢né pulzni voltametrii v sérii 22 Britton-Robinsonovych pufrii v rozmezi pH 1,78

az 11,98 s pridavkem 10 % (v/v) acetonitrilu.
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Obréazek 22: Diferenéné pulzni voltamogramy sildenafilu (¢ = 1-10™ mol/l) pro &tyfi rizné hodnoty pH

Britton-Robinsonova pufru

Na obrazku 22 je ztetelné, ze v kyselém prostiedi (hodnota pH 2,00) je velmi vyrazny
druhy pik (u kladnéjsich hodnot potencialu — cca 1350 mV), zatimco prvni pik u hodnot
potencidlu cca 1200 mV je Spatné rozliSeny. Se zvySujici se hodnotou pH se oba piky
posouvaji smérem K niz§im hodnotam potencialu, coz pozoroval i Zuman a kol. [13].
V neutrdlnim prostiedi jsou pak velmi dobfe pozorovatelné oba piky, které jsou navic
piiblizné stejné vysoké. Pii dalSim zvySovani hodnoty pH dochéazi ke splyvani obou
pikdl v jeden, coz je vidét na obrazku 22 pii hodnoté pH 10,50 — modré kiivka a od
hodnoty pH 11,50 je pozorovatelny uz jen jeden pik.
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Obréazek 23: Zavislost potencialu prvniho a druhého piku sildenafilu (c = 1-10™ mol/I) na pH Britton-

Robinsonova pufru

Na obrazku 23 je blize zobrazen pravé posun potenciali obou pikli v zévislosti na
zvySujicim se pH. Na kfivce pro prvni pik je patrné zmensSeni strmosti v okoli pH 7,00,
na kfivce pro druhy pik se vyraznéji méni smérnice v alkalické oblasti kolem pH 9,50.
Tyto zmény trendu mohou souviset s disociaci sildenafilu. Literatura [24-25] uvadi dvé
hodnoty disociac¢nich konstant, které se tykaji dusikd v polohach oznacenych na
obrazku 24 jako A a B: pK(A) = 9,12 [24], resp. 10,30 [25] a pK(B) = 6,78 [24], resp.
7,10 [25].
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Obrazek 24: Potencialni ioniza¢ni mista v molekule sildenafilu [24]

V piipadé proudové odezvy prvniho piku nebyl pozorovan zadny vyrazny trend, avSak
pro proudovou odezvu druhého piku byla pozorovana klesajici zavislost s rostouci

hodnotou pH. Toto chovani je ilustrovano na obrazku 25.
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Obrazek 25: Zavislost proudové odezvy obou piki sildenafilu (¢ = 1-10™ mol/l) na pH Britton-

Robinsonova pufru
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45 Kalibrace

Kalibra¢ni zavislost byla méfena pro pét riznych hodnot pH (2,00 az 10,00) Britton-
Robinsonova pufru. Roztoky sildenafilu v koncentraénim rozmezi 1-10° az 1-10™ mol/l
(1 az 100 pmol/l) obsahovaly 10 % (v/v) acetonitrilu. Na obrazku 26 jsou vykresleny
kiivky pro jednotlivé koncentrace sildenafilu v Britton-Robinsonové pufru o pH 2,00 a
na obrazku 27 jsou sestrojeny kalibracni pfimky z naméfenych hodnot. Jak je vidét,
jedna se v naSem pfipadé o linearni zavislost proudové odezvy druhého piku na
koncentraci sildenafilu. Zuman a spol. [13] popisuji ve své praci, ze zavislost proudové
odezvy druhého piku na koncentraci sildenafilu je nelinearni, coz podle nich svéd¢i o
adsorp¢ni povaze tohoto piku. Naopak pro prvni pik by podle téchto védct méla platit
linearni zavislost na koncentraci sildenafilu. V nasem ptipadé vSak pro prvni pik plati
linearita jen pii nizkych hodnotach koncentrace a dale se jedna o zdvislost nelinedrni.
Koeficient determinace (R%) mél pro vyssi koncentrace sildenafilu hodnotu 0,9979 a pro
niz§i koncentrace sildenafilu 0,9646. Dale byla spocitina mez detekce a mez
stanovitelnosti z parametri linearni regresni piimky pro nizsi koncentrace sildenafilu
podle vztahu 3 - o/k, kde o je smérodatna odchylka useku piimky a k je smérnice.
V nasem pftipad€ byla mez detekce 0,96 umol/l. Mez stanovitelnosti, vypocitana ze
vztahu 10 - o/k, kde o je opét smérodatna odchylka useku a K je smérnice piimky, ¢inila

3,19 umol/l.
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Obrazek 26: Diferen¢né pulzni voltamogramy pro jednotlivé koncentrace sildenafilu (¢ = 1 pmol/l — ¢erna

kiivka az 100 umol/l — tmavé fialova kiivka) v Britton-Robinsonové pufru o pH 2,00
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Obrazek 27: Kalibra¢ni pfimka, A — pro vyssi koncentrace sildenafilu (¢ = 10 az 100 pmol/l) a B — pro
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46 EC-MS

Nejprve byl sledovan vliv jednotlivych parametrti v iontovém zdroji, jako jsou teplota,
rychlost prutoku a tlak susiciho plynu a napéti na kapilaie na velikost odezvy sildenafilu
v kladném i zaporném ioniza¢nim moédu. VIiv teploty v iontovém zdroji byl sledovan
meéfeni sildenafilu, nebot bylo dosazeno nejvyssi intenzity piku deprotonované
molekuly [M-H] s m/z 473. V kladném moédu byla preferovana spise teplota 150 °C.

Zavislost intenzity piki na teploté je znazornéna na obrazku 28.
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Obrazek 28: Zavislost intenzity protonované molekuly [M+H]" s m/z 475 a deprotonované molekuly
[M-H] s m/z 473 na teploté

Dalsim sledovanym parametrem byl pritok a tlak susiciho plynu. Zatimco v zdporném
modu poskytoval pik s m/z 473 nejvyssi odezvu pii relativné vysokém tlaku 15 psi a
prutoku 7 I/min, v kladném moédu bylo dosazeno nejvyssi odezvy pro pik m/z 475 pii
nizkém tlaku 7 psi a pritoku 2 I/min sus§iho plynu. Proto byl nakonec zvolen
kompromis pro oba médy, kde byl pratok nastaven na 3 I/min a tlak na 10 psi.
Poslednim sledovanym parametrem pro optimalizaci metody bylo napé&ti
vkladané na kapilaru. V zaporném moddu byl signdl nejvysSi pifi napéti 2500 V a
v kladném modu pii 3000 V. Hmotnostni spektra sildenafilu citratu ziskand pfii
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optimalnich podminkach shrnutych v tabulce 2 jsou na obrazku 29. V zdporném
ioniza¢nim modu jsou vidét signaly deprotonovanych molekul sildenafilu [M-H] s m/z
473 a citronové kyseliny s m/z 191, v kladném moédu je zietelny signal protonované
molekuly sildenafilu [M+H]" s m/z 475 a zakladni pik s m/z 238 piislusejici dvakrat

protonované molekule [M+2H]%".
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Obrazek 29: Hmotnostni spektra sildenafilu citratu (¢ = 5-10™ mol/l) zaznamenana A — v zaporném médu

a B — v kladném moédu ESI za optimélnich podminek uvedenych v tabulce 2

Parametr Zaporny mod Kladny mod
Teplota 120 °C
Priitok a tlak suSiciho 31/ min
plynu 10 psi
Napéti na kapilare 2500V 3000 V

Tabulka 2: Optimalni nastaveni parametrt iontového zdroje ESI

Po zjisténi a nastaveni optimalnich parametrti byla sledovana fragmentace sildenafilu,
aniz by zatim probihala elektrochemicka oxidace. Fragmentace byla provedena jak
v kladném, tak v zaporném modu. Produktové spektrum pro kladny mod ESI je
zachyceno na obrazku 30 a schéma S$tépeni molekuly sildenafilu je znazornéno na
obrazku 31.

Pii fragmentaci protonované molekuly sildenafilu s m/z 475 vznikaji ionty s m/z
163; 283; 299; 311; 329 a 377, jak je vidét na obrazku 30. Toto fragmentacni spektrum
dobte koresponduje s literaturou [26-27]. Struktury fragment s m/z 163; 283 a 311 lze
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pozorovat na obrazku 31. Struktury ostatnich vznikajicich produktt jsou zndzornény na

obrazku 32.
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Obrazek 30: Fragmenta¢ni spektrum protonované molekuly [M+H]" s m/z 475

Obrazek 31: Schéma $tépeni molekuly sildenafilu
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Obrazek 32: Struktury slouc¢enin vznikajicich pfi fragmentaci protonované molekuly s m/z 475 [26-27]

Pro studium elektrochemické oxidace sildenafilu byla k hmotnostnimu spektrometru
pfipojena elektrochemickd cela. Pritok méfeného roztoku byl nastaven na 4 pl/min.
K coulometrické cele byl pfipojen potenciostat, na kterém byl nastavovan polarizacni
potencial pro elektrochemickou oxidaci. Hodnota potencialu byla postupné zvySovana
z 0V po krocich 0,1 V do 0,3 V a nasledné v krocich 0,05 V az do hodnoty 1 V.

Pii zvySovani polarizacniho potencialu z0 V do cca 0,75 V nedochéazelo
k Zadnym vyraznéj§im zménam ve spektrech. Az pii potencialu 0,8 V lze pozorovat
vznik novych pikd, cozZ je vidét na obrazku 33. Pro zdporny mod se zacind objevovat
pik s hodnotou m/z 459 odpovidajici deprotonované molekule N-desmethylsildenafilu,
ktery vznika oxidativnim odstépenim methylové skupiny z piperazinového kruhu
sildenafilu, coZ lze vidét na obrazku 31. V kladném modu lze pozorovat pik
protonované molekuly N-desmethylsildenafilu sm/z 461. Fragmentova spektra
izolovanych iontd m/z 459 a 461 odpovidaji spektrim publikovanym v literatuie [26].
Dale nové vznikaji piky s m/z 231 a 245, které jsou pozorovatelné v kladném modu. Pik
sm/z 231 pravdépodobné odpovidda dvakrat protonované molekule N-
desmethylsildenafilu. Pik s m/z 245 nebyl blize identifikovan.
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Obrazek 33: Hmotnostni spektra sildenafilu citratu (¢ = 5-10™ mol/l) zaznamenana A — v zaporném modu

a B — v kladném moddu ESI pfi polarizaénim potencialu 0,8 V

S dal§im zvySovanim polarizaéniho potencialu dochéazelo K postupnému nartstu vyse
zminénych vznikajicich pikd, avSak nebyly pozorovany piky s jinym m/z nez 459 pro
zaporny mod ¢i s m/z 461, 231 a 245 pro kladny mod. Az pii nastaveni hodnoty
polariza¢niho potencialu na 1 V se objevil v zaporném modu pik s m/z 503, coz je
pozorovatelné na obrazku 34. V kladném modu byl pozorovan pik s m/z 505 s velmi
malou intenzitou. Tento pik by mohl odpovidat produktu vzniklému navazanim dvou
atomu kysliku. Tomu odpovida i fragmentové spektrum izolovaného iontu s m/z 503,
kde jsou intenzivni piky s m/z 475 a 447, které odpovidaji postupnému odstépeni dvou
neutralnich molekul CO. Lze tedy ptedpokladat, ze atomy kysliku se navazaly na atomy
uhliku. V kladném modu doslo k narustu piku s m/z 231 do takové miry, Ze piekonal
svou intenzitou dosud dominujici pik s m/z 238. Dale se nové vyskytl pik s m/z 224,

ktery nebyl blize identifikovan.

46

800



Intenzita

250000 3500000
1191
3000000
200000 |-
2500000
W © 2000000
459 g
100000 |- £ 1500000
1000000
503
50000 |- 73
500000
‘ A
0 L leA]J Lo A A0dd, 1 0
200 400 600 800
m/z

231
" 238
245 461
- 224 ] 475
Jl ‘llli.l]hL SA | aal 1
200 400 600
m/z

Obréazek 34: Hmotnostni spektra sildenafilu citratu (¢ = 5-10™ mol/l) zaznamenana A — v zaporném modu

a B — v kladném modu ESI pfi polarizacnim potencialu 1 V

Zaznam hmotnostnich spekter sildenafilu citratu zaznamenanych pfi riznych hodnotach

polariza¢niho potencidlu jsou zachycena na obrazku 35 — zdporny mod ESI a na

obrazku 36 — kladny mod ESI.
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Obrazek 35: Hmotnostni spektra sildenafilu citratu (¢ = 5-10™ mol/l) zaznamenana v zaporném moédu ESI

pii polarizaénich potencialech 0 az 1 V
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Obrazek 36: Hmotnostni spektra sildenafilu citratu (¢ =5- 10™* mol/l) zaznamenané v kladném médu ESI

pfi polariza¢nich potencialech 0 az 1 V
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5 Zavér

Cilem této prace bylo sledovani elektrochemické oxidace sildenafilu za pouziti
voltametrickych technik, konkrétné cyklické voltametrie a diferen¢né pulzni
voltametrie. Byly pozorovany dva piky v anodickém sméru polarizace, a to pii
potencialech 1,2 a 1,35 V. Pii sledovani zavislosti na rychlosti polarizace elektrody bylo
ze smérnic logaritmickych piimek zjisténo, ze pro oba piky je fidicim d&jem difuze, u
druhého piku s malym piispévkem adsorpce. To bylo dale potvrzeno linearni zavislosti
proudové odezvy obou pikii na odmocniné z rychlosti skenu. Pro potla¢eni negativniho
vlivu adsorpce byl zvolen piidavek acetonitrilu, ktery ¢inil 10 % (v/v). Pfi bliz§im
zkoumani vlivu pH na polohu a vysku pikl bylo zjisténo, Ze se zvysujici se hodnotou
pH dochazi k posunu obou pikli k méné kladnym hodnotam potencidlu. To znamena, ze
elektrochemickou reakci doprovazi odstépeni protont. Pti zvySovani pH také dochdzelo
k poklesu proudové odezvy v piipadé druhého piku. Proto byla zvolena kysela oblast
pH jako optimalni pro méfeni kalibracnich zavislosti. Mez detekce uréena metodou
diferen¢né pulzni voltametrie byla 0,96 umol/l a mez stanovitelnosti byla 3,19 umol/l.
Kyselé¢ prostfedi bylo zvoleno také pro studium elektrochemické oxidace sildenafilu
v on-line spojeni s hmotnostni spektrometrii. Bylo zjisténo, ze pii elektrochemické
oxidaci této latky dochazi podobné jako v Zivych organismech ke wvzniku N-

desmethylsildenafilu jako hlavniho oxida¢niho produktu.
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6 Summary

The aim of this work was to study the electrochemical oxidation of sildenafil citrate by
electrochemical techniques: cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry.
Two irreversible anodic current signals at potentials 1.2 and 1.35 V vs. Ag/AgCI were
observed in the differential pulse voltammograms in buffered solution of pH 2.00.
Potential as well as current of the peaks was pH dependent. The peak potential was
shifted to the less positive values with increasing pH in the range of pH 3.00 to 10.00
indicating participation of protons in the electrode reactions. The highest current
intensity was observed at more positive peak in strongly acidic solutions (around
pH 2.00). Dependence of peak current on scan rate in cyclic voltammetry experiments
revealed that current of both anodic peaks is diffusion controlled with moderate
influence of adsorption in case of the more positive peak. Addition of 10 % (v/v) of
acetonitrile was used to suppress partially the negative effect of adsorption. Calibration
dependences measured at pH 2.00 were linear in the concentration range 1 to
100 pmol/l. The limits of detection and quantification were 0.96 umol/l and
3.19 umol/l, respectively. Electrochemical oxidation of sildenafil in acidic media was
studied by on-line coupling of electrochemistry with mass spectrometry. N-

desmethylsildenafil was identified as the main oxidation product.
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