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Souhrn

Predkladand prace se zabyva elektrochemickym chovanim a elektrochemickou
pfeménou 1éCiva zopiklon. Toto 1é¢ivo se pouziva ke kratkodobé 1€€bé nespavosti a u nés je
dostupné na ptedpis pod nazvem Zopitin.

Ke sledovani elektrochemickych vlastnosti byly pouzity cyklickd voltametrie (CV),
diferen¢n¢ pulzni voltametrie (DPV), linearni voltametrie (LSV) na statické a rota¢ni diskové
elektrodé¢ ze skelného uhliku. Voltamogramy zopiklonu poskytuji jeden ireversibilni
anodicky pik. Oxidace zopiklonu je zavisld na pH v kyselém prostiedi a je ovlivnéna
adsorpcnimi a kinetickymi déji.

Zopiklon byl pomoci elektrolyzy za konstantniho potencidlu elektrochemicky
oxidovan, a to v off-line a on-line zapojeni pfi rtznych potencidlech zvolenych dle
voltametrické odezvy. Produkty elektrolyzy byly poté analyzovany hmotnostni spektrometrii
s ionizaci elektrosprejem. Analyzou elektrolyzovanych vzorkli byly nalezeny oxidacni
produkty N-demethylovany zopiklon a dalsi tfi oxida¢ni produkty, které vznikly adici jednoho
nebo dvou atomil kysliku. Na zékladé namétenych spekter bylo prokdzano, ze jako centrum

oxidace je piperazinovy kruh.



Summary

An electrochemical behaviour of zopiclone has been studied. The drug is indicated for
the short - term treatment of insomnia and is commercially available under the name Zopitin.

Voltammetric study was performed using cyclic, differential pulse, linear sweep and
differential pulse adsorptive stripping voltammetry on glassy carbon electrode in static and
rotation disc arrangement. The oxidation of zopiclone is pH dependent at acidic.
Electrochemical reaction is strongly influenced by adsorption and kinetic phenomena.

Controlled potential electrolysis in offline and on-line combination with tandem mass
spectrometry was employed for investigation of the zopiclone oxidation products.
Four oxidation products were found in electrolyzed samples, N-desmethyl zopiclone and other
three products. Based on mass spectrometric investigation of those products, piperazine

moiety was proved as a target of electrochemical oxidation of zopiclone.
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1. Uvod

Jednou z hlavnich vyzev ve farmaceutickém primyslu je urceni metabolické premény
1écebnych kandidati. Hlavnim zplsobem, jakym je 1éCivo eliminovano v lidském téle, je
enzymatickd biotransformace. Ta probihd zejména oxidativni reakci, kterd je katalyzovéna
enzymy cytochromu P450. Se stdle zvySujicim se poctem novych chemickych latek je
zapotiebi rychlych screeningovych technik, které by jednoduse poskytly informace o
biotransformaci téchto novych latek. Cim difve jsou tyto testy provedeny, tim diive mize byt
nevhodna latka vyloucena z vyvoje.

Elektrochemie je u nas uzce spjata se jménem Jaroslava Heyrovského, ktery za objev
polarografie obdrzel v roce 1959 Nobelovu cenu za chemii. Jeho objev vyznamné piispél
k rozvoji elektrochemie. Elektrochemicky mohou byt napodobeny urcité procesy, které
probihaji v zivych organismech. Naptfiklad miZeme konkrétni 1é¢ivo podrobit
elektrochemické oxidaci, elektrolyze za stdlého potencialu a poté analyzovat produkty, které
pfi oxidaci vznikly. Tyto produkty lze separovat, zpravidla chromatograficky a detekovat
hmotnostnim spektrometrem.

Tato prace ukazuje moznost vyuziti spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii.
V pribéhu posledni let se dramaticky zvysil rozsah a aplikace elektrochemickych metod a
jejich spojeni, at’ uz on-line ¢i off-line, s hmotnostni spektrometrii. Toto spojeni je dnes
vyuzivano v mnoha oblastech, napt. pro metabolické studie, analyzu peptidd, proteinti a
DNA, kvantifikaci biomolekul nebo piedupraveé vzork.

Cilem této prace je charakterizovat elektrochemické chovani zopiklonu a analyzovat

produkty jeho elektrochemické oxidace.



2. Zopiklon

Mezi mnohymi hypnotickymi 1éCivy, kterd se pouzivaji pii 1é¢bé nespavosti, jsou
nejvice pouzivané benzodiazepiny. NejveétSim problémem v uzivani benzodiazepinu je
moznost vzniku zavislosti na jeho uzivani. Dalsi dulezitou tfidou 1éCiv, pouzivanych v 1écbé
nespavosti, jsou latky zndmé jako Z-léCiva (Z-drugs). Nazvy vétSiny téchto 1éCiv zacinaji
pismenem Z, proto Z-drugs. Mezi Z-drugs se fadi zaleplon, zolpidem a zopiklon.

Zopiklon (ZOP) (obrazek 1) je chemicky (RS)-6-(5-chloropyridin-2-yl)-7-0x0-6,7-
dihydro-5H-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-5-yl 4-methylpiperazin-1-karboxylat. Jeho sumérni vzorec
je C17H7CINgO; a molarni hmotnost 388,808 g/mol. ZOP je nebenzodiazepinové hypnotické
1é¢ivo z tfidy cyklopyrrolonti urcené ke kratkodobé 16¢bé nespavosti. Plsobi jako sedativum,
anxiolytikum, zplisobuje uvolnéni svalli a ma amnestické a antikonvulzivni u¢inky. ZOP je
chirdlni 1é¢ivo podavané jako racemickd smeés, nicméné farmakologickd aktivita je
pfipisovana hlavné (+)-(S)-ZOP enantiomeru, ktery se nazyva eszopiklon [1-3].

Zopiklon je u néds komeréné¢ dostupny v lékovém ptipravku Zopitin. V Kanadg¢,
Australii, Svédsku, Finsku, Norsku a Rusku se prodava pod nazvem Imovane, ve zbytku
Evropy poté pod nazvem Zimovane. V USA neni komeré¢né dostupny, d4 se poftidit jeho
aktivni stereoisomerni forma eszopiklon, a to pod ndzvem Lunesta. Obsah ZOP v tabletach se
pohybuje v rozmezi 3,75 mg, 5 mg nebo 7,5 mg.

Je zndmo, ze cyklopyrrolony jsou pomérné nestabilni. Stabilita ZOP byla studovana
v nékolika publikacich [4-6]. Jako degradac¢ni produkt ZOP byl identifikovan 2-amino-5-
chlorpyridin (ACP, obrazek 2). Degradace ZOP (schéma 1) probihd pfes otevieni
pyrrolidinového kruhu a vznikly meziprodukt je hydrolyzovan na ACP. Degradace ZOP se
odehrava v zasaditém prostfedi pH 8 a vyssi [7]. Toxické vlastnosti ACP nebyly jesté
dikladné prostudovany. Bylo jiz ale publikovéano, Ze pfi poziti, inhalovani nebo pii absorpci

ktzi je Skodlivy. Miize zpisobit podrazdéni dychacich cest, kiize a o¢i [7].
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Schéma 1. Hydrolyzazopiklonu

2.1.Mechanismus ucinku

Syntetickd 1é¢iva, nejprve barbituraty a poté benzodiazepiny, ktera se pouzivaji k 1écbé

nespavosti, vyuzivaji stejné mechanismy pusobeni. Na tento fakt se ptiSlo az ke konci

sedmdesatych let minulého stoleti. LéCiva uzivand proti nespavosti zesiluji aktivaci

membranové vodivosti chloridovych iontd diky inhibitoru neurotransmiteru y-aminomaselné

kyseliné¢ (GABA). Identifikace GABA 4 receptoru, jako spolecného cile 1éCiv proti nespavosti,
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stimulovala vyvoj novych 1é€iv. Prvnim z nich bylo 1é¢ivo z tfidy cyklopyrrolont zopiklon,
nasledovany zolpidemem. VSechna komeréné pouzivand hypnotika reaguji s GABAA
receptory. Kazda tfida 1é¢iv ma urcCité zvlastnosti v interakci s receptorem, které mohou mit
dasledky pro jejich efektivitu ¢i vedlejsi tcinky.

GABA 4 receptor je ionotropni receptor a iontovy chloridovy kanal v cytoplazmatické
membrané neurontl. Jeho endogennim ligandem je y-aminomaselna kyselina (GABA), ktera
je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiter v centralni nervové soustavé. GABA, receptor
selektivné propousti chloridové ionty, coz vede k hyperpolarizaci membrany neuroni.

ZOP a dalsi cyklopyrrolony se vazou na misto v blizkosti vazebného mista
benzodiazepinu na GABA, receptoru. Efekt ZOP na funkci GABA, receptoru spociva
v upfednostnéni otevieni kanalku. Cyklopyrrolony se vdaZzou na GABA, v jiné alosterické
modifikaci nezZ benzodiazepiny. Reakce ZOP s GABA, je nezavislé na teploté. To naznacuje,
ze interakce je termodynamicky fizena entropii na rozdil od benzodiazepini, jejichz reakce je
teplotn¢ zavisla a tudiz fizena entalpii [8].

Zopiklon tedy plsobi na GABA, receptor, ktery funguje jako chloridovy kanél
v biomembrané neuron. Navazani zopiklonu zplsobi otevieni tohoto kanilu a dojde
k hyperpolarizaci biomembrany a inhibici funkce neuronii. To ma za nasledek utlum

organismu|[8].

2.2.FarmakoKkinetika

Po orélni administraci je zopiklon rychle absorbovan. Jeho biodostupnost je pfiblizné
80 %. Vazba na proteiny v krevni plasm¢ se udava od 45 % do 80 %. ZOP je rychle
distribuovan do télnich tkani, véetné mozku a je vyluCovan moci, slinami a matefskym
mlékem. ZOP je Castecné metabolizovan v jatrech na neaktivni N-demethylovany derivat a
aktivni N-oxid. Asi 50 % ZOP je dekarboxylovéano a vylouceno plicemi. Zopiklon byl v moci
nalezen vrozmezi 7 — 10 % zplvodni podané davky. Farmakokinetika zopiklonu je
stereoselektivni. Po uZiti racemické smési zopiklonu, je maximalni koncentrace R-formy
v plazmé dosazeno pozdéji a také plocha pod kiivkou zavislosti koncentrace R-formy
v plazmé na Case je vétsi v porovnani s S-formou. To ukazuje pomalejs$i odbouravani a mensi
distribu¢ni objem R-formy léciva. Koncentrace pravoto¢ivych izomerti N-demethyl a N-oxid

metabolitl v moci je vysSsi nez koncentrace S-forem téchto metabolitii [9,10].
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2.3.Metabolické pfemény zopiklonu

Jak jiz bylo zminéno, zopiklon je metabolizovan na dva hlavni metabolity, N-
demethylovany (obrazek 3a) a N-oxid (obrdazek 3b). N-oxid zopiklonu ma malou
farmakologickou aktivitu, N-demethylovany metabolit je farmakologicky neaktivni. ZOP je
metabolizovan oxidativni biotransformaci enzymy cytochromu P450, konkrétné enzymem

CYP3AA4. Pii tvorbé N-demethylovaného metabolitu je ¢astecné aktivni také enzym CYP2C8
[11].
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Obr. 3. Metabolity zopiklonu a) N-demethylovanyzopiklon, b) N-oxid zopiklonu[8]

2.4.Stanoveni zopiklonu

Dle britskych norem se ZOP stanovuje titratné¢ v nevodném prostiedi s
potenciometrickou detekci [7]. Analyza ZOP v tabletich je provadéna metodou HPLC
[1,7,12-14]. Dalsi zptusoby detekce ZOP zahrnuji spektrofotometrii [12], HPLC, GC [15],
TLC [16], iontovée selektivni elektrody a polarografické metody [17,18].

Analyza ZOP v biologickych matricich je komplikovana diky jeho nestabilité
v ur¢itych rozpoustédlech, napf. v methanolu, kyselych a bazickych rozpoustédlech.
Standardni roztok by mél byt pfipraven v acetonitrilu a extrakce by méla byt provedena do
neutralniho pH k zajisténi stability [19].

V literatufe je popsdno né&kolik metod pro enantioselektivni analyzu ZOP a jeho
metaboliti. Enantiomery ZOP byly analyzovany pouZzitim kolony Chiracel OD-H s mobilni
fazi ethanol — hexan (60:40, v/v) a detekovany pomoci fluorescen¢niho detektoru [14]. ZOP a

jeho enantiomery byly kvantifikovany ve vzorcich moc¢i pomoci kapilarni elektroforézy s -
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cyklodextrinem jako chirdlnim selektorem. Detektorem s laserem indukovanou fluorescenci
byl dosazen detek¢ni limit 6 ng/ml pro kazdy enantiomer [20]. Fernandéz a spol. popsali
metodu stanoveni ZOP a jeho metaboliti v moc¢i s pouzitim kombinovaného HPLC systému s
achiralni a chirdlni kolonou a s fluorescencni detekci [13]. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci byla pouzita k detekci ZOP v rliznych matricich
s detekénimi limity kolem 0,29ng/g. Tonon a spol. uvedli enantioselektivni metodu
vyuzivajici spojeni HPLC s hmotnostni detekci s mezi stanovitelnosti 7,5 ng/ml pro kazdy
enantiomer [1,21]. Stereoselektivni stanoveni ZOP a jeho neclistot v tabletaich je mozné
pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci. Analyza ZOP a jeho necistot v tabletach byla
provedena nejprve extrakci do acetonu a separaci na nepokryté kapilafe s pouzitim
fostatového pufru a karboxymethyl-B-cyklodextrinu. Detekce probihala pti 200 nm a 305 nm.
Tonon a spol. dosahli linedrni kalibrace v rozsahu 0,4 — 0,8 mg/I pro kazdy enantiomer [2].

Vétsina metod stanovujicich obsah ZOP v biologickych vzorcich vyzaduje extrakéni
kroky, tradi¢ni extrakci kapalina — kapalina nebo extrakci pevnou fazi. Oba tyto postupy jsou
zdlouhavé a narocné na chemikalie. El-Shaheny a spol. uvedli metodu, kterd stanovi obsah
ZOP a jeho degradacnich produktl bez piedchozi extrakce v moci. Pouzili metodu micelarni
kapalinové chromatografie s fluorescencnim detektorem. Analyzu provedli na BDS Hypersil
fenylové kolon€ a jako mobilni fazi pouzili smés SDS, n-propanolu, triethylaminu a
fosfore¢né kyseliny [7].

Ke stanoveni ZOP se daji pouzit techniky adsorpcni rozpoustéci voltametrie. Yilmaz
doséhl nejlepsich vysledkd pouZzitim diferenéné pulzni adsorpcéni rozpoustéci voltametrie na
elektrodé ze skelného uhliku. Dosahl meze detekce 2,78 X 10”7 mol/l a meze stanovitelnosti
5,28 x 107" mol/l [22]. Dal3i elektrochemické stanoveni ZOP proved] J.C.Viré a spol. Pomoci
DC polarografie a adsorpcni rozpoustéci voltametrie na elektrod¢ ze skelného uhliku dosahli

detek&nich limité 1 x 107 mol/l a2 x 10™'° mol/I [18].

2.5. Elektrochemické vlastnosti

Redukci zopiklonu studoval J.C.Viré a spol. [18]. K analyze pouzili DC polarogratfii,
cyklickou voltametrii, diferen¢né pulzni a square-wave polarografii na rtutové elektrodé.
Pracovni elektrolyt byl pfipraven z Britton-Robinsonova pufru v rozmezi pH 1 — 12. Redukce

ZOP probihd ve dvou krocich. Prvni krok odpovida dvouelektronovému ptenosu. Proces je
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reversibilni v kyselém prostfedi, kolem pH 7 je kvazireversibilni a v alkalickém prostiedi je
ireversibilni. Tento redukéni krok odpovidd redukci pyrazinového kruhu za vzniku 1,4-
dihydropyrazinu. V alkalickém prostfedi se proces stava ireversibilnim z divodu
tautomerizace 1,4-dihydropyrazinu na hiife oxidovatelny 1,2- nebo 1,6-dihydropyrazin. Druhy
redukéni krok se projevuje Spatné definovanym pikem v blizkosti potencidlu redukce
zakladniho elektrolytu. Proces je ireversibilni v celém rozsahu méfeného pH. Jedna se rovnéz
o dvouelektronovou reakci. V ur¢itém rozmezi pH (pH 5 — 9) se vyskytuje jesté tieti, velmi
strmy pik. Z naméfenych dat vyplyva, ze druhy pik je ovlivnén adsorpci. Tieti pik se
vyskytuje pouze v Cisté vodném prostiedi. V pfitomnosti ethanolu se neobjevuje. Treti pik
odpovida stejnému procesu jako druhy pik, ale s latkou v adsorbovaném stavu. Po dosazeni
potencialu tfetiho piku je adsorbovand molekula desorbovana a okamzité redukovana. Poloha
redukéniho centra v molekule odpovédnd za druhy pik je dale diskutovana v praci [18].
Yilmaz oxidoval zopiklon na elektrod¢ ze skelného uhliku pomoci technik adsorpéni
stripping voltametrie a osteryoung square-wavevoltametrie. Jako zakladni elektrolyt byl
pouzit Britton-Robinsontiiv (BR) pufr, kyselina sirov4, acetatovy pufr a fosfatovy pufr.
Zopiklon poskytoval ireversibilni anodicky pik okolo potencidlu 1 V v BR pufru pH 7,8.
Voltametricky proud ma adsorpcni charakter a je zavisly na pH. Dale se Yilmaz zabyval
vyvojem metody pro voltametrické stanoveni ZOP a blize nespecifikoval mechanismus

oxidace ZOP [22].

3. Elektrochemicka analyza a stanoveni 1éCiv

Elektrochemie m& mnoho vyhod, které¢ ji délaji atraktivni v analytické chemii.
Elektrochemie vzdy poskytovala analytické techniky charakterizované instrumentalni
jednoduchosti, cenovou dostupnosti a mobilitou [23].

Elektroanalytické techniky vychdzeji zpoznatkli elektrochemie, kterd zahrnuje
vSechny jevy, ve kterych je chemicka zména vysledkem elektrickych sil a opacné, kdy je
elektricka sila generovana chemickym procesem. Konkrétné se elektroanalytické techniky
zabyvaji elektrickymi veli¢inami, jako je elektricky proud, potencidl, ndboj apod. a jejich

vztahem k chemickym parametram [24].
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Voltametrické techniky, ve kterych je vzorek analyzovan méfenim proudu v zavislosti
na vloZzeném potencialu, jsou v poslednich letech velmi populdrni. Mohou byt pouzity
k analyze elektrochemickych reakci [25], studiu elektrochemicky generovanych volnych
radikala [26], v modelovych studiich enzymatické katalyzy [27], v pfeméné solarni energie
[28], v monitoringu zivotniho prostfedi [29], v primyslové analyze [30] a pfi analyze
stopovych koncentraci biologicky a klinicky dilezitych latek [31,32].

Aplikace elektrochemie zahrnuje, mimo jiné, analyzu elektrodového mechanismu.
Zjisténi redoxnich vlastnosti latek, konkrétné poté 1éCiv, ndm miize pomoci nastinit jejich
metabolicky osud v in vivo redoxnich procesech nebo jejich farmakologickou aktivitu.

Diky podobnosti mezi elektrochemickymi a biologickymi reakcemi mtizeme usoudit,
ze oxidacéné/redukéni mechanismy, které se odehravaji na povrchu elektrody a v télech
organismii maji spole¢né podobné principy. Biologicky dulezit¢ molekuly, které maji
elektroaktivni centrum, mohou byt elektrochemicky prozkouméany pomoci voltametrie
riznymi zpusoby. Déle se elektrochemické techniky ukazaly byt vhodné ke stanoveni
farmaceutickych substanci v riznych matricich. Mnoho aktivnich slozek, na rozdil od
pomocnych latek, mize byt pfimo oxidovano. V poslednich letech se pouzivaji elektrody
z riznych materialli, zejména modifikované elektrody ke stanovovani aktivnich latek, které

podléhaji redoxni reakci, na poli klinické a farmaceutické analyzy [24].

3.1.Studium redoxnich vlastnosti latek

Elektrochemické metody se pouzivaji, mimo jiné, ke studiu redoxnich vlastnosti latek,
zejména ke zjiSténi mechanismu redoxni reakce ¢i zjiSténi poctu prendsenych elektrontl.

Prvnim experimentem, ktery je obvykle provadén pii elektrochemickém studiu latky,
je nejcastéji cyklicka voltametrie. Jeji efektivnost je dana rychlym pozorovanim redoxnich
vlastnosti latky v Sirokém potencidlovém rozsahu. Vysledné voltamogramy jsou analogii
spektralnich metod, kdy ziskdvame informace o latce v zavislosti na energetickém skenu.
Cyklicka voltametrie je tedy Casto prvnim experimentem v elektrochemickych studiich 1é¢iv
[33,34], farmaceutickych substanci [35-37] a biologickych materialti [38]. Dale je mozné
pomoci elektrochemickych metod sledovat interakce latek s DNA [39].

Acuna a spol. pouzili cyklickou voltametrii ke kinetické studii hydrolytického

rozkladu droxicamu. Zajimali se 0 mozny farmakologicky ucinek 1éciva v organismu ¢lovéka.
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Droxicam redukovali na visici rtut'ové elektrodé¢ (HMDE) ve smési voda-methanol. Zjistili, ze
droxicam se &asem rozklada v pritomnosti vody a uréili kinetickou rovnici v = (1,93 x 10~ +
78,9 [D])*x[D], kde D je koncentrace droxicamu v mol/l [34].

Elektrochemické vlastnosti nikotinové kyseliny a nikotinamidu zkoumal Wang na
zlaté elektrodé. Mechanismus redoxni reakce latek vysvétlil tvorbou a naslednym zanikem
vazby dusik-kyslik v pyridinovém kruhu. Anodickd oxidace je fizena diftizi a katodicka
reakce adsorpci. Rozdily v potencialech katodickych pika kyseliny nikotinové a nikotinamidu
vysvétlil rtiznou elektronovou hustotou vzdalenych substituentd na pyridinovém kruhu
jednotlivych latek [40].

Santos a spol. zkoumali elektrochemické chovani albendazolu pomoci rota¢ni diskové
elektrody ze skelného uhliku. Albendazol podléhd anodické ireversibilni oxidaci a
mechanismus oxidace lezi na hranici mezi kineticky fizenym déjem a difuzné fizenym dé&jem.
Heterogenni konstanta reakce byla stanovena na k = (1,51 + 0,07) x 10 cm/s a hodnotu
soucinu an stanovil na 0,76 [41].

Bollo a spol. provedli voltametrické stanoveni volnych radikalt antituberkulozniho
léc¢iva z tfidy nitroimidazopyranu s oznacenim PA-824. Ze srovnani elektrochemického
chovani PA-824 a metronidazolu, jehoz elektrochemie je dobie prozkoumana, vyplyva, Ze
redukce PA-824 se odehrava na nitro skupiné¢ za vzniku anion radikalu. Elektrochemicka
reakce je dale nasledovana dimerizacni reakci. Zjistili, Ze PA-824 potiebuje vice energie
k vytvofeni anion radikalu neZ metronidazol a je také stokrat méné stabilni neZ odpovidajici
anion radikal metronidazolu [38].

Dalsi studium redoxnich vlastnosti 1é¢iv provedl Liu se svymi spolupracovniky.
Cyklickou voltametrii na GCE studoval elektrochemické chovéani isorhamnetinu. Anodicka
oxidace zahrnuje pienos jednoho elektronu a jednoho protonu. Reakce je také ovlivnéna
adsorpci reaktantu. Koeficient pfenosu naboje a stanovili na 0,58 [42].

Voltametrické stanoveni ethinylestradiolu provedl Li. Zkoumal vliv pfitomnosti cetyl
pyridin bromidu (CPB) na elektrochemickou odezvu pomoci uhlikové pastové elektrody.
V ptipadé pouziti CPB doslo k posunu potencialu piku k negativnéjSim hodnotam a také ke
znaénému zvyseni proudové odezvy. To je zplsobeno zvySenou akumulaci ethinylestradiolu
diky elektrostatické interakci s CPB na hydrofobnim povrchu elektrody. Vyhody tohoto

uspotadani poté aplikoval ke stanoveni ethinylestradiolu ve farmaceutickych ptipravcich.
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Linearni koncentraéni rozsah byl 5 x 10 mol/l — 2 x 10 mol/I a detekéni limit 3 x 10™* mol/l
[43].

Znalost redoxnich vlastnosti latek, napt.: zavislosti proudové odezvy na pH, rychlosti
skenu, zjisténi adsorpcnich vlastnosti na elektrodach a v rtiznych prostiedich atd., jsou

dalezité pro vyvoj elektroanalytické metody ke stanoveni danych litek v riznych matricich.

3.1.1. Analyza 1é¢iv na ruznych typech elektrod

Elektrody pro voltametrickd méfeni jsou nejCastéji vytvofeny z pevnych nebo
kapalnych kovii ¢i zuhliku. Méné& casté jsou oxidy kovii nebo polymery. Chemicky
modifikované elektrody jsou takové, jejichz povrch je pokryt tenkym filmem jiného kovu nez
je materidl elektrody, nebo jsou pokryty monovrstvou kovalentné vazanych molekul,
napiiklad thiolové skupiny na zlatou elektrodu. Material elektrody by nemél reagovat se
zakladnim elektrolytem a rozpusténymi latkami, kromé nekterych vyjimeénych ptipadi. Tuto
podminku nejlépe splituji uslechtilé kovy, skelny uhlik a grafit. Rtut’ je pouzivana pro jeji
kapalné skupenstvi a pro velké piepéti vodiku. Volba pracovni elektrody je dulezitym krokem
v elektrochemické analyze, reakce na povrchu elektrody neni obvykle jednoducha a vyskytuji
se déje, které reakci komplikuji. Vhodnou volbou pracovni elektrody a jeji upravou, mizeme
nckteré obtiZe eliminovat.

Elektrody ve voltametrické analyze mohou byt rozdéleny dle materidlu, geometrie
nebo velikosti, hydrodynamickych podminek, za kterych pracuji a modifikace jejich povrchu

[44].

3.1.2. Analyza 1é¢iv na rtut’ovych elektrodach

Rtut’ je velmi atraktivni elektroda, protoze ma vysoké piepéti vodiku a umoziuje tak
mefeni v negativnéjSich potencidlech oproti tuhym elektroddm. Také poskytuje vysoce
reprodukovatelny, okamzité¢ obnovitelny a hladky povrch. Nevyhodou je limitujici anodicky
rozsah a toxicita rtuti. Existuje ne€kolik typt rtutovych elektrod, kapajici rtutova elektroda
(DME), visici, rtutova kapkova elektroda (HMDE) a elektroda se rtutovym filmem (MFE)
[23].
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Larenas a spol. studovali voltametrické chovéani zaleplonu (Z lé¢iva) na kapajici
rtutové, visici rtutové elektrodé a elektrode ze skelného uhliku. Metodami diferencné pulzni
polarografie, tast polarografie, cyklické voltametrie a diferen¢né pulzni voltametrie zjistili, Ze
zaleplon poskytuje dva ireversibilni katodick¢ piky vrozmezi pH 2 - 12.
Z chronocoulometrického experimentu vypocitali, ze reakce se uCastni jeden elektron
v kazdém redukénim piku. Pro analyzu zaleplonu v kapslich pouzili metodu DPP pii pH
pracovniho roztoku 4,5 [45].

Kontoyannis a spol. ve své studii o interakci diazepamu a liposoma pouzil metodu
diferen¢né pulzni polarografie. Pracovali s roztokem pufru pH 7,4 a jako pracovni elektrodu
pouzili statickou rtutovou elektrodu. V tomto usporadani namétili mez detekce 15 pg/l [46].

Polarografické stanoveni diazepamu provedl Guo a spol. pouzitim peroxodisiranu.
Pouzitim vhodného oxidantu lze u polarografickych metod, zaloZzenych na tzv. “katalytickych
vinach®, dosahnout zlepseni citlivosti. Jako pracovni elektrodu pouzili kapajici rtutovou
elektrodu a pracovali s acetaitovym pufrem pH 4,7. Ziskali linedrni zavislost v rozsahu
koncentrace 5,6 x 10 mol/l — 8,8 x 10 mol/l a 8,8 x 10 mol/1 — 2,0 x 10 mol/l. Detekéni
limit stanovili na 9,6 x 10" mol/I [33].

Stanoveni meloxicamu metodou DC polarografie, cyklické voltametrie a diferenné
pulzni polarografie (DPP) provedl Altin6z a spol. Na statické kapkové rtutové elektrodé
redukovali meloxicam pii -1,49 V proti Ag/AgCl. V prostiedi acetatového pufru o pH 4,88
ziskali metodou DPP linedrni zavislost v rozmezi koncentraci 0,38 — 150 pg/ml [47].

Dal8im, kdo redukoval maloxicam, byl A.M.Beltagi se svoji skupinou. V prostiedi
Britton-Robinsonova pufru pH 4,0 redukovali meloxicam pfti -1,28 V proti Ag/AgCl na visici
rtutové elektrodé. Ke studiu elektrochemického chovani maloxicamu pouzili metody
normalni pulzni, diferen¢né pulzni polarografie a cyklické voltametrie. Metodou DPP ziskali
linearni koncentraéni zavislost v rozmezi 1,0 x 10® mol/l — 5,0 x 10" mol/1 [48].

Abd-Flgawad Radi pouzil ke studiu meloxicamu cyklickou, diferenéné pulzni a
square-wavevoltametrii a ke stanoveni meloxicamu vyvinul metodu katodické adsorpcni
rozpoustéci square-wavevoltametrie. Pracoval v prostfedi acetdtového pufru a na visici
rtutové elektrodé pfi pH 5,0 ziskal redukéni pik pii -1,42 V proti Ag/AgCl. Jim vyvinutou
metodou ziskali linearni koncentraéni rozsah 2 x 10" mol/l — 5 x 10™® mol/I a mez detekce

2 x 107" mol/I [49].
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Nitroxoline je antibakterialni a antifungalni 1é¢ivo pro 1é¢bu mocovych cest. Ghoneim
a spol. ve své praci provedli redukci nitroxolinu pomoci riznych elektrochemickych metod.
Jako elektrolyt pouzili Britton-Robinsntiv pufr. Nitroxoline redukovali na rtutové elektrod¢.
DC polarografie a rtizné adsorp¢ni katodické rozpoustéci voltametrie byly pouzity k analyze
elektrochemického chovani a poté stanoveni nitroxolinu v rdznych matricich. Citlivost metod
stoupala ve sméru od piimé polarografie, diferen¢né pulzni-, linearsweep-, az po square-wave
adsorp¢ni katodickou polarografii. Meze stanovitelnosti nitroxolinu v ¢isté formé byly
1,02 x 10 mol/1, 3,05 x 10™®* mol/1, 9,01 x 10° mol/1a 9,12 x 10™"* mol/1 [50].

[.Baranowska a spol. vyvinuli metodu diferen¢né pulzni voltametrie pro stanoveni
nékolika 1é¢iv soucasn¢ v modelovych vzorcich a v lidské moci. Analyzovali paracetamol,
furosemid, dipyron, cefazolin a dexamethason. Jako pracovni elektrody pouzili visici
rtutovou kapkovou elektrodu (HMDE) a grafitovou elektrodu. Nejlepsi vysledky byly
ziskany pro Britton-Robinsontiv pufr o pH 2,4 v némz nalezli linedrni kalibra¢ni rozsahy pro
jednotliva 1éCiva napt.: 6,61 umol/l — 66,10 pumol/l pro paracetamol a 6,05 umol/l —
54,42 umol/l pro furosemid [51].

3.1.3. Analyza lé¢iv na pevnych elektrodach

Na rozdil od rtuti maji elektrody z pevného materidlu S$irSi potencidlové okno
v anodické oblasti. Nejcastéji pouzivané materialy jsou uhlik, platina, zlato, dale sttibro, nikl
a méd’. Posledni tfi jmenované se pouZivaji spiSe ve velmi specifickych analyzach.

Dtlezitym faktorem pfi pouzivani elektrod z pevného materialu je zavislost proudové
odezvy na stavu povrchu elektrody. Pouziti téchto elektrod vyzaduje peclivé €isténi povrchu
elektrod k ziskani reprodukovatelnych wvysledkti. Toto ciSténi mitize byt mechanické,
elektrochemické, chemicke i tepelné v zavislosti na pouzitém materialu[23].

Loracarbef ma antibakteridlni aktivitu a je oxidovatelny na elektrodé¢ ze skelného
uhliku. Elektrochemické oxidace loracarbefu byla studovana metodami cyklické voltametrie,
linearni, diferen¢né pulzni a square-wavevoltametrie. Vysledky z cyklické voltametrie znaci,
ze oxidace loracarbefu je ireversibilni a je kontrolovana difuzi [52].

Mandi¢ studoval elektrochemickou oxidace azithromycinu a jeho derivati pomoci

GCE. Ve své praci se zaméfil na objasnéni mechanismu oxidativniho metabolismu u lidi.
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Zjistil, ze azithromycin podléha oxidaci jedné nebo obou aminoskupin s naslednou chemickou
reakci vzniklého kation radikalu [53].

Wahdan se zabyval stanovenim domperidonu v tabletich pomoci diferencné pulzni
voltametrie na elektrod¢é ze skelného uhliku. Metodu cyklické voltametrie pouzil ke studiu
elektrochemického chovani domperidonu. Zjistil, ze anodickd oxidace je ireversibilni a je
fizena difuzi a adsorpei. Linearni rozsah pouzité metody byl 1,0 x 10 mol/l — 2,0 x 107 mol/l
s detek&nim limitem 4,0 x 107 mol/I [54].

Jednoduchou a rychlou voltametrickou metodu pro stanoveni gancikloviru na
uhlikovych elektrodach vyvinul Uslu a spol. Oxidace na GCE je zavisla na pH a pfi vysSich
koncentracich je ovlivnéna adsorpéné-desorpénimi dé&ji. Pii nizSich koncentracich je
kalibra¢ni ktivka linearni, konkrétné€ v rozsahu 1 x 10° mol/l a7 1 x 10 mol/l s detek&énim
limitem 8,1 x 10™® mol/l. Téchto hodnot dosahl metodou DPV. Metodou SWV dosahl linearity
ve stejném rozsahu a detek&niho limitu 4,52 x 10™® mol/I [55].

Elektrochemickou oxidaci formoterolu ve vodném prostiedi na GCE provedl
Demircigil. Metodou CV zjistil, Ze oxidace formoterolu je fizena diftizi. Déle pouZzil metody
DPV a SWV ke stanoveni obsahu formoterolu v ¢isté formé, kdy ur€il linedrni rozsahy
8 x 10° mol/l — 6 x 10™ mol/I pro DPV i SWV a meze detekce 3,54 x 107 mol/l pro DPV a
4,04 x 107 pro SWV a meze stanovitelnosti 1,18 x 10 mol/l pro DPV a 1,35 x 10 mol/l pro
SWV [56].

Voltametrické studium hydrochlorothiazidu (HCTZ) na GCE provedl Razak. Pomoci
cyklické voltametrie ur€il, Ze oxida¢ni proces je ireversibilni a fizeny difuzi. Metodou DPV
poté stanovil obsah HCTZ ve vzorku moci. Kalibracni kiivka byla linearni v rozsahu 24 ng/ml
— 320 ng/ml a mez detekce byl 5,0 ng/ml. Voltametrickou metodu déle porovnal s HPLC
metodou. Oproti HPLC metod€ je elektrochemickd metoda rychlejsi a méné naro¢na na
pfipravu se srovnatelnou citlivosti. HPLC metoda ma vSak vyhodu v souc¢asném stanoveni
1é¢iva a jemu podobnych substanci [57].

Elektrodu ze skleného uhliku pouzil de Oliveira k voltametrickému stanoveni
fenbendazolu ve veterinarnich pfipravcich. Metodami LSV, SWV a DPV studoval
elektrochemické chovani fenbendazolu. Ten podléhéd anodické ireversibilni dvouelektronové
oxidaci. Detekéni limity ziskané jednotlivymi metodami jsou 5,2 x 10 mol/l pro LSV,

5,0 x 10 mol/I pro DPV a 5,0 x 10™ mol/l pro SWV [58].
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Elektrochemické stanoveni repaglinidu provedl El-Ries. K tomuto tucelu pouzil
metodu diferenéné pulzni voltametrie. Na uhlikové pastové elektrod¢ dosdhl linearni
zavislosti pro koncentra¢ni rozsah 8,0 x 107 mol/l — 3,2 X 10° mol/l a na elektrodg ze
skelného uhliku linearni zavislost 4,0 x 107 mol/l — 4,0 x 10° mol/l. Meze detekce a
stanovitelnosti na uhlikové pastové elektrod¢ ziskal 1,348 x 107 mol/l a 4,494 x 107 mol/l.
V piipadé skelného uhliku potom 1,062 x 107 mol/l respektive 3,54 x 107 mol/l. Méfeni
provedl v prostiedi Britton-Robinsonova pufru [59].

Elektrochemickou oxidaci cisatrakuriumu na uhlikové pastové elektrodé provedl
Torres a spol. Optimalizoval metodu cyklické a diferencné pulzni voltametrie a poté stanovil
obsah lé¢iva v lidské moci a séru. Metodou diferencné pulzni voltametrie dosahl meze
detekce 0,38 pg/ml ameze stanovitelnosti 1,26 pg/ml [60].

Elektrodu tvofenou diamantovym filmem dopovanym bérem (BDD)pouzil
Wangfuengkanagul  k analyze  acetaminofenu.  Metodami  cyklické  voltametrie,
hydrodynamické voltametrie a prutokové metody s ampérometrickou detekci porovnavali
BDD a GCE. Z pritokové analyzy ziskali linearni zavislost 0,5 x 10 mol/l — 50 x 10 mol/l
a mez detekce 10 x 10" mol/l. Pro voltametrické méfeni byl linearni dynamicky rozsah 0,1 x

10”mol/l — 8 x 10 mol/1 [61].

3.1.4. Analyza lé¢iv na modifikovanych elektrodach

Chemicky modifikované elektrody predstavuji moderni piistup k elektrodovym
systémim. Umisténi modifikatoru na povrch elektrody pfida vlastnosti tohoto modifikatoru
k vlastnostem elektrody. Takova uprava povrchu elektrody umoziuje elektrochemické méteni
jinak problematickych soustav. Modifikované elektrody mohou zlepsit rychlost reakce
prenosu elektronu nebo zvysit selektivitu, citlivost ¢i stabilitu [23].

Modifikaci GCE publikoval Fan a spol. K pokryti povrchu GCE elektrody pouzili
nanocastice TiO; s grafenem. To vedlo ke zlepSeni elektrochemické reaktivity a voltametrické
odezvy paracetamolu. K naneseni modifikaéni smési pouzili Nafion. S touto elektrodou
dosahli linearni zavislosti 1 x 10° mol/l — 100 x 10° mol/l a detekéniho limitu 2,1 x 107

mol/l paracetamolu. Méteni provadeéli ve fosfatovém pufru pH 7,0 [62].
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Wang modifikoval CPE stfibrnymi nanocasticemi za ucelem stanoveni benorilatu
metodou DPV. Touto modifikaci dosahl linearniho rozsahu 1,0 x 10”7 mol/l — 2,5 x 107 mol/l
s detek&nim limitem 1,0 x 10™® mol/I [63].

Dalsim bézné pouzivanym léCivem, které bylo elektrochemicky studovéno, je
diazepam. Ke stanoveni diazepamu pouzil Naranjo-Rodriguez uhlikovou pastovou elektrodu
(CPE) modifikovanou zeolitem a bentonitem. Studoval elektrochemické chovani dizepamu
v biologickych tekutinach metodami cyklické a diferencné€ pulzni voltametrie. Dale provadéli
méieni v riznych prostiedich. Nakonec pouzili vyvinutou metodu pro stanoveni dizepamu
v krevni plazmé [64].

Dalsi modifikaci GCE je pouziti filmu z poly(methylCervené) (PMRE) ke stanoveni
norfloxacinu, které provedl Huang a spol. Touto modifikaci ziskali zvySeni proudové odezvy
oxida¢niho piku norfloxacinu. Linearni kalibrani rozsah byl v rozmezi 1 x 10° mol/l —
1 x 10™* mol/l a detekéni limit 1 x 107 mol/l [65].

Paracetamol (acetaminofen) byl voltametricky stanovovan s pouzitim elektrody ze
skelného uhliku (GCE), pokryté jednosténnymi uhlikovymi nanotrubickami (SWNT)
modifikované dicetylfosfatem. Modifikovana elektroda poskytuje oproti nepokryté GCE
vyrazné lepsi proudovou odezvu. SWNT ma velky povrch a silné adsorpéni vlastnosti, tim
zlepSuje elektrochemickou detekci paracetamolu. Pouzitim takto modifikované elektrody lze
dosahnout linearni zavislosti v rozmezi 1,0 x 107 mol/l — 2,0 x 10”7 mol/l a mez detekce
4,0 x 10™®* mol/I metodou square-wavevoltametrie. Fosfatovy pufr o pH 6,5 byl pouzit jako
zakladni elektrolyt [66].

Paracetamol je také moZzné stanovit pomoci planarni pyrolytické grafitové elektrody
modifikované mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubickami. Tato elektroda byla pouzita pro
techniky cyklické a ,,square-wave adsorpéni rozpoustéci“ voltametrie (SWAdsSV). Linearni
zavislost je uvadéna od 0,1 x 10 mol/I do 25 x 10" mol/l a detekéni limit 45 x 10 mol/I pro
cyklickou voltametrii. Pro AdsSV jsou uvadény dvé linearni zavislosti, 0,01 x 10 mol/l — 2
x 10 mol/l a 2 x 10 mol/l — 20 x 10 mol/l. Detek&ni limit je 10 x 10” mol/l. K mé&feni

pouzili fosfatovy pufr pH 7,5 [67].
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3.2. Elektrochemie latek obsahujici piperazinovy kruh

3.2.1. Clozapin

Clozapin je 1écivo urcené k 1écb¢ schizofrenie. Jeho struktura je na obr. 4. Stejné jako
zopiklon, jehoz elektrochemické vlastnosti a pfemény byly zkoumany v této praci, obsahuje

piperizinovy kruh s methylovou skupinou.

.CH
cl ’/\ N 3
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Obr.4. Struktura clozapinu [68].

Kaufmann a spol. studovali elektrochemické chovani clozapinu na uhlikové pastové
elektrod€. Pii nizkych hodnotich pH pracovniho pufru se objevuje jeden oxidacni pik.
Z naméfenych dat urcili, Ze oxidace probihd ECE mechanismem. Také zjistili, Ze se clozapin
adsorbuje na povrch elektrody pii koncentracich nizsich nez 10 mol/l. Oxidaéni reakce
clozapinu je zavisla na pH [68].

Hernandéz a spol. pouzili ke studiu elektrochemie clozapinu elektrodu ze skelného
uhliku a modifikovanou pastovou elektrodu (CPME). Pastové elektroda byla modifikovana
sepiolitem. Jako metodu pouzili anodickou rozpoustéci voltametrii. Po optimalizaci nastaveni
metody dosahli linedrniho rozsahu 0,06 — 0,33 ug/ml a detekéniho limitu 7,1 ng/ml pro GCE a
linedrniho rozsahu 0,03 — 0,26 ug/ml a detekéniho limitu 34 ng/ml pro CPME [69].

Dal$im, kdo studoval elektrochemické chovani clozapinu, byl Mashhadizadeh.
K analyze pouzil pastovou uhlikovou elektrodu modifikovanou nanocésticemi oxidu
titani¢itého. CPME méla oproti nemodifikované pastové elektrod¢ lepsi proudovou odezvu.

Na zaznamu cyklického voltamogramu jsou patrné dva redukéni piky a jeden oxidaéni
pik. Pfi vicendsobnych cyklech je mozné vidét vznik nového oxidacniho piku, ktery predchazi
puvodnimu piku odpovidajicimu oxidaci clozapinu. Prvni redukéni pik odpovida redukci
clozapinu, druhy redukéni pik a novy oxidaéni pik odpovidaji redoxni reakci noveé vzniklé

slouceniny. Vliv rychlosti skenu na proudovou odezvu odhalil vliv adsorpce na
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elektrochemickou reakci. Také s rostouci rychlosti skenu se potencidl posouval do
pozitivnéjSich hodnot, coz potvrdilo kinetickou limitaci redoxni reakce.

Déle zkoumali vliv pH na proudovou odezvu. S rostouci hodnotou pH se zvySoval
proud piku oxidace clozapinu. Nejvétsi odezva byla v rozmezi pH 9 -12. S rostoucim pH se
zmenSoval katodicky pik a pfi pH 9 jiz nebyl patrny. Ze zavislosti potencialu piku na pH
pracovniho roztoku byla vypocitana zdanliva disociacni konstanta pii pH 8. Prvni linearni
usek, v nizsich hodnotach pH, ma smérnici 0,044 V/pH, coz indikuje, Ze se redoxni reakce
zucastiuje stejny pocet elektronti a protont [70].

Clozapin je metabolizovan na dva hlavni produkty, N — demethyl clozapin a N — oxid

clozapin, které jsou mén¢ farmakologicky aktivni nez samotny clozapin [71].

3.2.2. Imatinib

Imatinib, prodavany pod nazvem Glivec, je 1éCivo pouzivané pii chemoterapii u

pacienti trpicich chronickou myeloidni leukémii. Jeho struktura je na obr. 5.
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N

Obr. 5. Struktura Imatinibu [72].

Diculescu a spol. studovali voltametrické chovani imatinibu pomoci elektrody ze
skelného uhliku a metodami diferenéné pulzni a cyklické voltametrie. Na zaznamu z cyklické
voltametrie pozorovali dva anodické piky v anodickém sméru polarizace a dva katodické piky
v opatném sméru polarizace. Pii opakovanych cyklech se v anodickém sméru polarizace
objevil novy pik, pfi niz§im potencidlu nez plivodni piky odpovidajici oxidaci imatinibu a
dochazelo také ke sniZzeni intenzity ptivodnich piki vlivem adsorpce imatinibu nebo jeho

oxidacnich produktid. Dale zjistili, ze redukéni pik, pfi niz§im potencialu, odpovida redukci
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produktu oxidace imatinibu. Tento pik a nové vznikly pik v anodickém sméru polarizace tvofi
redoxni par.

Z experimentu vlivu rychlosti skenu na proudovou odezvu zjistili, ze oxidace
imatinibu je fizena difuzi s vlivem adsorp¢nich déju. Pii vyssich rychlostech skenu dochazi k
pfechodu reakce z difuzné fizené na kineticky fizenou.

Vliv pH na proudovou odezvu studovali pomoci diferencné pulzni voltametrie.
Potencial prvniho piku klesa s rostoucim pH pracovniho roztoku linearné se smeérnici -59
mV/pH, z toho vyplyva, Ze reakce se Giastni stejny pocet protonii a elektroni. Sitka piku
v poloviné vysky v celém rozmezi méfeného pH vyla 55 mV, coz znaci dvouelektronovy
prenos. Druhy anodicky pik se na voltamogramech vyskytuje pouze v rozmezi pH 3 — 9.
Tento pik rovnéz odpovidd oxidaci s vyménou stejného poctu elektronti a protonil. Z Sitky
piku v ptilce vysky, 85 mV, autofi usoudili, Ze se jednd o jednoelektronovou vyménu [72].

Rodriguez a spol. studovali imatinib pomoci square-wave, diferencné pulzni a
cyklické voltametrie. Ti imatinib redukovali na kapajici rtutové elektrodé. Studovali vliv
akumulace imatinibu na elektrodé na proudovou odezvu, dale vliv pH a vyvinuli metodu
stanoveni imatinibu a jeho metabolitu (N — demethylovany piperazinovy derivat) v moci.
Metoda square-wave poskytla mez detekce 5,55 x 10” mol/l a metoda rozpoustéci squre-
wave voltametrie mez detekce 5,19 x 10 mol/I [73].

Imatinib je metabolizovan pfevazné enzymy cytochromu P450, konkrétné¢ CYP3A4 a
CYP3AS5. Hlavnim metabolickym produktem je N — demethylovany imatinib, dalSimi
produkty jsou N — oxidy (N — oxid na piperazinovém kruhu, N - oxid na pyridinovém kruhu),

deaminovany methylpiperazin derivat a hydroxyderivat [74,75].

4. Elektrochemie spojena s hmotnostni spektrometrii

Elektrochemie je velmi Sirokd a vyspéld oblast chemie s mnoha aplikacemi a to i
v biologickych a biomedicinskych oblastech. Nejrozsifengjsi  pouziti v biologickych
aplikacich je detekce po kapalinové separaci a v biosenzorech. On-line spojeni
elektrochemickych pritokovych (flow-through) cel umoziuje kombinaci s dalSimi
analytickymi technikami. Spojeni s hmotnostnim spektrometrem je vSak relativné nové [76].
Ackoli je kombinace elektrochemie s hmotnostni spektrometrii povazovana za velmi mladou,

poprvé byla popséna v literatufe vice nez pfed 40 lety. Bruckenstein a Gadde spojili
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elektrochemii s hmotnostni spektrometrii pro in situ detekci elektrochemicky oxidovanych
produktti. Pouzili porézni platinovou elektrodu, ktera byla zjedné strany v kontaktu
s elektrolyzovanym roztokem a z druhé strany se vstupem do hmotnostniho spektrometru.
Touto metodou studovali plynné produkty, napi. kyslik, generovany elektrochemickou
oxidaci 0,1 molarni kyseliny chloristé [77]. V roce 1986 Hambitzer a Heitbaum poprvé
studovali oxida¢ni procesy on-line spojenim EC-MS s ionizaci termosprejem. Analyzou
produktii oxidace N,N-dimethylanilinu zjistili tvorbu dimerti a trimerti, v zavislosti na
pouzitém potencidlu [78]. Se zavedenim ionizace elektrosprejem (ESI) v hmotnostni
spektrometrii bylo mozné analyzovat termicky labilni a netékavé latky, coz vedlo k rozvoji
spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii. Van Berkel ukazal, ze pfimé spojeni EC
s MS umoznuje (1) elektrochemickou ionizaci neutralnich latek, (2) studium elektrodovych
reakcei, (3) prekoncentraci stfibrnych iontd a zvySeni signdlu v ESI-MS pomoci anodické
rozpoustéci voltametrie [79].

Kombinace = hmotnostniho  spektrometru,  jako  analytického  detektoru
s elektrochemickou celou, je vhodnd, nebot’ poskytuje komplementarni informace. Navzdory
technickym pokroklim, hmotnostni spektrometr nedosahuje citlivosti elektrochemickych
detektorti, ale jeho schopnost poskytnout identifikaci a strukturalni charakterizaci latek je
témet bezkonkurenéni. Oxidacné redukéni reakce Casto poskytuji produkty liSici se molarni
hmotnosti od reaktantli, napf. pridanim atomu kysliku, dehydrogenaci. S tandemovou
hmotnostni spektrometrii miZeme urc¢it chemickou strukturu produktu.

V mnoha piipadech mize byt elektrochemicka reakce provedena off-line a produkty
mohou byt analyzovany zvlast. On-line spojeni ma vSak urCité vyhody. Umoziuje vyuZzit
integrovany automatizovany systém, je mozné analyzovat ,kratce zijici intermediaty a
produkty. Na obrazku 6 je piehled riznych kombinaci elektrochemie, kapalinové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie [76].
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Obr. 6. Pfehled moznych konfiguraci spojeni EC-HPLC-MS [76].

Vtazeni kapalinové chromatografie mezi elektrochemickou celu a hmotnostni
spektrometr se ukdzalo v nékterych ptipadech jako nutny krok, nebot’ zdznam hmotnostniho
spektrometru bez separace produkti elektrochemické reakce neni schopen rozliSit mezi
pfipadnymi izomery nebo produkty se stejnym pomérem m/z, ale rozdilnou polaritou.
Retencni ¢asy nam poskytnou informace o polarit€ oxidacnich produktli a referen¢ni latky
mohou byt pouzity k identifikaci produktl téchto latek na zaklad€ porovnani retencnich cast.
Roztok latky je kontinualné tlaen skrz elektrochemickou celu, kde dochazi k pozadované
elektrochemické reakci. Poté mize byt roztok zavadén piimo do hmotnostniho spektrometru,
nebo miiZze byt veden a sbiran do Sesticestného ventilu a nasledn¢ injektovan do kapalinového
chromatografu. Zatazenim ventilu pfed kolonu kapalinového chromatografu je mozné oddélit
podminky nutné pro elektrochemickou reakci a podminky nutné pro separaci, napt.: pokud je
nutné oxidovat pii niz§im pritoku nez jaky je nutny pro separaci nebo elektrolyt, ve kterém je
oxidace provadéna, mize mit jiné sloZeni neZ mobilni faze. Také pfi ionizaci mize dochazet

k oxida¢nim reakcim, diky vysokému napéti aplikovanému na ESI rozhrani [80].
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ESI je nejvhodnéjsi ionizacni technika, je kompatibilni s elektrochemii. Ionizace
elektrosprejem je mekka ioniza¢ni metoda, pii které dochazi k minimalni fragmentaci nebo
dekompozici analytu. ESI uvolnuje ionty z kapalné faze aplikovanim potencialového rozdilu
mezi emitorem elektrospreje a vstupem do MS. Emitor je obvykle kovova jehla o vnitinim
priméru v jednotkach um. Napéti na emitoru je v jednotkéch kV. Za ur€itych podminek mutze
1 materidl chromatografické kolony, naptiklad grafit, ptisobit jako elektroda, pokud dojde ke
vzniku zemni smyc¢ky s ESI emitorem a MS [76].

Efektivnost emise iontd pii ESI kles4d srostoucim pritokem mobilni faze, 100%
efektivnost je dosahovana pii prutocich v rozmezi 10 — 100 nl/min. Elektrolyty pfitomné
v mobilni fazi snizuji celkovou citlivost ESI-MS. Nizka koncentrace elektrolytii a tedy 1 nizka
vodivost mobilni faze snizuje odezvu elektrody v elektrochemické cele [76,81].

Je ziejmé, Ze MS v systému EC-LC-MS poskytuje mnohem komplexnéjsi informace o
molekule nez samotnd elektrochemickéd detekce. Kvantifikace je tedy castéji provadéna na
zakladé MS dat. Timto pfistupem se eliminuji ,,problémy* pfi reprodukovani EC dat, jako je
nestabilita zdkladni linie nebo nereprodukovatelnost signalu [81]. Hlavni zajmy spojeni
elektrochemie s kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii lezi ve Ctyfech
hlavnich oblastech: (I) studia mechanismu elektrochemickych reakei, (II) on-line
elektrochemické derivatizaci za uCelem zvySeni citlivosti MS detekce, (III) simulace
biologickych procest v organismech, (IV) studia specifického $tépeni proteinli a peptidi

[76,81].

4.1. Studium mechanismu elektrochemickych reakci spojenim EC —
(HPLC)/MS

Spojeni elektrochemie a hmotnostniho spektrometru, zvlasté potom ,,on-line* spojenti,
je vyborny nastroj pro studium chemie pfenosu elektronu v roztoku.

Modestov a spol. pouzili spojeni EC-MS ke studiu mechanismu oxidace N,N-
dimethyl-p-fenylenediaminu (DPD). Sledovali rizné produkty na zdkladé zmény rtznych
experimentalnich parametri chemické reakce, kterd nasledovala po reakci pfenosu elektronu.
Mezi elektrochemickou celu a hmotnostni spektrometr vlozili relativné velkou trubici, ktera
slouzila jako reaktor pro néasledné reakce. Zménou primeéru této trubice ovliviiovali Cas,

beéhem nc¢hoz dochazelo k néaslednym reakcim, nez se cCastice dostaly do hmotnostniho
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spektrometru. Tato metoda umoznila ménit reakéni ¢as v rozmezi dvou fadua, konkrétné od 4,3
do 480 s, zatimco tok elektrolytu se ménil jen v uzkém rozsahu. To je dilezité, protoze tok
elektrolytu siln¢ ovliviiuje reakce v elektrochemické pritokové cele a také v ESI/MS. Dalsimi
parametry, kterymi ovliviiovali nasledné reakce, krom¢ zmény priméru trubice, byly zmény
v koncentraci reaktantl a elektrolytu, pH elektrolytu, stupen konverze reaktantu
v elektrochemické cele. V své préci zjistili, Ze mechanismus oxidace DPD zahrnuje paralelni
a boc¢né reakce [82].

Vyhody spojeni EC-MS demonstroval Bond a spol. oxidativni elektrolyzou
diethyldithiokarbamati médi, niklu a kobaltu. Navrhli on-line i off-line experimenty, ve
kterych sledovali nabité c¢astice téchto latek a s vysokou citlivosti detekovali produkty
elektrolyzy jimi vybranych latek [83].

Elektrochemie spojena s hmotnostnim spektrometrem muze byt pouzita také k analyze
kovi v ultrastopovych mnozstvich. S pouzitim atomové hmotnostni spektrometrie a
podobnych technik (napt.: indukéné vazané plazma, atomova emisni spektrometrie, ICP-
AES) jsou tyto analyzy mozné. Elektrodové reakce zahrnujici anorganické latky mohou byt
vyhodné studovéany, analyty mohou byt akumulovdny a poté uvolfiovany z adsorbovanych
vrstev na elektrod€. Pfi analyze ultrastopového mnoZstvi kovu je vzorek injektovan do
prutokové EC cely, zvolenym potencidlem mize byt analyzovany kov adsorbovan na povrch
elektrody a to bud’ jako samotny kov nebo v komplexu s ligandem. Pokud je analyt v matrici,
ktera by zptsobovala komplikace pfi nasledné analyze, miizeme ji vymyt. Poté je na elektrodu
aplikovano napéti, pii kterém dojde k desorpci prvku nebo komplexu a naslednému vymyti
vhodnym rozpoustédlem do hmotnostniho spektrometru. Oproti analyzam farmaceutickych a
organickych latek zde neni tfeba chromatografické separace. Nicméné vynechani
chromatografickych komponent omezuje speciacni studium spojenim EC — ICP/MS, protoZe
ICP-MS miize kvantifikovat pouze celkové mnozstvi prvku a EC poskytuje diferenciaci urcité

elektroaktivni formy pouze pro nékolik prvki [84].

4.2. On-line elektrochemicka derivatizace a uprava vzorku

Elektrochemicka cela miZze slouzit jako elektrochemicky on-line reaktor. Velké
mnozstvi latek, které jsou normélné v MS neaktivni (maji malou nebo zddnou odezvu) muze

byt detekovano po predchozi elektrochemické on-line oxidaci [81].
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Chen a spol. pouzili elektrochemickou oxidaci k rychlé, citlivé a specifické analyze (p-
chlorofenyl) anilinu (CPA) v biologickych vzorcich. Elektrochemickou oxidaci generovali
dimer CPA, ktery poté detekovali hmotnostnim spektrometrem. Touto metodou dokazali
analyzovat CPA s mezi detekce LOD = 20 ng/ml s dynamickym rozsahem 50 — 2000 ng/ml.
Validovanou metodu poté pouzili i v metabolické studii [85].

Pretty ve své praci pouzil tenkovrstevnou pratokovou elektrochemickou celu s MS
detekci pro prekoncentraci a preciSténi analytli obsahujicich médnaté ionty. Toto spojeni
pouzil pro analyzu Cu?* v mnozstvich ug/l v matricich, které neumoznuji piimou MS detekei,
konkrétng 1% (v/v) HNOs a 1% (w/w) NaCl. Cu* ionty ptevedl do vhodnéjsiho rozpousteédla
elektrochemickou depozici z ptivodni matrice a naslednou oxidaci do nového rozpoustédla.
Dosahl meze stanovitelnosti v rozmezi 20-50 pg/l v riznych matricich metodou standardniho

pfidavku. Analyza jednoho vzorku netrvala déle nez 8 minut[86].

4.3. Vyvoj 1é¢iv a oxidativni metabolismus

Osud 1éciv a obecné latek piijimanych do organismu, je ur¢ovan né€kolika procesy
zahrnujicimi absorpci, distribuci, metabolizaci a exkreci. K zajisténi cilené¢ orientovaného a
cenov¢ efektivniho vyvoje 1é¢iv musi byt farmakokinetické a metabolické vlastnosti mozného
lécebného kandidata co nejdiive analyzovany a vyhodnoceny, protoZe vybrané metabolity
mohou mit rtizné vlivy na organismus [87,88].

VétSina metabolickych procesi v téle se odehrava v jatrech. ZjednoduSené schéma
takového procesu je na obrazku 7. Prvni krok metabolizace latky se nazyva faze 1
metabolismu a zahrnuje rizné reakce jako je dehydrogenace, hydrolyza a redoxni dé&je [89].
Jedna znejdilezitéjSich reakci je oxidativni funkcionalizace katalyzovana enzymy
cytochromu P450 (CYP 450). Metabolity z prvni faze vétSinou obsahuji funk¢ni skupinu jako
je hydroxyl, amino nebo karboxylova skupina. To umoznuje snadnéjsi vylouceni metabolitu,
nebo Castéji, jeho konjugacni reakci s endogenni latkou jako je glutation (GSH) nebo
glukuronové kyselina, tyto reakce patii do faze II metabolismu. Konjuga¢ni reakce jsou
esencidlni pro detoxifikaci a exkreci 1éCiv, drog a jinych latek, z dlivodu vysoké polarity
produktii z prvni faze. Nicméné nekteré latky, které prosly fazi I, mohou byt vysoce reaktivni
a mohou se ireversibiln¢ vazat na buné¢né makromolekuly, jako jsou proteiny nebo DNA

pted jejich vstupem do faze I1 [79]. Kratka ,,Zivotnost* téchto reaktivnich latek, mnohdy méné
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nez jedna minuta, €ini jejich detekci v tak komplexnich matricich jako je krevni plazma, nebo

samotna krev velmi obtiznou az nemoznou [80,90].

xenobiotika
(pesticidy, farmaceutika)

l faze |. napf. CYPA50

oxidativni
metabolismus

GsH \
téze Il. napf. GSH \/ \
konjugagni produkty {kovalentn() navazanl na
DNA. nebo proteiny

» toxicita:
detoxifikace naruseni funkce enzymiu

vznik rakoviny

Obr. 7. Zjednodusené schéma mozné metabolizace xenobiotik [79].

Reaktivni metabolity jsou ¢asto chinoidni struktury, které jsou podeziivany z moZznosti
nukleofilniho ataku thiolovych skupin malych molekul, jako je cystein nebo GSH. Pokud jsou
tyto reaktivni latky vytvoreny v koncentraci vyssi, neZ je koncentrace thioll (cysteinu, GSH)
v jatrech, mohou reagovat s riznymi proteiny v jatrech. To poté vede k nespravné funkci
téchto proteinl, coz mize byt divod pro toxicitu takovych reaktivnich latek [79].
K identifikaci téchto reaktivnich metabolith mlZeme pouZit nepiimé analyzy, kdy
elektrochemicky generované produkty nechdme reagovat s trapovacim Ccinidlem, napf.
glutathionem. Spojenim EC-HPLC-MS mizeme nékteré reaktivni metabolity analyzovat
piimo [80].

Studiem simulace metabolismu spojenim elektrochemie s hmotnostni spektrometrii se
zabyva predevsim Karst. Ve svych pracich se zabyva identifikaci produktt elektrochemické
oxidace a porovna je s vysledky z in vitro a in vivo experimentii [91-93]. Napiiklad zjistil, ze
produkty elektrochemické oxidace boskalidu, které byly podobné produktim nalezenym v in
vivo experimentu. Boskalid se hydroxyloval a dale se vazal s glutathionem. V této praci

zapojil dvé elektrochemické cely za sebou, vprvni cele byl simulovdan oxidativni
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metabolismus a v druhé byly oxidacni produkty redukovény. Timto zapojenim je mozné
ziskat informace o regioselektivité oxidace[93].

Z vysledkt jeho prace je ziejmé, ze elektrochemie dokédze simulovat ur¢ité enzymové
reakce v organismech. Zejména hydroxylace substituovanych aromatickych jader, dealkylace

amint, oxidace heteroatomi, dehydrogenace [80].

4.3.1. Oxidace latek obsahujici dusikovy atom

Van Leeuwen a spol. provedli analyzu oxida¢nich produkti clozapinu spojenim
elektrochemické cely s hmotnostni spektrometrii. Svou praci potvrdili moznost napodobeni
metabolismu clozapinu spojenim metod EC/MS. Clozapin je v zavislosti na potencidlu
oxidovan na n¢kolik produkti. Autoifi ve své praci detekovali hydroxylované a
demethylované derivaty clozapinu [94].

Elektrochemicky byla napodobend N-dealkylace metoprololu jako sekundéarniho
aminu [95], camoquinu [96] a také lidokainu [95]. U lidokainu byl také potvrzen vznik N-
oxidu [97].

Jurva a spol. ve své praci popisuji moznou elektrochemickou oxidaci alifatickych
aminii (obr. 8), konkrétn¢ dealkylaci [98]. V elektrochemickém experimentu je elektron

odevzdan elektrodé a vodik je pienesen do latky, ktera v zakladnim elektrolytu ptsobi jako

baze.
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Obr. 8. Mechanismus elektrochemické dealkylace [98]

Nicméné by bylo nespravné si myslet, ze spojeni elektrochemie s hmotnostni
spektrometrii je ideédlni nastroj k predikci metabolismu xenobiotik. Standardni in vitro nebo in

vivo techniky nemohou byt nahrazeny cisté¢ instrumentdlni technikou, kterd vSak muze
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fungovat jako velmi dobra doplitkova metoda a mize uSetfit spoustu ¢asu pfi vyvoji novych

1éCiv.

5. Experimentalni ¢ast

5.1.Chemikalie

Standardy zopiklonu (ZOP) (98%, Farmak, Olomouc, CR) a zopiklon N-oxidu (European
Pharmacopoeia Reference Standard, Sigma-Aldrich) byly pouzity k piipravé zasobnich
roztokii (¢ = 1x10™ mol/l) rozputénim navaZeného mnoZstvi v acetonitrilu (HPLC &istota,
Sigma-Aldrich, CR). Britton-Robinsonovy pufry (BR) byly piipraveny z kyseliny trihydrogen
fosfore¢né, kyseliny octové a kyseliny borité (vSechny o koncentraci 0,04 mol/l, p.a.,
Lachema Brno). Pufry byly upraveny na pozadované pH hydroxidem sodnym (0,2 mol/l, p.a.,
Lach-Ner, Neratovice). Octanovy pufr (0,1 mol/l) byl pfipraven titraci octanu amonného
(>98%, p.a., Lach-Ner, Neratovice) kyselinou octovou (99%, p.a., Lach-Ner, Neratovice)

nebo amoniakem (25% vodny roztok, p.a., Lach-Ner, Neratovice).

5.2. Pristrojové vybaveni

Voltametrickd métfeni byla provadéna na pfistroji Autolab PGSTATI128N (Metrohm,
Nizozemsko) se softwarem NOVA 1.10. Ttielektrodovy systém zahrnoval pracovni elektrodu
ze skelného uhliku (GCE, primér 3,0 mm, Bioanalytical Systems, USA), nebo rotacni
diskovou elektrodou (RDE, primér 2,0 mm, Metrohm, Nizozemsko), nasycenou kalomelovou
referentni elektrodu (SCE) a platinovou dratkovou pomocnou elektrodu.

Aparatura pro elektrolyzu za konstantniho potencidlu se skladala z
potenciostatu/galvanostatu  100mA (L-Chem, Horka nad Moravou) s tfielektrodovym
systétmem elektrod: velkoploS$na sitkova pracovni elektroda, platinova pomocna elektroda
umisténd v oddéleném katodovém prostoru a referentni SCE umisténa v oddéleném prostoru.

Ptiprava tlumivych roztokll a ové€fovani pH bylo provadéno na pH-metru inoLab 720

s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Némecko).
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Pro on-line spojeni elektrochemické cely s hmotnostnim spektrometrem byla pouzita
linearni pumpa NE-1002X (New Era Pump Systems, Farmingdale, NY, USA), pratokova cela
ESA Conditioning cell 5021A (ESA,Chelmsford, MA, USA) a potenciostat ADLC 1
(Laboratorni pfistroje, Praha).

Pro analyzu oxidacnich produktid byl pouzit hmotnostni spektrometr Agilent 1100
Series LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)s ionizaci elektrosprejem a

analyzatorem iontovou pasti.

5.3. Pracovni postupy

5.3.1. Voltametrické experimenty

Pied kazdym meétenim byl povrch GCE vylestén suspenzi nanocasticové aluminy na
navlh¢ené mikrovldknové textilii (Buehler, USA). Poté byl povrch oplachnut destilovanou
vodou a elektroda byla umisténa do ultrazvukové lazné k odstranéni zbytkli suspenze. Po
30 s byla elektroda oplachnuta destilovanou vodou a pfipravena k méteni.

Pracovni roztoky pro voltametrickd métfeni byly pfipraveny smichanim zékladniho
elektrolytu (ZE) tvofeného BR pufrem, a acetonitrilem se zasobnim roztokem zopiklonu tak
aby pracovni roztok obsahoval 50% acetonitrilu. VSechna meéfeni se provadéla ve
voltametrické nddobce pro méteni malych objemt (max. 2 ml) s fritou z Vycoru.

Byla pouzita cyklickd (CV), linearni (LSV) a diferen¢né pulzni (DPV) voltametrie ke
studiu elektrochemického chovani zopiklonu pii riznych hodnotach rychlosti skenu a
v pufrech o riznych hodnotich pH. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny u pfisluSnych
voltamogramt. Diferen¢né pulzni oltamogramy byly registrovany pfi modulaéni amplitudé 25
mV, Sifce pulzu 500 mV a rychlosti skenu 20 mV. LSV byla provadéna pfi rychlosti skenu 20
mV/s a 400 mV/s. Hydrodynamické voltamogramy byly zaznamenany pomoci RDE pfti
rotacnich rychlostech 52 rad/s az 314 rad/s. Hydrodynamické voltamogramy byly

vyhodnoceny pomoci softwaru el-ChemViewer [99].
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5.3.2. Elektrolyza za konstantniho potencidlu

Elektrolyza byla provedena v prostiedi pufru octanu amonného o koncentraci 50
mmol/l o hodnotach pH 3,5; 6,8 a 9,5. Pracovni roztok obsahoval 50 % acetonitrilu,
koncentrace zopiklonu byla 5 x 10 mol/l. Potencialy oxidace ZOP byly voleny z cyklickych
voltamogramti, pro pH 3,5 byl potencial 1400 mV, pro pH 6,8 byl potencial 1200 mV a pro
pH 9,5 byl potencial 1200 mV. Vzorky byly elektrolyzovany v michaném roztoku v celkovém
objemu 1,5 ml po dobu 30 minut. Vzorky byly analyzovany pomoci hmotnostniho

spektrometru za podminek uvedenych nize v odstavci 4.3.3.

5.3.3. On-line spojeni EC/MS

K analyze oxidaénich produktii ZOP v on-line spojeni byl pouzit 5 x 10™* mol/l ZOP v
roztoku 50 % acetonitrilu a 50 mmol/l octanového pufru. Z namétfenych spekter, ktera byla
snimana pfi ur¢itém potencidlu, byly vytvofeny ,,hmotnostni voltamogramy*. Potencial byl
ménén v rozsahu 0 — 800 mV proti Pd/H; nejprve po 100 mV, v oblasti oxidace ZOP poté po
50 mV. Pro kazdy potencial bylo hmotnostni spektrum zaznamenavano po dobu 1 minuty.
Rychlost pritoku vzorku byla 4 pl/min. Hodnoty pH pufru byly stejné jako v piipadé off-line
elektrolyzy.

Pracovalo se v pozitivnim modu a parametry iontového zdroje elektrospreje byly:
napéti vstupni kapilary do analyzatoru -2400 V, teplota iontového zdroje 150°C, tlak
zmlzovaciho plynu (N;) 10 psi, jeho pritok byl 3 1/min. Jako kolizni plyn bylo pouZito

hélium.

6. Vysledky a diskuze

6.1. Elektrochemické chovani zopiklonu

Cycklicky voltamogram (obr. 9) ukazuje zaznam ZOP v prostfedi BR pufru pH 4,8 a
7,5 v acetonitrilu (1:1, v/v). V anodickém sméru polarizace je vidét jeden oxidacni pik
s potencidlem 1025mV (pH 4,8) a 1150 mV (pH 7,5). V katodickém sméru polarizace neni

vidét zadny redukéni pik. Z tohoto zdznamu muzeme soudit, Ze oxidace ZOP je ireversibilni

35



d¢j. Pfi experimentech se dvéma opakovanymi cykly v jednom méfeni dochazelo ke snizeni

wrwe

elektrody.
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Obr. 9. Cyklicky voltamogram ZOP, ¢ = 5 x 10 mol/Il, CH;CN/BR puft (a) 4.8, (b) 7,5 (1:1, v/v), rychlost skenu
50 mV/s, (---) zékladni elektrolyt, (—) prvni cyklus, (---) druhy cyklus.

Diferen¢né¢ pulzni voltamogram ZOP je na obrazku 10. Je zde také vidét jeden

oxidac¢ni pik kolem potencidlu 1050mV.

1/nA
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Obr. 10. Diferenéné pulzni voltamogram ZOP, ¢ = 5 x 10™*mol/l, CH;CN/BR pufr 4,8 (1:1, v/v), rychlost skenu
20 mV/s,vyska pulzu 25 mV, $itka pulzu 500 ms, (---) zakladni elektrolyt, (—) zopiklon.
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6.2. Zavislost na pH

Metodou CV na statické a metodou LSV na rotacni diskové elektrodébyl sledovan vliv
pH pufru pracovniho roztoku na proudovou odezvu oxidace zopiklonu. Na obrazku 11 jsou
LSV voltamogramy pro rtizné hodnoty pH BR pufru. Grafy zavislosti limitniho proudu a
pulvlnového potencidlu na pH jsou na obrazku 12. Anodicky signal zopiklonu je patrny
v rozmezi pH 2,8 — 9,5. Ve velmi kyselém prostiedi ( pH 1,9; 2,2 a 2,5) nebyl pozorovany
zadny signal. Limitni proud méfeny pomoci RDE se zvySoval s rostouci hodnotou pH az k pH
okolo hodnoty 6 a poté zistal témét konstantni. Oxidace ve alkalickém prostfedi pH > 9,5
nebyla testovana z diivody rychlého rozkladu zopiklonu [5]. V kyselém prostiedi je oxidace
zopiklonu zavisla na pH. Palvlnovy potencial klesa do nizSich hodnot s rostoucim pH se
smérnici -59 mV/pH, tato hodnota indikuje, ze pfi oxidaci se vyménuje stejny pocet protontl a
elektronii. V rozmezi pH 6 — 9,5 je posun pllvinového potencidlu zanedbatelny. Prisecik
regresnich ptfimek dvou linearnich useki je v pH 5,9 a odpovida zdanlivé disociacni konstanté

ZOP. Hodnota disocia¢ni konstanty uvadéna v literatuie je 6,79 [100].

50 -
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| ——2.89
——3.53
40] ——4.36
——5.38
{ ——s.81
——9.44
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Obr. 11. LSV zaznamy ZOP (¢ = 5 x 10 mol/I) na RDE pfi riizném pH pufru, 50% ACN, rychlost skenu 400
mV/s, 175 rad/s.
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Obr. 12. Zavislost plvlnového potencialu (m) a limitniho proudu (o)zopiklonu(c = 5 x 10™* mol/l)na hodnoté pH

pufru, 50% ACN, rychlost skenu 400 mV/s, rotacni rychlost 157 rad/s.

6.3. Zavislost na rychlosti skenu

Vliv rychlosti skenu na anodickou odezvu ZOP byl sledovan v prostiedi BR pufru pH 4,8
v 50 % CH3CNmetodou LSV se statickou GCE v rozmezi 10 — 900 mV/s. S rostouci rychlosti
polarizace se zvySuje proudova odezva piku.Zavislost log I, na log v (obr. 13) ma dva linearni
useky. Prvni usek v rozmezi rychlosti skenu 10 — 200 mV/s ma smérnici 0,71 a druhy usek
v rozmezi rychlosti skenu 300 — 900 mV/s ma smérnici vyssi, konkrétné 0,89. Z téchto hodnot
muzeme usoudit, ze elektrochemické oxidace zopiklonu je ovlivnéna adsorpénimi déji
(teoretickd hodnota pro Cisté difuzni dé€j je 0,5, teoretickd hodnota pro Cisté¢ adsorpcni d¢j
je 1). Podobné chovani je vidét i ze zavislosti velikosti proudu piku na rychlosti skenu. Tato
zavislost je pro adsorpci fizeny dé& linearni (obr. 14). Zavislost potencidlu piku E, na
logaritmu rychlosti skenu je na obr. 15. Potencial piku se,se zménou logaritmu rychlosti skenu
zvySuje od rychlosti skenu 300 mV/s, pti nizsich rychlostech skenu zlstavéa potencial témét
neménny. Smérnice zavislosti £, — log vjev rozsahu 300 — 900 mV/s ma velikost 41 mV/log v.
Tato skutecnost indikuje vliv dalSich procesii, kromé difuze, v rozhodujicim kroku oxidace pii

vysSich rychlostech skenu.
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Obr. 13. Zavislost logaritmu proudu piku ZOP na logaritmu rychlosti skenu. Koncentrace ZOP 5 x 10™ mol/l,

BR pufr 4,8, 50 % CH;CN.
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Obr. 14. Zavislost velikosti proudu piku na odmocnin& rychlosti skenu. Koncentrace ZOP 5 x 10~ mol/l, BR

pufr 4,8, 50 % CH;CN.
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Obr. 15. Zavislost potencialu piku na logaritmu rychlosti skenu. Koncentrace ZOP 5 x 10~ mol/l, BR pufr 4,8,
50 % CH;CN.

Rotaéni diskovou elektrodou byly zméfeny hydrodynamické voltamogramy metodou
LSV pfi riznych rychlostech rotace elektrody v prostfedi s BR pufry pH 4,8; 7,1 a 9,4 (obr.
16). V neutralnim a alkalickém prostfedi se proud s odmocninou rychlosti rotace zvySoval, pfi
velkych rychlostech rotace elektrody limitni hodnota proudu dosahla limity, proud pifestava
byt zavisly na tloust’ce difuzni vrstvy. Tento prubeh zavislosti je typicky pro mechanismus
ovlivnény difuzi a kinetikou pfenosu elektronu. V kyselém prostfedi je vSak limitni proud
témer nezdvisly na rychlosti rotace elektrody. Toto chovéni je obvykle pozorovano u déju,
které jsou fizeny kinetikou pfenosu naboje nebo kinetikou chemické reakce predchazejici
elektrodovou reakeci.

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze elektrochemicka oxidace ZOP je pomérné slozity
proces ovliviiovany kromé diftze i adsorpci latky na elektrodovy povrch. V kyselém prostiedi
se projevuje také silny vliv rychlosti chemické reakce, kterd pifedchdzi ptenosu elektronu.
Vzhledem narGstu limitniho proudu srostoucim pH az k hodnoté zdanlivé disociacni
konstanty lze piedpokladat, Ze touto reakci je deprotonizace ionizované formy ZOP.
V neutrédlnich a alkalickych roztocich se pak vedle diftize a adsorpce uplatiiuje také kinetika

pfenosu elektronu.
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Obr. 16. Zavislost velikosti piku na odmocning rotaéni rychlosti elektrody, 10 mV/s, 50% CH;CN, (=) pH 4.8;
(e)pH7.1; (A)pH 9.4

6.4. Vliv adsorpce

Adsorpce ZOP byla potvrzena experimentem, kdy byla ¢ista GCE ponofena do
zasobniho roztoku ZOP na dobu 300 s, poté byla vyjmuta, oplachnuta destilovanou vodou,
vlozena do roztoku zakladniho elektrolytu a poté byl potfizen zaznam cyklickou voltametrii.
Na zdznamu (obr. 17) byl vidét néartst proudu oproti zakladnimu elektrolytu, ktery odpovida

oxidaci ZOP naadsorbovanému na povrch elektrody.
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Obr. 17. CV voltamogram (—) zaznam po ponofeni elektrody, (---) zakladni elektrolyt, pH 4,.8, 50%CH;CN,
rychlost skenu 50 mV/s.
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6.5. Zavislost na koncentraci ZOP

Zavislost proudové odezvy na koncentraci ZOP byla méfena pomoci LSV v prostiedi
BR pufru pH 4,8 v 50 % CH3CN s rychlosti skenu 50 mV/sv rozmezi koncentrace 5 x 107
mol/l az 8 x 10™ mol/l. Na obrazku 18 jsou kalibraéni kfivky pro zopiklon. Jsou vidét dva
linearni Gseky s rozdilnymi smérnicemi. Prvni usek pii nizsich koncentracich do 5 x 107
mol/l ma smérnici 29108 pA/mol/l a druhy tsek v rozmezi koncentraci od 5 x 10™ mol/I do
8 x 10™* mol/I se smé&rnici 21760 pA/mol/l. Nizsi hodnota smérnice pfi vyssich koncentracich,

znaci vyraznéjsi vliv adsorpce na elektrochemickou reakci.
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Obr. 18. Kalibraéni zavislostizopiklonu pro rozsahy koncentraci: 5 x 10°-5 x 107(a) a5 x 10™ - 8 x 10*(b), BR
pH 4,8, 50% CH;CN, 50 mVs™'.

Z kalibra¢ni kiivky pro mensi koncentrace (do 5 x 10 mol/l) byla dale stanovena mez

detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). LOD byl pocitan jako 3 x (s/m) a LOQ jako

cvwr

Syypodtend z péti méfeni a m smérnice kalibratni kfivky. LOD byl stanoven na 2,47 x 107
mol/l a LOQ na 8,24 x 10 mol/l.
6.6. MS analyza zopiclonu a jeho oxida¢nich produkti

Pro detailngj$i charakterizaci oxidac¢nich produkti zopiklonu byla provedena
elektrolyza za konstantniho potencidlu na velkoplo$né platinové elektrod€ a nasledna analyza

elektrolyzatu pomoci hmotnostni spektrometrie.
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Hmotnostni spektrum standardu zopiklonu je na obrazku 19. Ve spektru je vidét pik
pti m/z 389, ktery odpovida protonizované molekule ZOP [M + H]", dale fragmentové ionty

(obr. 18 b) pti m/z 345, 263 a 245. Navrzena fragmentace ZOP je na obrazku 20.
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Obr. 19. Hmotnostni spektrum ZOP (a), fragmentacni spektrum izolovaného iontu m/z 389 (b), koncentrace

zopiklonu ¢ = 5 x 10 mol/l, smés voda acetonitril 1:1 (v/v) .

Obr. 20. Navrzena fragmentace ZOP.

Vznik fragmentl s m/z 263 a m/z 245 je naznacen na obr. 20. lon s m/z 345 odpovida
ztraté44 z ptivodniho iontu ZOP. Tato ztrata je zptisobena odstépenim CO, z esterové skupiny
[101].

Elektrolyza ZOP s naslednou analyzou elektrolyzovanych roztoki hmotnostnim
spektrometrem byla provedena ve snaze identifikovat latky vznikajici anodickou oxidaci.
Oxidace byla provedena v off-line uspofadéani, kdy vzorky byly oxidovany za konstantniho
potencialu na sitkové platinové elektrodé ve voltametrické nadobce a poté byly injektovany

do hmotnostniho spektrometru. V on-line usporadani byly vzorky vedeny pies pratokovou
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elektrochemickou celu, kde doslo k oxidaci a produkty byly pfimo zavadény do vstupu
hmotnostniho spektrometru. Z hmotnostnich spekter zméfenych v on-line uspofadani pfi
ruznych potencialech pracovni elektrody v pratokové cely byly sestrojeny hmotnostni

voltamogramy.

Off-line elektrolyza

Na obrazku 21jsou hmotnostni spektra elektrolyzovanych roztokit ZOP v prostredi
50% CH3CN v octanovém pufru o rizném pH. Koncentrace ZOP pted elektrolyzou byla
5% 10 mol/l. V hmotnostnim spektru jsou &tyfi hlavni signaly navrhovanych oxidaénich
produkti s m/z 375, m/z 403, m/z 405 a m/z 419.

Prvni oxidac¢ni produkt (P1, m/z 375) odpovidd N-demethylovanému zopiklonu (rozdil
14 Da od hodnoty m/z ZOP). V MS/MS spektru (obr. 22) je vidét ztrata CO (m/z 347) a CO;,
(m/z 331). Dalsi signaly pti m/z 263 a m/z 245, které jsou zfetelné i ve spektru ZOP znaci, ze
pyridinovy a pyrolo-pyrazinovy kruh zistal nezménén a ze k oxidativni demethylaci doslo na

piperazinovém kruhu.
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Obr. 21. Hmotnostni spektra elektrolyzati vzorku ZOP v octanovém pufru o hodnotach pH: a) pH = 3,5; b) pH =
6,8; 50%CH;CN, koncentrace ZOP pied elektrolyzou c =5 x 10™ mol/l.
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Obr. 22. Fragmentaéni spektrum izolovaného iont m/z 375 a navrzena struktura odpovidajiciho oxidacnimu

produktu P1.

Druhy produkt (P2) ma hodnotu m/z 405, tedy o 16 Da vétsi v porovnani s hodnotou
m/zZOP, coz odpovidd pfijeti jednoho atomu kysliku pii oxidaci zopiklonu. Pfitomnost
fragmentu sm/z 263 a m/z 245 v MS/MS spektru (obr. 23) znaci, Zze k oxidaci doSlo na
piperazinovém kruhu. Z literatury [11] je zndma tvorba N-oxidu pfi oxidativnim metabolismu
ZOP. Elektrochemickd tvorba N-oxida u 1é€iv obsahujicich terciarni dusikovy atom byla také
popsana [102]. Proto se lze domnivat, Ze produkt P2 muze vznikat oxidaci jednoho
z dusikovych atomil na piperazinovém kruhu za vzniku N-oxidu. Nicméné nelze vyloucit,
ze oxidaci podléha N-methylova skupina (za vzniku hydroxymethylové skupiny), ptipadné
néktery z uhlikl piperazinového kruhu za soucasného otevieni kruhu. Z hmotnostniho spektra

bohuzel nelze blize urcit ptesnou pozici kysliku na methylpiperazinovém skeletu.
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Obr. 23. Fragmentacni spektrum izolovaného iontu m/z 405.

Pseudomolekularni ion tietiho produktu (P3) ma hodnotu m/z 403, coz pravdépodobné
odpovida pfijeti jednoho atomu kysliku a ztrat¢ dvou vodikit z molekuly ZOP. Ptitomnost
fragment s m/z 263 a m/z 245 v koliznim spektru (obr. 24), stejné jako v ptfipadé¢ dvou
predeslych produktl, indikuje, Ze produkt P3 wvznikd oxidaci na piperazinovém kruhu.
Fragment s m/z 359 odpovida ztraté CO, typické pro ZOP a jeho derivaty. Minoritni fragment
s m/z 330 odpovida ztrat¢ formyl radikalu, coz by nasvédCovalo pfitomnosti aldehydoveé

skupiny navazané pravdépodobné na jeden z atomt dusiku piperazinového kruhu.
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Obr. 24. Fragmentacni spektrum izolovaného iontu m/z 403
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Ctvrty produkt (P4, m/z 419) by mohl byt vysvétlen adici dvou atomi kysliku a ztratou
dvou atomll vodiku. MS/MS spektrum (obr. 25) ukazuje intenzivni signal odpovidajici ztraté
CO; (dominantni fragment s m/z 375). Jak uz bylo zminéno dtive, fragmenty s m/z 263 a m/z
245 znaci, ze k oxidaci dochazi na piperazinovém kruhu. Zavedeni dvou atomu kysliku do
molekuly zopiklonu maze probihat nékolika zplsoby, které vedou k riznym produktiim.
Jedna =z teoretickych moznosti zahrnuje tvorbu N-karboxylové kyseliny. Fragmentace
sloucenin s karboxylovou skupinou se projevuje typickou ztratou CO, (A m/z 44 Da). Protoze
v koliznim spektru je zietelnd pouze ztrata CO, z esterové skupiny (fragment m/z 375),
typicka pro ZOP a jeho derivaty, a dalsi ztrata CO, z tohoto fragmentu pozorovana nebyla, je
moznost vzniku N-karboxylové kyseliny velmi malo pravdépodobnd. Dal§i moznosti je
vznikN-oxidu a soucasné tvorba aldehydové skupiny bud’ na methylové skuping
piperazinového kruhu, nebo na uhlikovém skeletu piperazinového kruhu za jeho soucasného
otevieni. Fragment s m/z 345 odpovida ztraté formaldehydu z fragmentu m/z 375. To znadi, ze
aldehydova skupina byla navazdna na jednom z dusikovych atomu piperazinového kruhu.
Fragment s m/z 329 muze byt vysvétlen ztratou kyslikového atomu z fragmentu s m/z 345.
Z analyzy kolizniho spektra tedy vyplyva, ze oxida¢ni produkt P4 pravdépodobné obsahuje
jednu aldehydovou skupinu a jeden atom kysliku navazané na atom dusiku piperazinového

kruhu.
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Obr. 25. Fragmentacni spektrum izolovaného iontu m/z 419.
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On-line elektrolyza

Na obrazku 26 jsou vybrané c¢asti hmotnostnich voltamogramii vzorkti oxidovanych
v prosttedi pH 3,5 a 6,8pofizené v on-line zapojeni elektrochemické cely a hmotnostniho
spektrometru.Pro vétsi prehlednost jsou zdznamy uvedeny v rozmezi hodnot m/z 300 — 450.
Rozdil v oxida¢nich potencidlech pouzitych pfi elektrolyze za konstantniho potencidlu v off-
line experimentu a pifi on-line méfeni je zpisoben pouzitim raznych referentnich elektrod
v obou uspotadanich. Pti off-line elektrolyze byla pouzita SCE jako referentni elektroda, pti
on-line experimentech byla pouzita Pd/H, referentni elektroda. Elektrodovy potencial O

V proti Pd/H, odpovida 234 mV proti SCE pti pH 7.
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Obr. 26. Hmotnostni voltamogramy ZOP, octanovy pufr o pH: a) 3,5 (b) 6,8 a (c) 9,5 50 %
CH;CN, koncentrace ZOP =5 x 10™* mol/l.

Oxidace zopiklonu zacala probihat okolo potencidlu 500 mV proti Pd/H,. V prostiedi
octanového pufru pH 9,5 zacala oxidace pfi niz§im potencidlu. Na rozdil od kyselého a

neutrdlniho prostiedi, v alkalickém prostiedi nebyly pozorovany v hmotnostnich spektrech
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signaly zadnych oxidacnich produktii, ackoli doslo k rapidnimu snizeni signalu zopiklonu
(obr. 26¢). Oxidacni procesy v kyselém a neutralnim prostiedi poskytly stejné hlavni produkty
jako v off-line experimentech. Ke zvyseni intenzity signalu produktu P1 doslo pifi nizSim
potencialu nez u produktti P2 — P4 (obr. 27). Intenzita signalu rychle dosahla maxima okolo
potencidlu 600 mV a poté rychle klesla. Ke tvorbé ostatnich produkti doSlo pifi vySSim
potencidlu a zmény v intenzitach signalt nebyly tak velké jako v pfipadé produktu P1. Z této
skutecnosti mizeme usoudit na rozdilnou chemickou povahu produktu P1 a odlisny proces
jeho tvorby oproti produktim P2 — P4. Tento fakt je zietelny diky tomu, Ze produkt P1 je
vytvoren ztratou methylové skupiny (do molekuly zopiklonu neni vnesen zadny substituent),
zatimco ostatni produkty vznikaji adici jednoho nebo dvou atomu kysliku. Nékteré oxidacni
produkty identifikované pii elektrochemické oxidaci jsou podobné jako produkty z in vitro

metabolické pfemény zopiklonu (N-demethylovany zopiklon a zopiklon N-oxid) [11].
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Obr. 27. Intenzity signalti oxidacnich produktt pii riznych potencidlech pfi on-line EC/MS zapojeni, 50%
CH;CN, octanovy pufr a) pH 3,5; b) pH 6,8; koncentrace zopiklonu ¢ =5 x 10™ mol/l.

7. Zavér

Cilem této prace bylo prostudovat elektrochemické chovéani zopiklonu a analyzovat
jeho oxidacni produkty.

Zopiklon podléha ireversibilni anodické oxidaci v Sirokém rozmezi pH. Proudova
odezva se zvysuje s rostouci hodnotou pH z kyselého do neutrdlniho prosttedi a v alkalickém
prostiedi zhstava témét konstantni. V rozmezi pH 2,8 — 5,9 se posouva potencial piku do
nizsich hodnot se smérnici -59 mV/pH. Z této smérnice vyplyva, Ze se reakce UCastni stejny
pocet protont i elektronii. Zdéanliva disociacni konstanta pK ma v prostfedi 50% acetonitrilu
hodnotu 5,9.

Ze zavislosti proudu piku na rychlosti skenu je vidét znacny vliv adsorpce na
elektrochemickou oxidaci zopiklonu. Tento vliv se projevil 1 v experimentu s ponofenim ¢isté
elektrody do zésobniho roztoku zopiklonu a naslednou oxidaci ZOP naadsorbovaného na
povrchu elektrody v Cistém roztoku elektrolytu. Posun potencialu piku s rostouci rychlosti
skenu odhalil zménu v mechanismu elektrochemické reakce pti vysSich rychlostech skenu.

Analyzou vzorki z off-line 1 on-line elektrolyzy byly identifikovany ¢tyfi hlavni oxidaéni
produkty. Produkt P1 byl identifikovan jako N-demethyl zopiklon. Tento produkt by nalezen

v prostfedi octanu amonného pH 3,5 a 6,8. Dalsi tfi oxidacni produkty byly vytvoieny
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zavedenim jednoho (produkty P2 a P3) nebo dvou (produkt P4) atomii kysliku do molekuly
zopiklonu. Vysledky této prace potvrzuji podobnost mezi elektrochemickou oxidaci

zopiklonu a jeho metabolizaci cytochromem P450.
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