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ABSTRAKT

Tato habilitaéni prace se zabyva oxida¢né-redukénimi mechanismy bioaktivnich latek pfii
riznych experimentalnich podminkéch. Jelikoz pfenos elektronu je zasadni v mnohych
biologickych dé&ich, porozuméni vztahu mezi chemickou strukturou bioaktivni latky a
elektrochemickymi vlastnostmi miize poskytnout informaci o antioxidacnich a farmaceutickych
ucincich. Procesy spojené s pfenosem elektronu jsou svyhodou studovany pomoci
elektrochemickych a spektroelektrochemickych metod. Kapitola 2 objasiiuje vyznam
elektrochemickych metod, diilezité historické aspekty, popisuje volbu elektrochemickych technik
vedoucich k objasnéni oxida¢né-redukénich mechanism organickych sloucenin. Je ukdzan vliv
sprazenych chemickych reakci na tvar namétenych signali a na kritéria urCeni reakcnich
schémat. Kapitola se také zabyva vyznamem a vyuzitim in situ UV-Vis a IC
spektroelektrochemie pro urceni vznikajicich meziproduktii za zvolenych podminek sloZeni
roztoku a volby potencidlu. Kapitola 3 ukazuje aplikaci popsanych metod pfi feSeni reakcnich
mechanismt vyznamnych bioaktivnich latek. Pfedkladand habilitacni prace zahrnuje soubor 18
studii publikovanych v letech 2011-2022, opatfenych shrnujicim komentafem. Zavér shrnuje
vyznam a rozvoj elektrochemickych metod, pfispévek autorky k rozvoji problematiky a

zhodnocuje perspektivu pouZiti spektroelektrochemickych metod v budoucnosti.



ABSTRACT

This Habilitation Thesis deals with oxidation-reduction mechanisms of bioactive compounds in
different experimental conditions. Since electron transfer reactions occur in biological processes,
understanding the relationship between the chemical structure of a bioactive compound and its
electrochemical properties may provide fundamental information on its antioxidant and
pharmaceutical efficiency. The processes involving an electron transfer are preferentially studied
by means of electrochemical and spectroelectrochemical methods. Chapter 2 is devoted to the
significance of electrochemical methods, recalls important historical aspects, covers a selection
of electrochemical techniques leading to the determination of redox mechanisms of organic
compounds. Moreover, the effect of coupled chemical reactions on the shape of registered
electrochemical responses and on the criteria of reaction schemes is presented. The Chapter
further stresses the importance and application of in situ UV-Vis and IR spectroelectrochemistry
in the determination of intermediates formed at the selected conditions in terms of solution
composition and potential. Chapter 3 presents applications to complex systems of the methods
previously described and is based on the research on the determination of reaction mechanisms of
important bioactive compounds.

This Habilitation Thesis includes 18 scientific studies published in the period from 2011 to 2022
accompanied with the summarizing comment. Final conclusions are provided, stressing the
personal contribution to the field, including some general comments and perspectives on the

future development in spectroelectrochemical methods.
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1. UVOD

ResSerSe dosavadni literatury ukézala, Zze biologicky aktivni latky, naptiklad léciva,
navykové latky a kontaminanty, které mohou byt pfijaty organismem, a nemaji zadnou
fyziologickou funkci, podléhaji biochemické preméné. Metabolické premény téchto latek, at’ uz
jsou pfirodniho nebo syntetického charakteru, vedou ke vzniku tzv. metabolitl. Tyto procesy
zahrnuji pfenos elektronu a dochdzi k oxidaci nebo redukci biologicky aktivnich latek. Cely d¢j
zahrnuje tvorbu radikalt, kratce zijicich meziprodukti a fadu chemickych reakei. Nicméné jejich
vlastni redox vlastnosti nebyly obvykle pln¢ studovany. Znalost elektrochemickych vlastnosti
téchto latek a urceni jejich oxida¢niho a redukéniho mechanismu muize vyznamné pfispét
k vysvétleni mechanismu jejich t¢inku a k identifikaci vznikajicich metabolitd, které maji ¢asto
jinou chemickou strukturu nez latky ptivodni, a tedy odliSnou bioaktivitu.

Vyznamem elektrochemie, volbou elektrochemickych technik a objasnénim redoxnich
mechanismt organickych sloucenin za efektivniho vyuZziti naméfeného cyklovoltametrického
signalu pii feSeni komplikovaného redoxniho mechanismu se zabyva prvni ¢ast predkladané
habilitaéni prace. Dalsi ¢ast se vénuje vyuziti a vyznamu in situ UV-Vis a IC
spektroelektrochemie pii hledani elektroaktivnich mist v molekule, vznikajicich meziprodukti a
reak¢énich produktii. Habilitacni prace je zalozena na vybéru plvodnich praci autorky
publikovanych v mezindrodnich Casopisech, jedné kapitoly v knize (Ptilohy P1-P18) a dalSich

¢lancich autorky citovanych v piehledu literatury.
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2. REDOXNI MECHANISMUS ORGANICKYCH LATEK

Elektrochemické techniky maji vyznamné wuplatnéni pii objasnéni vztahu mezi
chemickou strukturou organické latky a jeji elektrochemickou aktivitou. Redoxni vlastnosti latek
vypovidaji naptiklad o jejich schopnosti pisobit jako antioxidanty, tj. minimalizovat oxidativni
stres a tvorbu nebezpecnych volnych radikali. Tuto aktivitu je mozné posoudit z oxidacnich
potencialii zjiSténych za fyziologickych podminek pti pH 7.4 [1,2]. Ukazalo se, Ze zjist€né
potencialy pro vybrané polyfenoly koreluji s jejich schopnosti pisobit jako antioxidanty, uc¢inné
antioxidanty jako quercetin a thamnetin se oxiduji v roztoku o pH 7,4 pii stejném potencidlu £, =
0,2 V oproti argentchloridové elektrodé, zatimco méné ucinny luteolin vykazuje oxidacni vinu
pti Ep = 0,3 V za stejnych podminek (Ptilohy P3, P4, P7).

Pii studiu mechanismu oxidace a redukce se vyuzivaji nasledujici elektrochemické
metody: cyklickd voltametrie, polarografie, coulometrie [3]. Ze tvaru a vlastnosti ziskaného
cyklovoltametrického nebo polarografického signalu (I — E kiivka) pii volbé vhodnych
parametri metody a vhodného slozeni roztoku lze posoudit reverzibilitu elektrodového déje,
odlisit kinetické proudy a tedy urcit vliv spfazenych chemickych reakci na elektrodovy dé&j (typ
reakéniho schématu (viz kap. 2.1.)) [4,5]. Coulometrie, technika na zdkladé Faradayovych
zakond, slouzi k ur€eni poctu elektronti, které se ti€astni redoxnich déjii. Tento udaj je nezbytny
pro odvozeni mechanismu oxidace ¢i redukce. Coulometrii, resp. vyCerpavajici oxidativni nebo
reduktivni elektrolyzu, Ize také vyuzit pro ndslednou analyzu konecnych reakénich produkt
pomoci dal§ich fyzikdlnich a analytickych technik jako jsou spektrofotometrie, nuklearni
magnetickd rezonance (NMR) a hmotnostni spektroskopie (MS), chromatografické metody
HPLC-DAD, HPLC-MS/MS, GC-MS.

Neocenitelny vyznam cyklické voltametrie nebo polarografie pro uréeni redoxniho
mechanismu, ktery zahrnuje ptrenos elektronu a ¢asové zavislé chemické déje, je popsan v kap.
2.1. Ukazalo se, ze elektrochemické techniky v in situ spojeni se spektroskopii dokézou vyuzit
vyhody obou pfistupt. Spektroskopické metody monitoruji vlastnosti latek v roztoku piimo u
povrchu elektrody a registrovand spektra poskytuji spektralni charakterizaci elektrochemicky
generovanych meziproduktt, a tedy pfinaseji informaci o priibéhu ¢asové zavislych chemickych
déji za kontrolovanych podminek (zvoleného vlozeného potencialu). Nejcastéji pouzivané
spektralni metody pii spektroelektrochemii (SEC) jsou absorpcni spektroskopie v ultrafialové
(UV), viditelné (Vis) a infradervené (IC) oblasti zateni [6- 11], také Ramanova spektroskopie a

elektronovd paramagnetickd rezonance (EPR) [12,13]. Nicméné jsou znamé také
12



spektroelektrochemické techniky vyuZzivajici nukledrni magnetickou rezonanci a luminiscenci
v oblasti UV-Vis [9,14 -19]. O principech in situ UV-Vis a IC spektroelektrochemie a vyznamu

pti uréeni chemicke reverzibility a elektroaktivniho mista molekuly pojednava kap. 2.2.
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2.1. Reakéni schémata

Vzhledem ktomu, Ze pii oxidaci nebo redukci vétSiny organickych latek dochéazi
k pfeméné jejich funkcnich skupin, sledujeme déje, které zahrnuji pienos elektronu a rtzné
chemické reakce v zdvislosti na prostfedi. Piiklady moznych redukénich a oxidacnich

mechanismt organické latky RX zobrazuje obr. 1.

Stabilni

radikal anion gy
\ Red

RX? < — »X+R 5 g B o gy

& : \Rx
i RX  RXEl' R,

(RX ) s

(RX),% RXE] ——> RXEI,

Stabilnf -
radikal kation ~°

ey ROH

Obr. 1. A) Mozné redukéni mechanismy pro organickou latku RX. B) Mozné oxidac¢ni

mechanismy pro organickou latku RX (upraveno podle [20]).

Elektrochemie dokaze s vyhodou rozliSit mezi riznymi typy reak¢nich schémat, které¢ zahrnuji
heterogenni ptenos elektronu (E) a spfazené homogenni chemické reakce (C). Na skute¢nost, ze

chemické reakce ovliviiuji tvar a polohu méfeného signalu / — E kiivky upozornili jiz v
14



padesatych letech minulého stoleti Brdicka a Wiesner [4]. Podle vzdjemného potadi prenosu
elektronu a chemické reakce 1ze rozlisit nasledujici reakéni schémata:
a) CE — chemicka reakce je piedirazena pienosu elektronu (elektrochemicky aktivni
forma vznika chemickou reakci z elektrochemicky inaktivni formy rovnice (1))
Y=0
O+ ne=R (1)
b) EC — chemicka reakce nasleduje po pienosu elektronu (produkt vznikajici ptenosem
elektronu podléha chemické reakci rovnice (2))
O+ nee=R
R=X ()
c) ECE — chemicka reakce je vfazena mezi dva prenosy elektronu (produkt vznikajici po
EC déji je elektrochemicky aktivni, rovnice (3))
O, +ne=Ry

(+2Z)
Rj = O,

0, + nye =R, (3)

Dalsimi typy reakénich schémat se spfazenymi chemickymi reakcemi jsou mechanismy,
které vychazeji z EC mechanismu, napiiklad katalytickd obnova ptvodni latky naslednou
chemickou reakci nebo tzv. Ctvercové schéma, které spojuje dva EC mechanismy [5,33].
ukazuje vztah viceelektronové redukce nebo oxidace a protoniza¢nich reakci. Toto schéma
poprvé publikoval Jacq [21] pro reduk¢ni déje, miize se vyskytovat ve tvaru plotu, zebtiku apod.
Predkladand prace ukazuje podobné schéma pro oxidaci riznych disociovanych forem luteolinu

(kap. 3.1, Ptiloha P4).

Teorie vlivu spfazenych chemickych reakci na tvar polarogramu, jeho vysku a polohu na
potencidlové ose a urceni rychlostnich konstant sprazenych chemickych reakci pomoci hodnot
pulvinného potencialu Eix je v literatufe podrobné rozpracovana pro polarografickou metodu
v dilech Heyrovského, Kouteckého, Koryty, Matsudy a dalSich [4, 22 -28]. Tyto zakonitosti je
mozné vyuzit také pro oxidacni elektrodové déje, kdy je oxida¢ni vlna méfena na pevnych
elektrodach pomoci cyklické voltametrie a je provedena semi-integrace ziskaného signalu [29-
32]. Cyklicka voltametrie je excelentni metodou Siroce vyuzivanou pro odvozeni reak¢niho
schématu [3,5,33-36]. Vlastnosti namétenych cyklickych voltamogrami, které jsou dualezité pro

urceni typu redoxniho mechanismu v literatufe zahrnuji: zavislost vysky voltametrického piku
15



(po odecteni zakladni linie, nabijeciho proudu) I, na rychlosti polarizace (skenu) v vcetné
vyhodnoceni priibéhu zavislosti I, / \v, zavislost potencialu piku Ep na rychlosti skenu, vlastnosti
poméru vysek anodického a katodického voltametrického piku 1p,* / I,° v zavislosti na rychlosti
skenu [5]. Z hodnot (posunu) potencialli piku nebo pilvinovych potenciali je mozné urcit pocet
ucastnicich se liganda v ptipad¢ rozli¢nych redox reakci komplext, jak popsal Koryta [24] a je
mozné urcit konstantu stability chelatu [37]. Kritéria pro charakterizaci mechanismu redukce
nebo oxidace a urceni rychlostnich konstant spfazenych homogennich reakci pomoci cyklické
voltametrie jsou vystizné¢ popsana v pracich J.-M. Savéanta [36]. Tato kritéria jsou platnd pro
dgje, které jsou fizeny difuzi latky k povrchu elektrody, nelze je uplatnit pro elektrodové déje
spojené s adsorpci latek na elektrodé. Teorii pouziti polarografie a cyklické voltametrie pii
soucasné adsorpci reaktanti rozpracoval Laviron [38,39], nicméné pro urCeni reak¢éniho
schématu je nejlépe zvolit takové reakéni podminky, kdy k adsorpci latky na povrch elektrody
nedochazi. Ur€eni spravného redoxniho mechanismu je vysledkem kombinaci vySe uvedenych
vlastnosti elektrochemického chovani za vhodn€ zvolenych reakénich podminek a

diagnostickych kritérii pro jednotliva reakéni schémata [5,36].

VétSina oxida¢nich mechanismt diskutovanych v této praci byla v souladu s reakénim
schématem ECE, kdy produkt po prvnim pienosu elektronu (E) podléhal chemické reakci
disociaci H" (C) za vzniku produktu, ktery se snaze oxiduje nez ptivodni molekula. Navic zde
v n¢kterych ptipadech dochazelo k nasledné nukleofilni adici vody a konecné reakéni schéma
bylo ECEC. Uvedené chovani vykazovaly rizné substituované flavonoly ve vodném prostiedi,
naptiklad quercetin (Ptilohy P3, P11), rhamnazin (Pfiloha P5), fisetin (Pfiloha P6), rhamnetin
(Ptiloha P7), flavonolignan 2,3-dehydrosilybin (Ptiloha P10), 5,7,3°,4’-tetrahydroxyflavon
luteolin (Pfiloha P4), 3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavanon taxifolin (Pfiloha P8), hydroxylované
slouceniny chinolinu (Ptiloha P12), 2-methyl-5-[(E)-fenyldiazenyl]-chinolin-8-ol (Ptiloha P13),
4,7-di(pyrrolidin-1-yl)-1,10-fenanthrolinu (Pfiloha P15) a 4,7-di(fenothiazin)-1,10-fenanthrolinu
(Ptiloha P17). Reak¢ni schéma ECE nebo mechanismus ECE — DISP (disproporcionace) lze
urcit z vysledkli dEp/dlog v = 29,6 mV a JEp/dlog ¢ = 29,6 mV ziskanych z tvaru cyklickych
voltamogramu [36].

Potencial oxidace, ale také mechanimus oxidace studovanych flavonoll zévisi na pH
roztoku, a tedy na pfitomnosti disociovanych forem latky pfi ur¢itém pH. Napiiklad flavonoly
quercetin, fisetin a rhamnetin podl€haji jednoelektronové oxidaci disociované formy dianionu

v alkalickém prostiedi (kap. 3.1.1, Ptilohy P3, P6 a P7). Na piikladu flavonolu quercetinu je
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vidét také vyznamny vliv typu rozpoustédla na reakéni schéma oxidace (Ptfiloha P1). Bylo
zjiSténo, ze quercetin poskytuje v prostfedi acetonitrilu oxida¢ni vilnu, kterd ma vysku piku
odpovidajici dvouelektronovému d¢&ji, nicméné vykazuje charakteristické vlastnosti viny
jednoelektronové. Logaritmickd analyza semiintegrovanych proudt poskytla vysledek 68 mV na
dekéadu ukazujici na E:C d& (smérnice udavana typicky pro jednoelektronovy reverzibilni d¢j Er
je 58 mV na dekadu [29]). Tento jev je zvlastnim pifipadem pro dva nezavislé jednoelektronové
oxida¢ni déje (zde zaroven sprazené s pfenosem protonu), poskytujici viny jejichz potencial se
lisi o 35,6 mV [40]. Tento mechanismus zjistény v prostiedi acetonitrilu byl vyznamnym
pfinosem pro objasnéni mechanismu oxidace quercetinu (Pfiloha P1). Vznikajici chinoidni
derivat podléhd dalsi reakci popsané v kap. 2.3 a shrnuté¢ v kap. 3.1.1. Objasnéni slozitého
reak¢éniho schématu dokldda vyznam in situ UV-Vis spektroelektrochemie pfi feSeni redoxniho
mechanismu latek.

Redukéni mechanismus substituovanych derivati 1,10-fenanthrolinu, které jsou uvedeny
v této préci, patii mezi ECE reakéni schémata, kdy ze vznikajiciho radikédl anionu po prvnim
elektronovém pienosu dochdzi béhem spfazené chemické reakce k odstépeni funkéni skupiny
vazané na aromatickém kruhu (kap. 3.3.1, Piilohy P14, P15, P17). Redukce derivati
hydroxychinolinu obsahujici azo skupinu zahrnovala ucast vodikovych kationti pii redukei,
reakéni schéma ECE zahrnuje tvorbu radikal anionu v prvnim elektrochemickém kroku (E),
piijeti H™ (C) a redukci vzniklého radikalu na anion (E). Tento dé&j je dokonéen pfijetim H™ z
roztoku (C) a vede k vyslednému reakénimu schématu ECEC, kdy za urcitych podminek je
druhy chemicky krok rychlost fidicim déjem celého redukcniho procesu (Ptiloha P13).

Z vySe uvedeného je patrné, Ze piitomnost iontt H' hraje dileZitou Glohu pfi feSeni
mechanismu oxidace a redukce. V mnohych ptipadech nelze jednoduchym zplisobem aplikovat
zndmé principy a diagnosticka kritéria zminéné vyse v textu. Tvar a poloha ziskaného signalu na
potencidlové ose vyznamné zavisi na slozeni roztoku a vhodnym cilenym vybérem podminek Ize
zjistit, zda vyska viny 7, odpovida difuzi fizenym podminkdm. Naméfeny signal mize byt pod
vlivem chemické reakce, ktera je rychlost fidicim déjem, a namétené proudy jsou tzv. proudy
kinetické diky nedostatku H" kationti, proton donoru (pro redukei, Piiloha P13) nebo nedostatku
proton akceptoru (pro oxidace, Piiloha P12). Tyto jevy mohou mit vyznamnou ulohu
v bioaktivité latek, jelikoz heterocyklické slouceniny dusiku se v organismu vyskytuji v podobé
purinovych a pyrimidinovych bazi a tyto mohou slouzit jako proton akceptory pfi probihajicich

reakcich.
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2.2. Komplexy s cyklodextriny

V ptipad¢ bioaktivnich latek, naptiklad 1éCiv, hraje vyznamnou ulohu jejich dostupnost
v organismu, kterd je Casto dana snizenou rozpustnosti téchto latek ve vodném prostiedi.
Biodostupnost je dulezitou farmakokinetickou vlastnosti 1é¢iv [41,42], rychlost a rozsah
dostupnosti je ovlivhéna mimo jiné¢ fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latky ovlivilujici
rozpustnost. Rozpustnost mize byt ovlivnéna vhodnou volbou funkénich skupin jiz pfi syntéze
téchto latek nebo piipravou jejich komplext s vhodnymi hostiteli jako jsou cyklodextriny,
kalixareny, gely. Stabilita komplexti (vliv na rozpad lékové formy), ale také bioaktivita
komplexu samotného hraje vyznamnou tlohu. Cyklodextriny jsou Siroce pouzivanymi pienasSeci
ucinnych latek diky své hydrofobni kavit¢ [42-46, Piiloha P11]. Nicméné tyto latky mohou
velmi ucinné meénit elektrochemické chovani latek, které jsou komplexovany v kavité. Toto muze
nastat, pokud je elektrochemicky aktivni misto molekuly chranéno uvnitt kavity cyklodextrinu a
dochazi tedy k oxidaci nebo redukci jinym mechanismem [47,48]. V piipadé latky, kterd je
elektrochemicky aktivni pouze v kyselém prostedi, mize dojit k jeji redukci také v neutralnim a
alkalickém prostiedi, je-li protonizace zajiSténa molekulou cyklodextrinu. Tato okolnost
nasvédCuje tomu, ze kavita cyklodextrinu je schopna protonizovat latku v kavit€¢ pomoci
vodikovych vazeb a vytvoreny komplex s cyklodextrinem podléhd redukci [49]. Ptiloha P11
ukazuje na dilezity vysledek ve vztahu k aktivit¢ komplexu, kdy bylo zjisténo, ze inkluzni
komplex flavonoidu quercetinu a 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu (2HP-B-CD) se oxiduje
stejnym mechanismem jako volny quercetin. Navic, nestabilni produkt oxidace byl v kavité
stabilizovan (Pfilohy P11 a P16). Zjistény mechanismus oxidace pro jednotlivé disociované
formy prokazuje, ze elektroaktivni skupiny quercetinu jsou pfistupné v kavité nebo mimo kavitu
hostitele. Potencial prvni oxida¢ni viny komplexu byl naméfen pfi stejnych potencialech jako pro
volny quercetin v roztocich do pH 8,8 (komplex se nad pH 8,8 rozkladal). V porovnani s volnym
quercetinem byly vysky pikti v cyklickych voltamogramech umérné nizsi diky vétsi hodnoté
difizniho koeficientu. Vyse popsany mechanismus je piikladem déje, kdy se oxiduje cely
komplex a nedochazi k jeho rozpadu pted pfenosem elektronu.

Jak je uvedeno v piiloze P16, ktera se vénuje podrobné elektrochemii [éCiv
komplexovanych v cyklodextrinu, pii oxidaci komplexu miiZze nastat dalsi situace, kdy dochazi
k ptenosu elektronu az po disociaci komplexu. V tomto piipadé se uplatituje CE mechanismus a
je mozné urCit konstantu stability komplexu podle rovnice (1) uvedené v piiloze P16 a
referencich uvniti citovanych. Komplex je oxidovan pfi vys$§Sim potencidlu nez volna molekula.

Opacnym piipadem je d¢j, kdy dochdzi ke komplexaci produktu elektronového prenosu v kavité
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cyklodextrinu, a hodnota ptlvinného potencidlu redukce latky v pfitomnosti cyklodextrinu byla
naméfena nizsi nez pro latku samotnou [30]. Pii praci s cyklodextriny je potieba mit na paméti,
ze tyto latky vykazuji adsorpcéni vlastnosti a v cyklickém voltamogramu je potieba rozlisit
piipadné adsorp¢ni piedviny nebo zaviny [4]. Je znamo, Ze adsorp¢ni zavlna se objevuje u latek,
které se za danych podminek na elektrodé adsorbuji, naopak adsorpcni pfedvina se objevuje pii
adsorpci oxidované formy [3,4].

V ptipad¢ komplexti s cyklodextrinem byly adsorp¢ni piedviny a zaviny autorkou této
habilitacni prace a spoluautory identifikovany ve voltamogramech v publikaci Hefméankova E. a
kol. [50 (prace nebyla zatazena do vybéru publikaci pro tuto habilitaéni praci)] v roztocich

obsahujicich rizny podil ethanolu.

2.3. UV-Vis a IC spektroelektrochemie

Metoda in situ UV-Vis a IC spektroelektrochemie vyznamné ptispiva k uréeni redoxniho
mechanismu studovanych latek. Zakladem této techniky je zdznam absorpcniho spektra pfii
potencidlu, kdy neni latka elektrochemicky aktivni a poté sledovani absorpéniho spektra
v priubéhu aplikace potencialu bud’ A) v rezimu chronoamperometrie za sou¢asného zaznamu / —
t kiivky nebo B) v rezimu proménného vkladaného potencidlu, typicky cyklické voltametrie.
Princip méfeni je znadzornén na Obr. 2. V pfipadé¢ kombinace méfeni absorpcnich spekter
s technikou chronoamperometrie, prvni absorpcni spektrum je méfeno pied potencidlovym
skokem (Cernd kiivka, Obr. 2C). Vzhledem ktomu, Ze konstrukce tenkovrstvé
spektroelektrochemické cely [51], kterd byla pouzita v publikacich zminénych v této praci,
vykazuje vysoky pomér (nabity povrch) / (objem roztoku) a umoziuje méteni roztoku v diftizni
vrstvé elektrody, dochazi v reZimu A pii aplikaci potencidlu k rychlé elektrolyze latky v celém
elektrodovém prostoru. Timto prostorem o tlousce 0,19 mm (v ptipad¢ uzivané cely) prochézi
paprsek spektrometru. Méfeni spektroelektrochemie ma urcitd omezeni v zavislosti na pouzité
cele, na materidlu pracovni elektrody, vyzaduje know-how a zrucnost operatora, naptiklad
v nastaveni rychlosti polarizace nebo ¢i§téni pracovni elektrody apod. Casto vyuZivané pracovni
elektrody jsou transparentni elektrody tvofené oxidy india a cinu (ITO) nebo polopropustné

kovové miizky [].
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Obr. 2. Schematické znazornéni principu méfeni in situ IC spektroelektrochemie v rezimu
A) chronoamperometrie, B) cyklické voltametrie. Panel C ukazuje absorpcni spektra méfena (A)
v ¢ase nebo (B) pfi potencidlu oznacenymi na panelech A a B barevnymi Sipkami. Panel C je
prevzat a upraven z Piilohy P10. Sipky v panelu C ukazuji rtist absorbance novych absorpénich

past a pokles absorbance past ptivodni latky.

Nespornou vyhodou in situ UV-Vis spektroelektrochemie je odhaleni pfitomnosti
neznamych meziproduktti redoxnich procesti. Pfikladem je oxidace flavonolu quercetinu, kdy
v pribéhu oxidace pii potencidlu prvni oxidacni viny doSlo k nékolika po sobé nésledujicim
déjim. Zmeény absorpénich kiivek ukazuje obr. 3 (upraveny a prevzaty z Ptilohy P1). Na obr. 3A
je vidét prvotni tvorba radikdlového anionu (nariist absorbance pii 515 nm). Z dalSich zmén
absorpc¢nich spekter je patrné, ze dochazi ke vzniku meziproduktu (modra kiivka na obr. 3B) a
nasledné produktu (zelena kiivka na obr. 3C). VSechny tyto ¢asové zavislé procesy je mozné
rozli§it spravnym nastavenim experimentu, vhodnou volbou rozpoustédla, optimalni volbou
rychlosti zmény polarizace v ptipadé cyklovoltametrického rezimu atd. Podrobnéji se oxidaci
quercetinu vénuje kap. 3.1.

Pii méfeni UV-Vis spektroelektrochemie je dileZité sladit experimentalni podminky

pozadované obéma technikama, spektrofotometrii a elektrochemii. Pro spektrofotometrii je
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dilezité sledovat absorpéni kiivku v rozmezi absorbanci 0 az 1. Toto vyzaduje sladéni kratké
drahy svételného paprsku danou konstrukci spektroelektrochemické cely s koncentraci roztoku
meétené latky. Pro elektrochemickd méfeni je nutné zajistit Cisty a aktivni povrch elektrody a

piimétenou proudovou odezvu umoznujici rozliseni jednotlivych redoxnich krokii.
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Obr. 3. In situ spektroelektrochemie 1,3 mM quercetinu v acetonitrilu/ 0,1 M TBAPFe.

Absorpéni spektra zaznamenana v prubchu oxidace quercetinu pii potencialech prvni oxidacni

vlny. Pracovni elektroda: platinova miizka 5x5 mm.

Dalsi pouziti in situ UV-Vis a IC spektroelektrochemie vyplyva z moznosti aplikace
redukéniho (resp. oxidaéniho) potencidlu v rezimu chronoamperometrie a naslednym skokem na
potencial oxidace (resp. redukce) vzniklého produktu. Timto postupem je mozné proverit
reverzibilitu redoxniho déje. V ptfipad¢ elektrochemicky ¢i chemicky reverzibilnich déji je
mozné po provedeni obou potencidlovych skokl ziskat absorpcni spektrum plvodni latky se
stejnou intenzitou. Piikladem je reverzibilni redukce 1,8-dipyridyliumnafthalenu v nevodném

prostfedi acetonitrilu, kdy dochazi ke tvorbé kovalentni vazby mezi dvéma pyridiniovymi
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jednotkami v molekule. Tato intramolekularni vazba je charakterizovana novymi absorpcnimi
pasy pii 1673 a 1597 cm™! (Obr. 4). Pii aplikaci potencialu oxidace tento absorpéni pas vymizel a
bylo registrovano paivodni IC spektrum latky [53]. Tento jev chemické reverzibility byl potvrzen
také pomoci UV-Vis spektroelektrochemie [53].
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Obr. 4. In situ IC spektroelektrochemie 2,8 mM 4,4'-(naphthalene-1,8-diyl)-bis(1-methylpyridin-
1-ium)(PFs)2 v acetonitrilu/ 0,1 M TBAPFs. Absorp¢ni spektrum latky je zndzornéno Cervenou
ktivkou, modra kiivka znazorfiuje absorp¢ni spektrum ziskané po aplikaci redukéniho potencidlu
—1.2 V proti Ag/AgCl referentni elektrodé. Obrazek méfeny autorkou je upraven podle publikace
[53] nezahrnut¢ do vybéru komentovanych praci. Vpravo: chemicka reakce vzniku

intramolekularni vazby po redukei latky.

Méteni IC spektroelektrochemie vyzaduje nejen spravnou volbu rozpoustédla a
zéakladniho elektrolytu, ale také vhodné zvolena opticka okénka spektroelektrochemické cely. Pro
méfeni v oblasti infraerveného zafeni mohou byt pouzity rizné materidly, nejcasteji
pouzivanym je KBr nebo CaFa. Posledné jmenovany materidl optického okénka dovoluje
z4znam absorpénich spekter v rozmezi od UV oblasti az k 1000 cm™'. Pfi pouziti deuteriovanych
rozpoustédel je mozné omezit oblasti silné absorpce rozpoustédla (oblast C—H past ad.). Pfi
volbé vhodného rozpoustédla je tfeba zohlednit aspekty spektroskopické (nizké absorbce ve
sledované spektralni oblasti) i elektrochemické (vodivost, rozpustnost zdkladniho elektrolytu).
Nejcastéji pouzivana rozpoustédla jsou dichlormethan, tetrahydrofuran a acetonitril [52].
Dilezitym aspektem pro méfeni IC spektroelektrochemie byva pozadavek pomérné vysoké
koncentrace métené latky v roztoku (napt. 20 mM), ktera je dostatecnd pro ziskéni dostatecného
poméru signal/Sum pii méfeni absorpEnich past nékterych vibraci. Tyto koncentrace prevysuji
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bézn¢ pouzivané koncentrace pii klasickych elektrochemickych méfenich metodou cyklické
voltametrie (typicky < 1 mM). Pfi pouziti vysokych koncentraci dochézi ovSem k problémim s
pasivaci elektrody. Metoda IC spektroelektrochemie v kombinaci s vypoétem infraderveného
spektra moznych produkti vyznamné pfispéla k odhaleni oxida¢niho mechanismu nové
navykové latky 3-fluorofenmetrazinu a k ndvrhu mechanismu transformace této latky pattici

mezi nové psychoaktivni latky [54].
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3. ELEKTROCHEMIE A SPEKTROELEKTROCHEMIE
BIOAKTIVNICH LATEK

3.1. Mechanismus oxidace bioflavonoidu

Bioflavonoidy jsou rozsahlou skupinou fenolickych latek, které se fadi mezi sekundarni
metabolity produkované riznymi druhy rostlin. Mezi bioflavonoidy se fadi vice nez 4000 druhti
latek: flavony, flavonoly, chalkony, flavanony, isoflavonoidy, anthokyanidiny a dalsi [55-57].
jejich piijem je spojovan s ochranou proti riiznym nemocem zahrnujici virové infekce,
onemocnéni srdce a cév [58-62]. Patii mezi dalezité rostlinné pigmenty vyskytujici se v Caji,
plodech malin, rybizu, grapefruitl, oliv, rajcat, ¢erného jetabu, ostropestiece marianského, vina,
v listech rostlin napf. ve Spenatu, kapusté, kruince barviiské, feSetldku pocistivém nebo
koriandru setém a to bud’ ve formé volné nebo jako glykosidy [Ptilohy P1-P10 a reference
tamtéz]. Diky své barevnosti se tyto latky jiz od pocatku 16. stoleti pouzivaly také pro barveni
textilii, tapisérii a dalSich uméleckych dé€l [63]. Mnohé oxida¢ni produkty bioflavonoidii mohou
vykazovat vyssi antioxida¢ni a cytoprotektivni u€inky nez pivodni latky [64].

Oxida¢ni mechanismus flavonoida byl v poslednich 20 letech rozsahle studovéan a bylo
publikovano velké mnozstvi ¢lankl s riiznymi kontroverznimi zavéry. Tyto prace se lisily jak
v uvadéném poctu elektront, které se ucastni oxidace nejznaméjsiho flavonoidu quercetinu, tak
v navrhovanych nicméné neprokazanych produktech oxidace [reference v Ptilohach P1 a P3].
Vyznamnym piinosem autorky k tématu bylo urceni oxida¢niho mechanismu quercetinu a urceni
poctu Ucastnicich se elektront za zvolenych podminek (pH roztoku). Oba ¢lanky (Ptilohy P1 a
P3) ziskaly velky ohlas zfejmy zjejich citovanosti. Diky snadné oxidaci flavonold za
laboratornich pfirozenych podminek se také liSily udaje o jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech, naptiklad hodnoty pKai quercetinu se v literatute li$i v rozmezi od 5,7 do 9,0.
Ptiloha P2 vysvétluje oxidacni mechanismus quercetinu a luteolinu a ptinasi hodnoty pKai a pKaz
urcené v inertni atmosféte argonu a za pouziti predem odvzdusnénych roztokt pufri. Z vysledka
je patrné, ze flavonoidy v roztocich pripravenych béznym zptisobem za laboratornich podminek
jsou nestabilni a pfipravé roztokti flavonoidl pro fyzikalné-chemicka nebo analytickd meéteni
musi byt vénovéana patficnd pozornost. Produkty oxidace flavonolll byly nalezeny za pomoci

UV-Vis spektroelektrochemie a analytickych technik.

24



Schéma 1. Chemicka struktura flavonoli quercetinu 1, fisetinu 2, rhamnazinu 3 a rhamnetinu 4,
flavonu luteolinu 5, flavanonu taxifolinu 6, flavonolignani silybinu 7 a 2,3-dehydrosilybinu 8.
Pritomnost dvojné vazby mezi atomy C2 a C3 a hydroxylové skupiny vazané na atom C3 je

vyznacena.

Do souboru publikaci této prace byly zarazeny publikace vénujici se oxidaci flavonold, tj.
hydroxylovanych derivati 2-fenyl-1,4-benzopyronu, které obsahuji ve své chemické struktuie
skupinu OH v poloze 3 (Pfilohy P1-P3 a P5-P7). Chemickou strukturu téchto latek ukazuje
Schéma 1. Jejich oxida¢ni mechanismus byl porovnan s latkami, které tuto C3—OH skupinu
nemaji (flavon luteolin 5, Ptilohy P2 a P4) a s latkami, které nemaji ve své chemické struktuie
dvojnou vazbu mezi atomy uhliku C2 a C3 (flavanon taxifolin 6, Ptiloha P8). Bylo zjiSténo, ze

oxida¢ni mechanismus téchto latek se vyznamné vzajemné lisi.
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3.1.1 Mechanismus oxidace flavonolii

Vyzkum uvedenych flavonoida vysvétlil kontroverzni udaje v literatuie tykajici se poctu
elektrontl ucastnicich se pfi oxidaci. Oxidacni mechanismus flavonolli v kyselém a neutradlnim
prostiedi, za podminek danych disociaénimi rovnovéahami, kdy se v roztocich vyskytuji pouze
forma nedisociovand AH2 nebo pfislusny anion AH, zahrnuje pfenos 2¢ /2H" nebo 2e¢ /IH' za
vzniku chinoidniho meziproduktu. Tato dvouelektronova oxidace je nasledovana chemickou
reakci nukleofilni adici vody, dochazi dale k otevieni kruhu C a poté ke vzniku derivatu
benzofuranonu. Tento oxida¢ni mechanismus popisuji ptilohy P1, P3, PS5, P6, P7 a P11 a byl
prokézan pro vSechny studované flavonoly obsahujici dvojnou vazbu mezi atomy C2 a C3 a
soucasné C3—OH skupinu (latky 1-4, Schéma 1). Déle bylo zjisténo, Ze v alkalickych roztocich,
kdy je disociovéna dalsi hydroxylova skupina, je pfitomny dianion A>" oxidovéan reverzibilng
jednim elektronem za vzniku piislusného radikdlu A" a dochazi k tvorbé nestabilniho dimeru.
K tomuto oxida¢nimu déji dochazi v ptipadé quercetinu 1, fisetinu 2 a rhamnetinu 4 (Pfilohy P3,
P6 a P7), nikoliv v pfipad¢ rhamnazinu 3 (Ptiloha P5). Na pfitomnost chinoidniho meziproduktu
pii oxidaci ukdzala UV-Vis spektroelektrochemie v prostiedi acetonitrilu (Pfiloha P1). V tomto
prostiedi bylo také zjisténo, ze oxidace probihd ve dvou po sobé jdoucich jednoelektronovych
krocich, které¢ maji blizké redoxni potencialy (rozdil 35,6 mV) a vysledna vlna ma sice vysku
dvouelektronové viny, ale vlastnosti viny jednoelektronové dané logaritmickou analyzou se
smérnici 59 mV na dekadu.

UV-Vis spektroelektrochemie pfispéla také k objasnéni oxidacniho déje, ke kterému
dochazi pfi potencidlu druhé oxidacni viny. Bylo prokazéno, Ze dochazi k poklesu absorpce
absorp¢niho pasu pii 288 nm oxidacniho produktu derivatu benzofuranonu (Ptiloha P1). Jak
ukazuje ptiloha P2, k oxidaci quercetinu dochazi také chemickou reakci s kyslikem za vzniku
stejného oxida¢niho produktu. Tento oxida¢ni produkt neni staly a dochézi k jeho rozkladu na
dal$i hydroxyslouceniny. Derivat benzofuranonu byl nalezen jako hlavni oxida¢ni produkt také
pti vzdusné oxidaci roztokt flavonolt fisetinu 2, rhamnazinu 3 a rhamnetinu 4 (Pfilohy PS5, P6 a
P7). Jako minoritni produkty byly identifikovany také tzv. oteviené struktury se ¢tyfmi moznymi
koncovymi funkénimi skupinami bud’ aldehydickou —CHO nebo (oxo)aldehydickou skupinou —
(CO)CHO a karboxylovou —COOH nebo (oxo)karboxylovou kyselinou -(CO)COOH. Tyto
oxida¢ni produkty shrnuje prace Sokolova et al [65] a byly publikovany dalSimi autory [66]. Jak
ukazuje piiloha PS5, byl vedle hlavniho oxida¢niho produktu benzofuranonu nalezen minoritni
oxidaéni  produkt s otevienou chemickou = strukturou 2-hydroxy-6-(4-hydroxy-3-

methoxybenzoyloxy)-4-methoxyfenyl-2-oxooctova kyselina jako produkt vzdu$né oxidace
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rthamnazinu 3. V roztocich fisetinu 2 byl identifikovan kromé benzofuranonu také 2-[(3,4-
dihydroxybenzoyl)oxy]-4-hydroxybenzaldehyd a piislusné kyselina ([65], Ptiloha P6). V piipadé
rhamnetinu doslo v pfitomnosti kysliku ke vzniku minoritniho produktu s podobnou otevienou
strukturou  2-[(3,4-dihydroxybenzoyl)oxy]-6-hydroxy-4-methoxyfenyl-2-oxooctové  kyseliny
(Ptiloha P7). Oxidace latek, které nesplituji podminku ptitomnosti hydroxylové skupiny v poloze

C3 nebo nemaji dvojnou vazbu mezi atomy uhliku C2 a C3, probihd jinym zptisobem.

3.1.2 Mechanismus oxidace flavonu luteolinu a flavanonu taxifolinu

Mechanismus oxidace luteolinu 5 (Schéma 1) se liSi vyrazné¢ od oxidace flavonola
uvedenych vyse diky absenci C3—OH skupiny. Dvouelektronovou oxidaci dochazi ke vzniku
chinonu na aromatickém kruhu B (Ptiloha P4). Reak¢ni schéma pfipomind "schema carré", které
publikoval Jacq pro redukci organickych sloucenin [21]. Vztah elektronového pienosu a
disociac¢nich reakei pro oxidaci ukazuje schéma 2. Cyklické voltamogramy naméfené v ptiloze
P4 jsou charakterizovany jako kinetické proudy diky vlivu protolytickych reakci. Také pro
luteolin byly nalezeny dal$i minoritni produkty uvedené v ptiloze P4 vcéetné latek s otevienou

chemickou strukturou [65].

-H -H
AH, =—>= AH =<=—>= A~*
+H +H
n ) e_ Tl ) e_ Tl ) e-
-H -H
AH," =—> AH =—"> A
+H" +H
Tl ) e- Tl ) e- Tl ) e_
_ H+ _ H+
AH22+ b —d AH* - A
+H" +H"

Schéma 2. Ctvercové schéma souvislosti mezi viceelektronovou oxidaci slou¢eniny AHz a jeji

disociaci na anion AH™ a dianion A%,

Dalsi latkou patfici mezi bioflavonoidy je taxifolin 6 (Schéma 1). Jeho chemicka
struktura je podobnd quercetinu, nicméné jde chemicky o flavanon, ktery neméa dvojnou vazbu

mezi atomy uhliku C2 a C3. Z podrobného elektrochemického vyzkumu pomoci technik
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cyklické¢ voltametrie a coulometrie bylo zjiSt€éno, Ze prvni oxidac¢ni vlna taxifolinu je
dvouelektronovy ECE proces (Ptfiloha P8). Kurceni oxidacniho mechanismu této latky
vyznamné piispéla in situ 1C spektroelektrochemie. Bylo zji§téno, Ze intenzita ani vlnoget
absorp¢niho pésu piislusejici vibraci oxo skupiny na uhliku C4 se béhem oxidace latky neméni.
To by ukazovalo na fakt, Ze aromatické kruhy C a A nejsou pii oxidaci dotceny. Zaroven byly
zaznamenany nové absorpéni pasy vibraci o-chinonu pfi 1671 a 1695 cm™'. Méfeni bylo
provadéno v deuteriovaném acetonitrilu CD3CN. I situ IC spektroelektrochemie také ukazala, Ze
dochazi ke snizeni typickych absorp¢nich past vody, ktera se ve stopovém mnozstvi v roztoku
nachazela. Tato informace vedla k nalezeni 2’-hydroxytaxifolinu jako produktu oxidace, kdy po
dvouelektronovému pifenosu dochdzi k nasledné chemické reakci svodou (vysledny

mechanismus je tedy ECEC).

3.1.3 Mechanismus oxidace flavonolignanii

Oxidaci bioflavonoidu silybinu 7 a 2,3-dehydrosilybinu 8 se zabyvaji piilohy P9 a P10.
Tyto latky patii mezi flavonolignany a nachézeji se v plodech ostropestice marianského (Silybum
marianum), z néhoz byvaji extrahovany ve smési nazvané silymarin. Tento rostlinny extrakt je
zndm pro své antioxidacni a hepatoprotektivni Gcinky [67,68]. Tyto latky ve své chemické
struktuie obsahuji chemickou strukturu flavanonu (v pfipad¢ silybinu 7) nebo chemickou
strukturu flavonolu (pro 2,3-dehydrosilybin 8) a lignanu fenylpropanoidu (Schéma 1). Cyklicka
voltametrie silybinu v prostiedi acetonitrilu poskytovala dvé jednoelektronové viny do potencidlu
1,9 V oproti argentchloridové elektrodé. Pocet elektronti odpovidal naboji spotfebovanému pii
coulometrii. Smérnice ziskand z logaritmické analyzy semiintegrovanych proudt prvni oxida¢ni
viny také ukazovala na jednoelektronovy kvazireverzibilni proces. Tvar cyklického
voltamogramu a nezavislost potencidlu piku na koncentraci, dale posun potencialu piku
srychlosti skenu JEp/dlog v ukazoval na jednoelektronovy EC proces. Pfitomnost radikalu
silybinu byla dokézana pomoci in situ EPR spektroelektrochemie a k objasnéni oxida¢niho
mechanismu vyznamné pfispéla in situ IC spektroelektrochemie. Absorpéni spektrum ziskané
béhem oxidace pii potencidlu prvni oxida¢ni viny ukazuje, ze absorpéni pas C=O vibrace pfi
1643 cm™! zlistal nezménén. Z tohoto vyplyva, ze nedochazi ke zménam chemické struktury na
kruhu C, podobné jako v ptipadé oxidace taxifolinu. Navic, byl zaznamenan rdst nového

absorpéniho pasu hydroxylové skupiny pfi 3446 cm™

za soucasn¢ho poklesu typickych
absorpc¢nich past vody, ktera se ve stopovém mnozstvi v roztoku nachazela. Na zaklad¢ vysledkt

z IC spektroelektrochemie a také MS/MS analyzy byl navrzen oxidaéni mechanismus, kdy po
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jednoelektronové oxidaci dochazi k reakci s vodou a vzniku hydroxylovaného produktu (Ptiloha
P9). Neprokazala se tvorba 2,3-dehydrosilybinu jako mozného produktu oxidace silybinu, jehoz
infraervené absorp¢ni spektrum bylo zméteno za stejnych podminek.

Ptiloha P10 se vénuje oxidaci 2,3-dehydrosilybinu 8, ktera vede ke tvorb¢ piislusného
derivatu benzofuranonu jako v piipadé vySe uvedenych flavonoll. Cyklickd voltametrie 2,3-
dehydrosilybinu poskytuje tii oxidacni vlny. Podrobnym zpracovanim elektrochemickych dat
bylo zjisténo, ze prvni oxidaéni vlna je dvouelektronova, logaritmicka analyza
semiintegrovanych prouda poskytla vysledek smérnice 40 mV/ dekédu. Druhd jednoelektronova
oxida¢ni vlna se smérnici 80 mV/dekadu byla pfipsdna oxidaci produktu vznikajiciho na 1.
oxidacni vIn¢. Standard derivatu benzofuranonu se oxidoval pfi potencidlu druhé oxidacni viny
2,3-dehydrosilybinu a navic absorp¢ni spektrum této latky métené za stejnych podminek in situ
IC spektroelektrochemie pii potencialu prvni oxidaéni vlny bylo stejné. Diagnosticka kritéria pro
reak¢éni schéma ECE-DISP byla splnéna (vysledky oEp/dlog v = 29,6 mV a JEp/dlog ¢ = 29,6
mV). Fakt, Ze po elektronovém ptenosu dochazi k reakci s vodou byl zjistén také diky pridavkim
vody do roztoku, dochazelo k posunu potencidlu k niz§im hodnotam a usnadnéni oxida¢niho déje

(Ptiloha P10).

3.2. Elektrochemie hydroxychinolinovych derivata

3.2.1 Mechanismus oxidace derivatit hydroxychinolinu

Piehled literatury ukézal, ze derivaty hydroxychinolinu vykazuji biologickou aktivitu a
jsou 1 pfi pouziti v netoxickych koncentracich potencidlnimi inhibitory integrasy HIV-1 viru
v bunénych kulturach [69]. Pfiloha P12 se zabyva elektrochemii a spektroelektrochemii Sesti
derivatl 8-hydroxychinolinu obsahujici navazané rizné funkcéni skupiny —CH3, —-COOH, —Cl
v riznych polohach chinolinové struktury. Byl zjistovan vliv pfitomnosti a polohy funkcni
skupiny karboxylové kyseliny, kterd zvySuje biodostupnost hydroxychinolinu, na mechanismus
oxidace. Bylo zjiSténo, Ze oxidacni potencidl téchto latek se vzéjemné piili§ nelisi a koreluje
s energiemi jejich HOMO orbitalt. Ze ziskanych cyklickych voltamogramil je patrné, Zze po
elektronovém prenosu nasleduje chemické reakce, tento fakt je také potvrzen nezavislosti [p/v'?
na rychlosti skenu. Pocet elektronli spocitany z proslého naboje pii coulometrii se pohyboval
vrozmezi 0,5 a 0,7 pro vSechny latky. JiZz tento vysledek ukazoval na moZnost piipadné
autoprotonizacni reakce, jelikoz studované latky obsahuji ve své chemické struktufe heteroatom

dusiku, ktery miZe vazat proton H'. Jak ukazuje obrazek 4 ptilohy P12, cyklicky voltamogram

se vyrazn¢ zménil v pfitomnosti externiho proton donoru, zde pyridinu. Doslo k posunu
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potencialu piku pivodni kinetické viny hydroxychinolinového derivatu k niz§im hodnotam.
Soucasné doslo ke zvySeni vySky piku az do vysky, kterd odpovidd pouze diftizi molekul
k povrchu elektrody. Jinymi slovy, tato vyska odpovidajici koncentraci latky u povrchu elektrody
neni ovliviiovana chemickou reakci, jelikoz oxidace probiha v nadbytku proton akceptoru
pyridinu. Stechiometrie oxida¢niho procesu byla zjiSténa experimentalné. Dvouelektronova
oxidace v pfitomnosti pyridinu byla potvrzena pomoci coulometrie. Ze zavislosti dEp/dlog cpy =
59 mV bylo ur¢eno, ze oxida¢niho déje se ucastni stejny pocet protoni a elektronti [24]. Také byl
vylou¢en mozny mechanismus tzv. vnitiniho pfenosu protonu v molekule PCET (proton coupled
electron transfer), ktery se nemohl uplatnit u studovanych latek z geometrickych divodi, mezi
hydroxylovou skupinou a atomem dusiku nedochézi ke tvorbé vodikové vazby. Vyznamnym
ptinosem in situ IC spektroelektrochemie bylo odhaleni absorpénich past obou vznikajicich
produktt oxidace tj. jak oxidacniho produktu tak protonované ptivodni latky. Bylo potvrzeno, ze
protonovana pivodni litka se oxiduje aZz pii potencidlu druhé oxidaéni viny. Clanek P12
vyCisluje stechiometrii celého déje a ukazuje na to, Ze v nepfitomnosti externiho proton
akceptoru dochdzi k dvouelektronové oxidaci pouze jedné molekuly latky ze tii, ostatni dvé
molekuly ptivodni latky slouzi jako proton akceptor. Je evidentni, Ze v pfitomnosti jinych
dusikatych heterocyklickych sloucenin v organismu se hydroxychinoliny budou oxidovat

snadnéji a tento fakt mtize ovlivnit jejich bioaktivni Gc¢inek.

3.2.1 Oxidace a redukce derivatii hydroxychinolinu obsahujici azo skupinu

Azohydroxychinoliny se pouZivaji jako barviva a vytvareji rizn€ barevné chelaty
s kationty kovi [70,71]. Bylo zjisténo, Ze tyto latky vykazuji také antimikrobialni vlastnosti [72].
Clanek v piiloze P13 fesenim mechanismu oxidace a redukce navazal na piedchozi publikaci,
kterd charakterizovala fyzikdln€ chemické, spektroskopické vlastnosti nové syntetizovanych
azochinolinovych sloucenin, také vztah mezi potencidly oxidace/ redukce a odolnosti proti
blednuti barviv nanesenych na textilnim materidlu [73]. Oxidacni mechanismus téchto latek
zahrnuje ucast dvou elektronti, dvou protonti a naslednou chemickou reakci nukleofilni adici
vody za vzniku hydroxylované molekuly v ortho-poloze od skupiny OH (Pfiloha P13). UV-Vis
spektroelektrochemie ukdzala pfitomnost meziproduktu radikal anionu a vysledné absorpcni
spektrum je podobné absorpénimu spektru katecholu. IC spektroelektrochemie v tomto piipadé
neposkytla piili§ informaci, jelikoz chemickd struktura oxida¢niho produktu se 1i§i pouze
v pritomnosti dal$i hydroxylové skupiny, jejiz vibrace je skryta v Sirokém absorpénim pasu mezi

3450 a 3700 cm!. Pouze zmény absorpéniho spektra naméfené v oblasti 1220-1280 cm!
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(vibrace -C=N—C- chinolinu) a sniZeni absorp&niho pasu pfi vinoétu 3003 cm™! (vibrace C7-H)
jsou jasn¢ patrné, i kdyz pii této technice se méfi malé zmény na pozadi silné absorpce
rozpoustédla. Praveé v poloze na atomu uhliku C7 dochézi k hydroxylaci.

Cyklickd voltametrie latky HOR-N=N-Ph (2-methyl-5-[(E)-fenyldiazenyl]-chinolin-8-
ol) v acetonitrilu poskytla pét redukénich vin v rozmezi potencidl od 0,6 do 1,8 V proti
Ag|AgCl|IM LiCl referentni elektrodé. Ukézalo se, Zze vlna Ilc je adsorp¢ni povahy, zatimco
vSechny ostatni byly difizi fizené a jejich vyska linearn¢ rostla se zvysujici se koncentraci latky.
Podrobnou elektrochemickou studii v pfitomnosti slabého a silného proton donoru (3-chloro-4-
hydroxy-benzonitrilu a dihydratu tetraoxalatu draselného [74]) a slabého a silného proton
akceptoru (pyridinu a tetrabutylammonium hydroxidu) byly ostatni ¢tyti redukéni viny pfifazeny
redukénim déjim rtznych disociacnich forem studované latky (Schéma 3). Bylo zjisténo, ze
ziskané proudy prvni redukéni viny jsou kinetické povahy. Néaboj spotiebovany pii elektrolyze

odpovidal 0,75 elektronu na jednu molekulu latky.

@(\1 @ P

W& - S

N CH, N CH, N CH,
OH H OH o
HOR(NH*)-N=N-Ph HOR-N=N-Ph "OR-N=N-Ph

Schéma 3. Chemicka struktura protonacnich/ disocia¢nich forem latky HOR-N=N-Ph.

Jak ukazuje ptiloha P13, prvni redukéni vina Ic byla pfifazena dvouelektronové redukcei formy
protonované¢ na dusiku chinolinového kruhu a vedla ke vzniku hydrazoslouceniny. Dalsi
reduk¢ni vina ITlc odpovidd dvouelektronové 2e /2H" redukci neutralni molekuly. Pomér jejich
vySek odpovida rovnovaze obou disociacnich forem v roztoku. Redukce pii potencidlech obou
redukénich vin vedla ke vzniku pfislusné hydrazoslou¢eniny HOR-NHNH-Ph. Tato latka
podléha jednoelektronové redukci pii potencidlu viny IVc a jeji anion "OR-NHNH-Ph
poskytuje jednoelektronovou vinu Vec. K vyfeSeni mechanismu redukce vyznamné pfiispélo
méfeni in situ IC spektroelektrochemie. Vibraci N—H tvofici se hydrazoskupiny (3iroky pés pii
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3365 cm ') bylo mozné odlisit od vibrace N-H protonovaného dusiku na chinolinovém kruhu pfi
3211 cm!. Hydrazoskupina se projevila také Sirokymi absorpénimi pasy pii 1602 a 1597 cm ™' a
v oblasti otisku prstu pfi 1270, 1215 a 1197 cm™'. Soucasné absorpé&ni pas azoskupiny pii 1256
cm™' klesal. Méfeni in situ IC spektroelektrochemie potvrdilo také chemickou reverzibilitu

prvniho redukéniho déje pii zpétném skenu.

3.3. Elektrochemie vybranych derivati 1,10-fenanthrolinu

Latky obsahujici strukturu 1,10-fenanthrolinu, jeho komplexy s kationty kovii, vykazuji
celou fadu vlastnosti vyuzitelnych v mnoha oblastech chemie jako katalyzatory, elektrochromni a
luminiscenc¢ni latky, fotosenzitizatory [75]. 1,10-fenanthrolin byl pouzit jako stavebni jednotka
pro syntézu latek s moznou biologickou aktivitou pomoci funkcionalizace substituenty jako jsou
fenothiazin, pyrrolidin, karbazol a dal$imi, které se nachazeji v ptirodnich produktech, v 1é¢ivech

-----

[76-81].

3.3.1 Mechanismus redukce derivatii 1,10-fenanthrolinu substituovanych v poloze 4 a 7

Slouceniny 1,10-fenanthrolinu zahrnovaly derivaty substituované v polohach 4 a 7
stejnym substituentem, bud’ chloro skupinou (Pfiloha P14) nebo pyrolidinovym kruhem
vazanym pies atom dusiku (Pfiloha P15). Cyklicka voltametrie dichlorovaného derivatu poskytla
v acetonitrilu celkem ¢tyii redukéni viny, dvé ireversibilni dvouelektronové viny odpovidajici
postupnému odstépeni chloridu z molekuly. Tteti a ¢tvrta reversibilni vina pfi potencidlech —2,0
V a-2,2 V patfila jednoelektronové redukci fenanthrolinu na radikal anion a déle na dianion. Pfi
potencialu prvni redukéni viny dochazi k nékolika krokim znazornénym ve Schématu 4
znazornuyjici cely ECEC mechanismus, tj. pfijeti elektronu za tvorby radikdl anionu (E),
chemicka reakce odstépeni chloridu (C), ptijeti elektronu za vzniku anionu (E) a chemicka reakce
pfijeti protonu zrozpoustédla (C). V pfipadé vSech péti dichlorovanych latek studovanych
v ptiloze P14 liSicich se navic substituenty v polohdch 2, 5 a 9 ovliviiyjicich mirné¢ potencial
redukénich pikd, bylo navic zjisténo, ze tento mechanismus odstépeni chloridu je postupny
(stepwise), jak bylo zjisténo z hodnoty vypocteného koeficientu ptenosu a, jeho hodnota byla
vyssi nez 0,5. Tento parametr vypocteny z rovnice |Ep2 — Ep| = 1,857 RT/aF dllezity pro nékteré
reakéni mechanismy mtize ukazovat na proces, kdy dochazi k odstépeni substituentu soucasné
s prenosem elektronu. In itu IC spektroelektrochemie spoleéné s chromatografickymi metodami

potvrdila navrzeny redukéni mechanismus.
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Schéma 4. Obecné schéma redukéniho mechanismu ECEC studovanych 1,10-fenanthrolind.
ECEC mechanismus zahrnuje nasledujici kroky: ptenos elektronu — chemické reakce — pfenos

elektronu — chemické reakce.

Podobnym redukénim mechanismem dochézi kredukei latky obsahujici pyrolidin,
karbazol a fenothiazin v polohach 4 a 7 (Schéma 4). Analyza cyklickych voltamogramt potvrdila
navrhované reak¢ni schéma, ziskané vysledky byly blizké d0Ep/dlog v = 29,6 mV a J0Ep/dlog ¢ =
29,6 mV (Ptiloha P15 a P17). Pii ECEC redukci dochdzi k odstépeni pyrolidinového kruhu
zmolekuly, coz bylo potvrzeno nejen chromatografickymi metodami, ale také IC
spektroelektrochemii, kdy dochazelo k ristu absorpénich past typickych pro monosubstituovany
derivat fenanthrolinu (Pfiloha P15). Podobny redukéni mechanismus byl nalezen také pro latky
substituované v polohéach 4 a 7 karbazolovym nebo fenothiazinovym kruhem vézanym pies atom
dusiku (Ptiloha P17). V obou piipadech dosSlo ke vzniku radikdl anionu a poté odstépeni

substituentu a redukéni mechanismus byl dokoncen dal§im elektronovym pfenosem a reakci
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s H'. Pfi potencialu druhé redukéni viny doslo k odstépeni druhého substituentu z molekuly a

vznikl 1,10-fenanthrolin, jehoZ redukéni viny byly na cyklickych voltamogramech také pfitomny.

3.3.2 Oxidace derivatii 1,10-fenanthrolinu substituovanych v poloze 4 a 7

Oxidace latek diskutovanych v kap. 3.3.1 probihala vzajemné odliSnym zptisobem, diky
povaze substituentti vazanych v poloze 4 a 7. V ptipad¢ 4,7-dichloro-1,10-fenanthrolinu cyklicka
voltametrie poskytla dvé oxidacni viny, nicméné jejich podrobna analyza nepfinesla vysledky
pouzitelné k ur€eni oxida¢niho reakéniho schématu. Ukézalo se, Ze pfi elektrolyze pii potencidlu
za prvni oxidacni vlnou doslo ke spotiebé jednoho elektronu a poklesu vysky piku cyklického
voltamogramu, nicméné nebyly nalezeny zadné oxidacni produkty pomoci HPLC-DAD. Teprve
in situ UV-Vis spektroelektrochemie ukazala na chemickou reverzibilitu oxida¢niho procesu, kdy
béhem reredukce vznikajicitho produktu bylo zaznamenano plivodni absorp¢ni spektrum latky
(Ptiloha P14). Vyznamny piinos k odhaleni mechanismu oxidace méla IC spektroelektrochemie,
ktera ptinesla reverzibilni zménu absorp¢nich spekter ve prospéch vznikajiciho dimeru v poloze
2.

Cyklicka voltametrie latky 4,7-di(pyrolidin-1-yl)-1,10-fenanthrolinu poskytuje tfi
oxidacni vlny, z nichz druh4 vykazuje adsorpéni vlastnosti. Podrobnym zkouméanim parametri
prvni dvouelektronové oxidacni viny bylo zjisténo, Ze se uplatiuje ECE oxida¢ni mechanismus a
nasleduje reakce s vodou za tvorby hydroxylovaného derivatu v ortho poloze od atomu dusiku
pyrilidinového kruhu. I kdyz v absorpénim spektru po oxidaci latky nebyl zjistén absorpéni pas
vibrace nové OH skupiny (skryta v Sirokém absorpénim pasu vody), poskytla in situ IC
spektroelektrochemie nartst novych absorpcnich pasi prislusejici vznikajici latce a pokles
absorp¢nich pasu latky ptivodni. Bylo zjisténo, Ze pii potencidlu druhé oxidacni viny dochazi
k oxidaci fenanthrolinového kruhu a ke tvorb¢ hydroxylovaného derivatu v poloze 5. Pomoci

HPLC-MS/MS byly identifikovany dal$i minoritni rozkladné produkty (Ptiloha P15).

Vlastnosti oxidacni viny 4,7-di(karbazol)-1,10-fenanthrolinu, které¢ byly zjiStény za
podminky, kdy oxidacni d& byl fizen difuzi, ukazovaly na reakéni schéma EC2 (analyza
cyklickych voltamogrami poskytuje vysledky oEp/dlog v = 19,7 mV a J0Ep/dlog ¢ = 19,7 mV za
podminky, kdy pocatecni prenos elektronu je rychly). Znamena to, ze pii elektronovém pienosu
vznikd radikal kation a ten podléhd bimolekuarni chemické reakci, pravdépodobné dimerizaci.
Prehled literatury tykajici se oxidace karbazolovych derivati ukézal, Ze karbazolové derivaty

mohou vytvafet pfi oxidaci dimery [82,83]. In situ UV-Vis spektroelektrochemie podpofila tuto
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moznost, pii oxidaci doslo k rlstu absorpcnich past pti 210, 231, 277 a 388 nm tvorby radikal
kationu. Pfi potencialu druhé oxidacni viny bylo zjisténo zvyseni pasu pii 410 nm a absorbance
Sirokého pasu pii 720 nm. Naskytd se moznost tvorby biradikal dikationu vyskytujiciho se na
dvou riznych oxidac¢nich centrech karbazolu v molekule monomeru nebo dimeru [84] podobné
jako byl zjistén v literatufe absorpcni pas odpovidajici dikationu tetrafenylbenzidinu pii 700 nm
[85] (Ptiloha P17).

Cyklicka voltametrie derivati 1,10-fenanthrolinu substituovanymi dvéma funkénimi
skupinami fenothiazinu v polohach 4 a 7 ukézala jednu reverzibilni oxida¢ni vlnu pii potencialu
1,1 V. Logaritmickd analyza semiintegrovanych proudi poskytla hodnotu smeérnice 105
mV/dekadu. S vyuzitim dalSich informaci o tomto oxidacnim d&ji bylo urceno, Zze v tomto
ptipadé jde o dva po sob¢ jdouci jednoelektronové procesy s rozdilem potencialit 62 mV (Ptiloha
P17). Tento efekt naznacoval, Ze by mohlo jit o oxidaci dvou navzajem komunikujicich
elektroaktivnich center nachdzejicich se na obou substituentech fenothiazinu. Znamenalo by to,
ze dojde k ristu absorpcniho pésu v oblasti blizké infracervené oblasti (NIR) pfi oxidaci prvnim
elektronem a nasledné poklesu tohoto pasu pii dokonceni déje druhym elektronem. Nicméné pti
meéteni NIR spektroelektrochemie v oblasti 10002500 nm za danych podminek Zadna vyrazna
zména v absorpénim spektru nenastala ani pro jeden derivat, k vyrazné¢ komunikaci mezi
oxida¢nimi centry nedochazi. K oxidaci fenothiazinu na jeho sulfoxid dojde pfi potencialu druhé
oxida¢ni vlny, jak ukézala IC spektroelektrochemie (charakteristicky absorpéni pas vibrace

funkéni skupiny S=O pti 1037 cm™! (Pfiloha P17).

3.4. Charakteristika novych umélych enzymii

Priloha P18 se zabyva vyvojem a charakterizaci novych komplext médi se strukturnim
motivem tyrosinazy, které byly navrzeny s cilem nahradit nestabilni enzym tyrosinazu pii
katalyzované oxidaci katecholt.

Jelikoz pfi oxidaci katecholu za pfitomnosti kysliku dochazi po navazani katecholu na
aktivni mista dvojmocnych atomti médi, poté k redukci atomu médi z oxidovaného stavu 2+ na
oxidovany stav 1+, byla k vysvétleni mechanismu reakce vyuzita UV-Vis spektroelektrochemie.
Bylo zjisténo, Ze absorpcni spektrum zkoumanych dvoujadernych komplexti R—Cu(II)Cu(II)-R
se lisi od absorpcniho spektra jejich redukovanych komplexii R-Cu(I)Cu()-R a R-

Cu(D)Cu(D)-R. Vyznamnou informaci bylo zjisténi, Zze redukéni d€j je chemicky reverzibilni a

35



primarn€ dochazi k redukci/oxidaci atomt médi nikoliv organickych ligandl. Organické ligandy
se redukuji nebo oxiduji ireverzibiln€ pti vysSich potencidlech v absolutni hodnoté. Chemicka
reverzibilita je dilezitou vlastnosti katalyzatoru. In situ UV-Vis spektroelektrochemie pfinesla
také informaci o absorpcnich spektrech a oxidacnich potencidlech latek ucastnicich se
katalyzované reakce, tj. 3,5-di-terc-butylkatecholu, oxidaci vznikajiciho 3,5-di-terc-butylchinonu
a také trihydroxyderivatu 1,2,3-trihydroxy-4,6-terc-butylbenzenu. Piinosem ¢lanku v ptiloze P18
je odhaleni mechanismu katalytického tc¢inku studovanych komplexti, kdy tvorba chinonu byla
kontrolovana pomoci vlozeného potencidlu a byla soucasné sledovana absorpcni spektra
reagujicich latek.

Dalsim vysledkem bylo zjisténi, Ze jednojaderny komplex médi neni pro katalyzu kvili
interferenci rostouciho absorpéniho pasu pii 475 nm béhem redukce vhodny. Pfi vinové délce

400 nm se pii této technice sleduje tvorba vznikajicich chinonti.
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4. ZAVER

Predklddand habilita¢ni prace shrnuje publikace zabyvajici se feSenim oxidac¢nich a
redukénich mechanismt bioaktivnich latek v Ptilohach P1-P18.

Prace ukazuje vyuziti zdkladnich elektrochemickych principti a shrnuje klic¢ové aspekty
pii feSeni komplikovanych oxidacnich a redukcnich mechanismi. Na zakladé podrobného
matematického zpracovani naméfenych zavislosti proud — potencidl je mozné urcit
elektrochemické chovani latek a rozlisit reakéni schémata zahrnujici pfenos elektronu a tcast
sprazenych chemickych reakci. Pfinosem k tématice je pouziti spektroelektrochemickych
metod. Je podtrzen vyznam UV-Vis spektroelektrochemie pro urceni pfitomnosti sprazenych
déji a vzniku nestalych reakénich meziproduktii a také pro zjisténi chemické reverzibility d&ji.
Prace ukazuje vyuziti IC spektroelektrochemie k uréeni elektroaktivniho mista v molekule, a to
sledovanim vzniku novych absorp¢nich past pti vkladani potencidlu. Novym ptistupem je také,
za vhodnych experimentalnich podminek, sledovani piipadného poklesu absorp¢nich pasi
pritomnych stop vody, ktera se Casto redox dé€je ucastni. Pfinosem vsech vybranych publikaci je
ureni redoxnich mechanismi studovanych latek a nalezeni jejich prvnich reakénich
meziproduktti, které mohou byt zakladem pro jejich biotransformace, kdy v biochemickych
preménach dochazi k pienosu elektronu nebo protonu. Objasnéni mechanismu oxidace
studovanych bioaktivnich latek ziskalo ohlas na mezindrodnich konferencich a prace maji
vyznamny pocet citaci bez autocitaci. Ptiloha P2 je citovana 71x, ptiloha P3 ma 90 citaci bez
autocitaci. ptilohy P1 a P4 vice nez 30, pfilohy P8 a P11 nad 15 citaci. Ptfiloha P16 ukazuje
podrobny navod a manudl, jak pouzit cyklickou voltametrii, UV-Vis spektroelektrochemii a
dalsi metody kuréeni redoxniho mechanismu bioaktivnich latek komplexovanych
s cyklodextriny.

Rozvoj rychlych spektroelektrochemickych technik je nadale zadané. Perspektiva do
budoucnosti spociva také ve zdokonaleni spojeni s fluorescenéni spektrometrii, ktera klade
naroky na geometrii spektroelektrochemické cely. Principy diilezité pro urceni oxidacnich a
redukénich mechanismil je nutné predavat dalSim generacim védeckych pracovnikli, o co se
RNDr. Romana Sokolova, PhD. snazi nejen ve svych pfrednaSkach fyzikalni chemie a
oxida¢nich a reduk¢nich mechanismii organickych latek, ale také osobnim pfistupem v roli

Skolitele bakalarskych, magisterskych a doktorandskych praci.
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