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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva studiem elektrochemického chovani kyseliny
dehydrocholové a chenodeoxycholové na staciondrnich elektrodach na bazi rtuti — visici
rtutové kapkové elektrodé a rtutovym meniskem modifikované stiibrné tuhé
amalgamové elektrod¢.

Dehydrocholova kyselina, pro kterou se jedna o prvni studii elektrochemického
chovani, poskytuje tfi piky s potencialy kolem —1270 mV, —1450 mV a —1800 mV, kdy
posledni redukéni pik zfejmé odpovidd redukci karboxylové skupiny postranniho
fetézce steroidniho skeletu. Elektrodové d€je jsou quasireversibilni a jsou vyznamné
ovlivnény adsorpci DHCA na elektrodu a hodnotou pH prostfedi urCujici stupen
disociace karboxylové skupiny. Metodami DC, DP a ,,square-wave* voltametrie byla
meéfena koncentracni zavislost DHCA v prostiedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1),
avsak ani jednou z uvedenych metod nebylo dosazeno uspokojivych detekénich limitii a
Sirokych linearnich dynamickych rozsahti. Opakovatelné odezvy v Sirokém spektru pH
vSak mohou byt pouzity k elektrochemické charakterizaci latky.

CDCA poskytuje v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1) signdl pfi potencidlu ca —1350 mV. Jeho poloha i vyska jsou ovlivnény
pritomnosti methanolu a acetonitrilu: Postupnym zvySovanim obsahu organického
rozpoustédla dochazi ke zhorSeni odezvy CDCA. Pro roztok methanolu s obsahem
vy$$im nez 60 % a acetonitrilu nad 30% jiz nelze signal CDCA identifikovat.

Nejvhodnéjsi metodou pro kvantifikaci CDCA je cyklickd voltametrie
v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) pii vysoké rychlosti
skenu 1000 mV-s~! s limitem detekce 1,4 umol-1"!. Metodou adsorpéni rozpoustéci DP
voltametrie bylo prokazano, ze adsorpce je spontanni a cilena akumulace odezvu CDCA
ptiliS neovlivituje. V prostiedi BR pufr (pH 4,0) — methanol (9:1), kdy neni CDCA zcela
v roztoku rozpusténa, byl pro metodu DPV urcen nejsSirsi linearni dynamicky rozsah

4 — 40 pmol-1"'s limitem detekce 0,84 pumol-17".



Abstract

This thesis deals with the study of electrochemical behaviour of dehydrocholic
and chenodeoxycholic acid at stationary mercury-based electrodes — hanging mercury
dropping electrode and silver solid amalgam electrode modified by a mercury meniscus.

This is the first study of electrochemical behaviour of dehydrocholic acid which
offers tree peaks with potentials around —1270 mV, —1450 mV and —1800 mV. The last
one with the potential —1800 mV is probably the main peak given by reduction of
carboxylic group of side chain of steroid skeleton. By cyclic voltammetry was
determined that the process is quasireversible and is strongly influenced by adsorption
of DHCA on the electrode surface and also by the pH which determines dissociation
degree of carboxylic group. In the environment of BR buffer (pH 7.0) — methanol (9:1)
was measured concentration dependence by DC, DP and “square-wave” voltammetry.
By neither one of these methods have been reached satisfying limits of detection and
wide linear dynamic ranges. However, the repeatable signals in wide range of pH can be
used for electrochemical characterization of DHCA.

CDCA offers in environment 0,04 mol-1"! borat buffer (pH 9.1) — methanol (9:1)
one signal with potential around —1350 mV. Position of this peak on the potential axe
and also its height are influenced by presence of methanol and acetonitrile: As the
amount of organic solvent increases the signal of CDCA is getting worse. For amount of
methanol 60 % and acetonitrile 30 % the signal of CDCA cannot be identified.

The best method for quantification of CDCA is cyclic voltammetry in the
environment of 0,04 mol-1"! borat buffer (pH 9.1) — methanol (9:1) with very fast scan
rate 1000 mV-s™!' and a limit of detection 1.4 pmol-1"!. By adsorptive stripping DP
voltammetry, the process of adsorption was determined to be spontaneous and that the
aimed accumulation does not have any influence on signal of CDCA.

In the environment of BR buffer (pH 4.0) — methanol (9:1), where CDCA is not
soluble, was for DPV established linear dynamic range 4 — 40 umol-I"! s limit of

detection 0.84 umol-1"".
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Seznam pouzitych zkratek

A amplituda (mV)

BR pufr Brittonliv — Robinsontv tlumivy roztok
c molarni koncentrace (mol-1"!)

CA cholova kyselina

C.AS. Chemical Abstract Service

CDCA chenodeoxycholova kyselina

CMC kritickd micelarni koncentrace

Cv cyklické voltametrie

DCA deoxycholové kyselina

DCV DC voltametrie (,,direct current” voltametrie)
DHCA dehydrocholova kyselina

DPV diferen¢ni pulsni voltametrie

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

E potencial (mV)

Eacc potencial akumulace (mV)

ED elektrochemické detekce

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
ELSD odpatrovaci detektor rozptylu svétla

E, potencial piku (mV)

Epa potencial anodického piku (mV)

Epx potencial katodického piku (mV)

ESI ionizace elektrosprejem

Estep potencialovy krok (mV)

f frekvence (Hz)

GA glykocholova kyselina

GC plynové chromatografie

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
1 proud (nA)



LOD
LOQ
m-AgSAE
MEKC
MS
MS/MS
NMR

pKa
RSD
SEM
face

TG
UDCA
UFLC
uv

XPRD

proud piku (nA)

proud anodického piku (nA)

proud katodického piku (nA)

infracervena spektroskopie

litocholova kyselina

kapalinova chromatografie

mez detekce

mez stanovitelnosti

rtufovym meniskem modifikovana stfibrna tuhd amalgamova elektroda
micelarni elektrokineticka chromatografie

hmotnostni detekce

tandemova hmotnostni spektrometrie

nukledrni magneticka rezonance

zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych ionti
zaporny dekadicky logaritmus aciditni disocia¢ni konstanty
relativni smerodatnd odchylka (%)

elektronova mikroskopie

doba akumulace (s)

termogravimetrie

ursodeoxycholova kyselina

ultra-rychla kapalinova chromatografie

ultrafialovy

rychlost polarizace (mV-s™!)

rentgenova praskova difraktometrie



1. Uvod

1.1. Cil prace

Predklddand diplomova prace vznikla v radmci SirStho vyzkumného projektu
vénovaného studiu supramolekuldrnich interakci zlucovych kyselin, jejich konjugati a
metodam vhodnym pro jejich charakterizaci a analyzu. Zabyva se elektrochemickou
redukci dvou vybranych zlucovych kyselin — kyseliny dehydrocholové (DHCA), jejiz
elektrochemické chovani nebylo dosud studovano, a kyseliny chenodeoxycholové
(CDCA), kterda byla studovédna jen velmi okrajové s vyuzitim rtutové kapkové
elektrody'. Teprve tento projekt se zabyvd moZnostmi vyuZiti staciondrnich
elektrodovych materiald.

Zludové kyseliny jsou latky, které maji moznost diky svému amfipatickému
charakteru vytvaret supramolekuly. Tyto supramolekuly mohou tvofit jak samotné
zlucové kyseliny, tak také jejich konjugaty. Cilem je tedy ziskat data, kterd umozni
porovnat chovani latek samotnych a jejich pfislusnych konjugati. Vysledné
supramolekuly by v budoucnu mohly nachdzet uplatnéni napt. v Iékafstvi jako nosice
urcitych typu 1éCiv.

Tato diplomovéa prace piimo navazuje na bakalafskou praci’, ve které byla
studovana elektrochemickd redukce chenodeoxycholové kyseliny na rtutovym
meniskem modifikované stiibrné tuhé amalgamové elektrod¢ a visici rtutové kapkové
elektrodé — byl studovan vliv pH prostfedi, koncentracni zavislost a elektrodovy dg;.
Tato diplomova prace se pak podrobnéji zabyva vlivem organického rozpoustédla na
elektrochemickou redukci a moznost jejitho vyuziti k voltametrické detekci CDCA
s vyuzitim stacionarnich rtutovych elektrod. Za timto ti¢elem byly pouzity metody DC
a DP voltametrie, cyklické voltametrie (CV), adsorpéni rozpoustéci voltametrie
s diferenc¢nim pulsnim skenem (AdS-DPV) a ,,square-wave* voltametrie.

Dale se tato diplomova prace zabyva studiem elektrochemické redukce kyseliny
dehydrocholové. Byl studovany vliv pH prostiedi, koncentracni zavislost a elektrodovy

d¢j na jiz vySe jmenovanych stacionarnich elektrodach na bazi rtuti.
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1.2. Zluéové kyseliny

Zlugové kyseliny jsou produkty metabolismu cholesterolu a jsou pravdépodobng
tenkého stieva, ve kterém se podileji na traveni mastnych kyselin z potravy. Tenkym
sttevem jsou nasledné reabsorbovany zpét do obéhu — podléhaji tedy tzv.
enterohepatdlnimu cyklu’.

Jejich struktura je tvofena steroidnim jadrem, které se sklada ze tii Sesticlennych
(A, B, C) a jednoho péti¢lenného (D) kruhu, na kterém je navazany kratky alifaticky
fetézec. Funkéni skupiny jsou nejCastéji dany ptitomnosti hydroxylovych a
methylovych skupin na steroidnim jadie. Umisténim téchto skupin a typem postranniho
fetézce se od sebe jednotlivé kyseliny odlisuji®. Podle délky postranniho fetézce
navazaného na péti¢lenny D kruh jsou zlucové kyseliny rozdélovany do dvou hlavnich
skupin na Cz7 a Ca4 zZluCové kyseliny. U vysSich obratlovcti jsou nejvice zastoupeny Co4
Zluéové kyseliny, které tvoii konjugéty nejcastéji s glycinem a taurinem?®.

Struktura Zlu€ovych kyselin je charakteristicka hydrofobni § stranou a hydrofilni
a stranou’. Tato struktura jim dav4 jejich charakteristickou amfipatickou vlastnost, diky
které¢ se zluCové kyseliny pii koncentracich vyssich, nez je jejich kriticka micelarni
koncentrace (CMC), shlukuji ve vodnych prostiedich do micel’.

Diky své unikétni struktufe pfedstavuji jednu z velmi slibnych skupin latek,
kter¢é mohou byt pouzity v oblasti molekularniho rozpoznavani a biomimetiky.
Zajimava je 1 jejich schopnost zaclenit do své struktury jiné cizorodé latky. Nékteré
zlu¢ové kyseliny a jejich analogy se chovaji jako Zelirovaci latky jak ve vodném, tak
v organickém prostfedi, coz by mohlo byt uzite¢né pii vyvoji budoucich biomateriali®.

Vyuziti elektrochemickych metod pro charakterizaci nové pfipravenych
supramolekularnich systému zaloZenych na steroidnich podjednotkach a pro sledovani
molekularnich interakci zahrnujicich proces spontanni tvorby supramolekul miize
pfinést vyznamné poznatky o stabilité¢ téchto systémi. Jde také o metody, které jsou

vhodné pro sledovani vzadjemnych molekulovych interakci®.
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1.3. Studované latky
1.3.1. Dehydrocholova kyselina

Dehydrocholova kyselina (dale jen DHCA) neni pfirozené se vyskytujici
ZluGovou kyselinou, ale je syntetizovana uméle’. Jde o velmi jemny bily prasek, ktery je
za béznych laboratornich podminek té€zce rozpustny ve vode¢, dobie se vSak rozpousti
v fadé organickych rozpoustédel, jakymi jsou methanol, ethanol ¢i acetonitril.
Strukturni vzorec DHCA je uveden na obr. 1, fyzikdlné-chemické vlastnosti jsou

shrnuty v tab. 1.

Obr. 1 Strukturni vzorec dehydrocholové kyseliny

Struktura DHCA je tvofena steroidnim jadrem s kratkym alifatickym fetézcem
zakonCenym karboxylovou skupinou. Na steroidnim jadfe jsou v poloze C3, C7 a Ci2
pfipojeny tfi oxoskupiny a v polohach Cioa Ci3jsou dvé methylové skupiny.

Dehydrocholova kyselina je primyslové nejcastéji vyrabéna z kyseliny cholové
oxidaci hydroxylovych skupin na uhlicich C3, C;7 a C12. Reakce muze probihat v roztoku
chlornanu sodného®, chlornanu vapenatého nebo kapalného bromu za soudasného
zahtivani®. Cistou DHCA je mozné touto cestou ziskat také ze smési zluéovych kyselin,
ktera ziistava po primyslové vyrobé kyseliny ursodeoxycholové, a byla by jinak
nevyuzita. DHCA je tedy ziskavana pomérné snadnou a levnou cestou®. Vytézek DHCA
uvedenymi metodami je dostacujici, ale zahrnuje znacné mnozstvi vzniklych vedlejsich

produktii, jejichz separace a likvidace mlize predstavovat problém. V nedavné dob¢ byla
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zaméifena pozornost na syntézu DHCA biotransformaci z hovézi zluci. Vytézek reakce
byl viak maly a cely proces byl ¢asové naroény’.

Dalsi moznou cestu vyroby DHCA piedstavuje elektrosyntéza, které umoziuje
ziskani vysokych vytézkli s dobrou selektivitou a minimem vzniklych vedlejsich
produkti. Vtomto pfipadé byla provedena ftizend -elektrochemicka oxidace
sekundarnich alkoholovych skupin kyseliny cholové, které¢ je pomérné snadné oxidovat.
Proces byl zkouman na riznych elektrodovych materidlech, napt. na plating, titanem
dopovaném oxidu olovi¢itém nebo grafitu’.

DHCA je hojn¢ vyuzivana ve farmakologii jako cholangoikum a
hydrocholeretikum pii 1écbé tady jaternich chorob a Zlucovych kamenti. Slouzi také
jako diuretikum, laxativum a je pouzivana pfi diagnostice jako kontrastni latka. Podili
se na ochran¢ hepatocyti a dalSich typd bun€k proti apoptoze, pilisobi také
antimikrobialng’.

Ditlezitou vlastnosti zlucovych kyselin je jejich schopnost do své struktury
castecné zaclenit organické molekuly, jakymi jsou alifatické a aromatické uhlovodiky,
alkoholy, ketony, estery, nitrily, epoxidy, amidy a dal$i. V poslednich letech je v této
oblasti vénovana pozornost predev§im kyseliné dehydrocholové pro rozliSeni
organickych racematti aryl methyl sulfoxidi a cyklickych amidi. Inkluzni slouceniny

jsou tvofeny piimou absorpci organické slouceniny ve formé roztoku do krystalové
struktury pevné DHCA'?,

Oproti pifirodnim zlucovym kyselindm netvoii DHCA snadno micely s tuky a

fosfolipidy?®.

1.3.2. Analytické metody stanoveni dehydrocholové kyseliny

Dehydrocholova kyselina je latka, ktera je hojn€¢ vyuzivana ve farmaceutickém
pramyslu. Z tohoto diivodu je potieba znat jeji presnou strukturu a polymorfii, kterézto
uréuji rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti latek!!.

DHCA muze byt ziskana ve dvou polymorfnich formach a a f, pfi¢emz f forma
je z termodynamického hlediska vice stabilni. Forma o vytvaii dimer spojenim dvou
molekul DHCA prostfednictvim vodikové vazby mezi dvéma karboxylovymi

skupinami na uhliku Cy4 postranniho alifatického fetézce, naproti tomu g forma tvoii
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dimer vodikovou vazbou mezi karboxylovou skupinou na Cys jedné molekuly a
karbonylovou skupinou na C3 druhé molekuly'!.

Ptiprava a kompletni charakterizace f formy DHCA byla provedena pomoci
metod elektronové mikroskopie (SEM), infraervené spektroskopie (IR), nuklearni
magnetické spektroskopie na pevné fazi (NMR), diferencni skenovaci kalorimetrie
(DSC), termogravimetrie (TG) a rentgenové praskové difraktometrie (XPRD)!!.

Mezi metody stanoveni DHCA patii micelarni elektrokineticka chromatografie
(MEKC), kterd byla vyvinuta a validovana pro stanoveni DHCA (a dalSich Zlu¢ovych
kyselin) ve farmaceutickych vyrobcich za ucelem ovéieni jejich kvality. Jde o
jednoduchou, rychlou a uzitenou metodu stanoveni zluCovych kyselin, ktera vytvaii
dobrou alternativu HPLC v analyze kvality farmak'?.

Voltametricky byla DHCA spolu sdal§imi organickymi slouc¢eninami
detekovana za pomoci senzoru vyvinutého na bazi monovrstev derivati S-cyklodextrinu
na zlaté¢ elektrodé¢ (f-CD-SME). Tento sensor dobie slouzi i jako elektrochemicky
detektor ve spojeni s kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézou'>.

Stanoveni koncentrace DHCA pfijaté léky v lidském séru je provadéno
enzymaticky za pouziti 3-oxosteroid-A*-dehydrogenasy. Principem stanoveni je vyuZiti
tohoto enzymu k pievedeni DHCA na 3,7,12-trioxo-A*-steroid za soucasné redukce
nitrotetrazolinové modii na diformazan. Mnozstvi vzniklého diformazanu je poté

méfeno spektrometricky'?.

1.3.3. Chenodeoxycholova kyselina

Chenodeoxycholové kyselina (dale jen CDCA) je jemny bily prasek, ktery je
velmi Spatné rozpustny ve vodé, dobie se vSak rozpousti v organickych rozpoustédlech,
jakymi jsou napi. ethanol, methanol ¢&i dichroman!®. Patii spolu s kyselinou cholovou
mezi dvé hlavni lidské zluCové kyseliny, poprvé byla izolovana z husi zluce. Je
produkovéna jatry a tvoii dilezitou roli v procesu rozkladu cholesterolu a pfi absorpci
fady Zivin, jakymi jsou napiiklad vitaminy rozpustné v tucich!®. Jeji struktura je tvofena
steroidnim jadrem s kratkym alifatickym fetézcem zakonfenym karboxylovou

skupinou. Na steroidnim jadre jsou v poloze a na C3 a C7 dvé hydroxylové skupiny a na
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Cio a Ci3 dvé methylové skupiny. Strukturni vzorec CDCA je na obr. 2, fyzikéaIné-
chemické vlastnosti jsou shrnuty v tab. 1.

Primyslové vyroba CDCA je zalozena predevsim na jeji separaci ze zvifeci ¢i
driibezi zluci celou fadou patentovanych metod. Surovda CDCA je z roztoku obvykle
ziskavana okyselenim, po kterém dochazi k jejimu vysrazeni. Dalsi moznosti je pouziti
vapenaté soli vedouci ke zmydelnéni, kdy dochazi k vzniku esterové vazby mezi CDCA
a touto soli. Nasleduje pak tada dalSich krokii jako acetylace, separace vedlejSich
produktii ¢i krystalizace'”.

CDCA je jednou z nejvice pouzivanych latek pii 1é€beé Zlucovych kament,
protoze velmi ucinné snizuje mnozstvi cholesterolu ve zlu¢i a dokaze rozpoustét
cholesterol ve Zlu¢ovych kamenech'®. Je také prekurzorem pro piipravu dal$i vyznamné
zlu¢ové kyseliny pouzivané pii 1écbé ZluCovych kameni — kyseliny ursodeoxycholové
(UDCA)"".

V  soucasn¢ dobé¢ se CDCA  pouzivd nejvice pii  1écbe
cerebrotendin6zni xantomatdzy, onemocnéni stiev a zacpy. Hodnota poméru cholové a
chenodeoxycholové kyseliny ve zlu¢i je dilezitym ukazatelem ftady jaternich

onemocnéni, ma velkou diagnostickou hodnotu'¢.

Obr. 2 Strukturni vzorec chenodeoxycholové kyseliny.
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za atmosférického tlaku a za standardnich laboratornich podminek

Tab. 1 Fyzikéalné-chemické vlastnosti DHCA a CDCA (hodnoty v tabulce byly méfeny

)18,19,20,21,22

C.AS. Name Dehl};sls‘zlcilrllzlové Chenol?;soe?fncilolové
C.A.S. Number 81-23-2 474-25-9
Sumarni vzorec C24H340:5 C24H4004
Relativni molekulova hmotnost 402,52 392,57
Rozpustnost ve vodé 180 mg-1™! 89,9 mg-1'!
Teplota tani 238 — 240 °C 168-171 °C
pak 4,74 4.6
hustota 1,196 g-cm™ 1,100 g-cm™
CMC? - 9 mmol.I™!

4 kritickd micelarni koncentrace ve vode¢ pii 25 °C

1.3.4. Analytické metody stanoveni chenodeoxycholové kyseliny

Hlavnimi kvantitativnimi metodami pro stanoveni CDCA v biologickych
vzorcich a lékovych formach jsou predevSim tandemova hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS/MS), vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie
s odparfovacim detektorem rozptylu svétla (HPLC-ELSD) a ultra rychld kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci (UFLC-MS)'S. Jde tedy piedev§im o drahé
chromatografické metody ve spojeni s hmotnostni detekci a je potfeba hledat levnéjsi
alternativy stanoveni, které poskytnou srovnatelné ¢i lepsi vysledky. Stanoveni témito
metodami je také omezeno tim, Ze je fada latek ve zluci ptfitomna ve formé riznych
izomert s podobnymi reten¢nimi ¢asy a samotnému stanoveni tak musi piedchazet cela
fada slozitych derivatizacnich krokd. Metody jako HPLC-ELSD nebo UFLC-MS
vyzaduji né€kolikastupniovou filtraci a Cisténi, coz miize byt problematické predevsim
pro in vivo stanoveni'®.

S ohledem na tyto skute¢nosti byla pro stanoveni CDCA vyvinuta metoda
ELISA s vdzanymi monoklonalnimi protilatkami proti CDCA. Jde o pfesnou a citlivou

kvalitativni 1 kvantitativni metodu, kterd nevyzaduje zdlouhavé predc¢istovaci kroky a
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umoziuje stanoveni CDCA v tfad¢ vzorkli. Navic je mozné tuto metodu pouZzit i pro
sledovéani hladin CDCA in vivo, coZ predstavuje nové moznosti pro jeji studium!'®.

Mezi pouzivané chromatografické metody patii také dvoudimenzionalni
tenkovrstva chromatografie s reverzni fazi s navdzanym methyl B-cyklodextrinem. Tato
metoda slouzi pfedevSim k rozliSeni CDCA vedle deoxycholové kyseliny (DCA), od
které se lii pouze v pozici jedné hydroxy skupiny?:.

CDCA byla dile analyzovana pomoci metody superkritické fluidni
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci vyuzivajici jako zdroj ionizace
elektrosprej. Tuto metodu je mozno vyuzit predevsim pfi studiu metabolizmu Zlucovych
kyselin a déle v oblasti mediciny a farmakologie®*.

Dalsi chromatografickou metodu stanoveni CDCA a ostatnich zlucovych kyselin
predstavuje klasickd kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(LC/MS/MS) za pouziti Cis kolony s mobilni fazi slozenou z methanolu, acetonitrilu,
vody a octanu amonného. Jako iontovy zdroj v hmotnostni detekci slouzi elektronova
ionizace pracujici v negativnim modu?’.

Stanoveni CDCA bylo provadéno také pomoci plynové chromatografie v
kombinaci s hmotnostni detekci (GC-MS). Latku je v tomto piipad¢ nutné derivatizovat,
aby byla jeji detekce mozna. Jednou z moznosti derivatizace je v prvnim kroku oximace
a v druhém kroku silanizace?®.

Ve spojeni s chromatografickymi metodami se pouziva ke stanoveni zlu¢ovych
kyselin také elektrochemicka detekce, jelikoz jde o levnou a pfesnou metodu, kterd
nepotiebuje Sirokou fadu derivatizac¢nich krokii jako metody vySe popsané. V ranych
studiich byla pouzita naptiklad elektrochemickd detekce, ktera vyuzivala dvou
poréznich grafitovych elektrod, pficemz analyzované latky v tomto piipadé podléhaly
oxidaci. Ve srovnani s do té¢ doby pouzivanou UV detekci se tato metoda prokazala jako
mnohem citlivéjsi a efektivngj§i?’. Zlucové kyseliny totiz absorbuji v UV oblasti (kolem
205 nm) pouze velmi slabé a jejich stanoveni touto cestou vyzaduje rozsahlé
pred¢istovani a predkolonovou derivatizaci, pfi které se do struktury zlucové kyseliny
zavede funkéni skupina absorbujici v UV oblasti®®,

Jako dalsi elektrochemickd detekce pak byla pouzita naptiklad pulsni
amperometricka detekce na zlaté elektrodé ve spojeni s gradientovou HPLC?® nebo s

aniontové vyménnou chromatografii®.
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Samotné elektrochemické metody bez spojeni s chromatografii se dosud ke
stanoveni ZzluCovych kyselin pfiliS nepouzivaly. Doposud byla pouzita metoda
diferen¢ni pulsni polarografie pro stanoveni zlucovych kyselin (CA, DCA, UDCA,
CDCA, LA) ve farmaceutickych vyrobcich a v lidské zluci. Jde o levnou, velmi
rychlou, dostatecné citlivou a pfesnou metodu stanoveni, jejiz obrovskou vyhodou je, ze
neni potieba 7adna forma piedupravy ¢&i derivatizace vzorku'. Elektrochemicky byla
dale studovana kyselina cholova (CA), ktera tvoti spolu s CDCA hlavni slozku lidské
zlu¢i. Pro stanoveni byla zvolena metoda katodické rozpoustéci ,,square-wave®
voltametrie na visici rtutové kapkové elektrodé¢ (HMDE). Jde o rychlou a levnou
metodu vhodnou pro stanoveni CA pifimo ze vzorku zluci. Vysledky poskytnuté touto
metodou maji velkou reprodukovatelnost.

Elektrochemicky byla CDCA dale detekovéana ve vzorku komeréné dodédvaného
léciva za pomoci senzoru vyvinutého na bazi benzylhexadecyldimethylamonium
cholatu®!.

Pro detekci CDCA a dalsich ZluCovych kyselin v plasmé a extraktu zalude¢nich
Stav byl vyvinut amperometricky enzymovy detektor vyuzivajici 3-a-hydroxysteroid
dehydrogenasu®. Na rtutovych elektrodach byla také studovana interakce Zlucovych

kyselin s ionty kovli (Fe?* Cu?’, Zn*") pfirozené se vyskytujicich ve Zlu¢i*>.

1.4. Voltametrické metody s linearnim narastem potencialu
1.4.1. Direct current voltametrie

DC voltametrie je metoda, pfi niz je na elektrodu vkladan potencial, ktery se s
Casem linedrné¢ méni. Ve srovnani s rychlosti ustavovani rovnovahy u elektrody je
rychlost zmény potencidlu dostatecné mald a lze tedy tuto metodu povazovat za
stacionarni pfi konstantnim potencidlu. Vyslednym signalem je voltametricka vina
charakterizovana ptlvlnovym potencidlem (kvalitativni 0daj) a limitnim proudem

(kvantitativni tidaj)**.
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1.4.2. Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie je metoda, ktera se vyuziva ke studiu elektrodového déje a
kinetickych parametrti fady elektrochemickych systémii*>. Jde o metodu, pii niZ je na
stacionarni elektrodu vkladan potencial s trojuhelnikovym priibéhem?*. Potencial je
linearné ménén od zvoleného pocatecniho potencidlu (tzv. forward scan) a zpét (tzv.
reverse scan) a umoziuje z polohy katodického a anodického piku usuzovat na
reverzibilitu elektrodového dé&je. Dilezitym parametrem této metody je rychlost

polarizace v = dE/dt, kterou lze ménit ve velmi $irokém rozmezi*S.

1.5. Pulsni voltametrické metody
1.5.1. Diferené¢ni pulsni voltametrie

Diferen¢ni pulsni voltametrie je metoda, kterd méela pro oblast elektrochemie
obrovsky pfinos. VyznaCuje se vyssi citlivosti nez klasické metody s linearné se
ménicim skenem a dosahuje tedy nizSich mezi detekce. Na linearné se s ¢asem meénici
potencial je vkladadn napétovy pulz s amplitudou v rozmezi 10 — 100 mV, ktery trva
v fadu desitek milisekund. Registrovan je pak rozdil proudi naméfenych tésné pred

vloZzenim pulsu a na konci tohoto pulsu.

1.5.2. ,,Square-wave*“ voltametrie

»dquare-wave“ voltametrie je velmi citlivd elektrochemickd metoda, kterad
kombinuje Siroce cenénou citlivost diferencni pulsni voltametrie (umozituje nastaveni
vysoké rychlosti polarizace linearniho voltametrického skenu) a schopnost cyklické
voltametrie nahlédnout na reversibilitu redoxnich reakci. Pfedchiidcem ,,square-wave*
voltametrie je Barkerova ,,square-wave* polarografie®’.

»dquare-wave voltametrie se vyznacuje ¢tvercovou vinou o vysoké amplitudé a
vysoké frekvenci se stoupajicim (jako schodist¢) priabéhem. Mize byt pouzita
v kombinaci se statickou ¢i visici rtutovou kapkovou elektrodou ¢i s pevnymi

elektrodovymi materialy>’.
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Na elektrodu je vkladan potenciél, ktery se linearné s casem méni. Vkladany
potencial je modulovan napétim pravouhlého tvaru o nizké amplitudé a frekvenci
zhruba 100 Hz. Proud je méfen na konci kazdého pulzu a rozdil mezi proudy méfenymi
na dvou po sobé& jdoucich pulzech je registrovan jako odezva®*. Jde o metodu, ktera

miiZe byt pouzita jak pro analyticka méfeni, tak i ke sledovani kinetickych procesti’’.

1.6. Adsorpc¢ni rozpoustéci voltametrie

Rada organickych latek ma povrchové aktivni vlastnosti, diky kterym maji tyto
latky schopnost adsorbovat se na povrchu pevnych materiald. Schopnost adsorpce
téchto latek dava zdklad vzniku adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie (AdSV), pti které se
latka neelektrolyticky akumuluje na povrchu elektrody. Velikost proudu piku
voltametrické viny ziskané po kompletni dobé akumulace odpovida prakticky pouze
redukci/oxidaci celého naadsorbovaného mmnozstvi elektroaktivni latky na povrchu
elektrody. Pii dané teploté je mnozstvi naadsorobované latky na elektrodovém povrchu
zavislé pouze na koncentraci latky v roztoku®®.

Adsorpce pii této metodé probiha pii ur€itém potencialu akumulace, ktery je
potieba nejprve urcit v kroku optimalizace. Druhym parametrem, ktery je tieba
optimalizovat, je doba akumulace, za kterou je ziskan nejvyssi signal.

AdSV je mozné kombinovat s linearnim skenem DC voltametrie i s pulsnimi

metodami, jakymi jsou ,,square-wave* voltametrie ¢i DP voltametrie®®.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Chemikalie

Studované latky: dehydrocholova kyselina, chenodeoxycholovéd kyselina (obé
>99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR).

Organickd rozpoustédla: methanol (=99,9%, Merck, Némecko), acetonitril
(kvalita pro HPLC, Merck, Némecko, p.a.).

Pufry: Pro ptipravu kyselé¢ slozky BR pufru byla pouzita ¢istd kyselina octova
(Lachema, Brno, CR), 85% kyselina fosfore¢na (Lachema, Brno, CR) a kyselina borita
(Cistota p.a., Penta, Chrudim, CR), viechny o koncentraci 0,04 mol-I"'. Pro ptipravu
zésadité slozky BR pufru byl pouzit 0,2 mol-I"! hydroxid sodny (&istota p.a., Penta,
Chrudim, CR). Pro piipravu 0,04 mol-1™! boratového pufru o pH 9,1 byla pouzita
kyselina boritd (Gistota p.a., Penta, Chrudim, CR) a tetraboritan disodny dekahydrat
(Cistota p.a., Lachema, Brno, CR).

Dalsi pouzité roztoky: 0,2 mol-1"' KCI (Lachema, Brno, CR).

K ptipravé pufri byla pouZzita deionizovana voda (Milli-Qpius system, Millipore,
Billerica, MA, USA), hodnota pH byla méfena pH-metrem Jenway 4330 (Jenway,
Staffordshire, UK).

K vazeni byly pouzity analytické vahy Sartorius 2004 MP (Goettingen,

Némecko).

2.2. Priprava roztoku

Zasobni roztoky DHCA a CDCA byly piipraveny o koncentraci 1-102 mol-1"!
navazenim vypocitaného mnozstvi pevné latky a rozpusSténim v odmérné bance o
objemu 50 ml. DHCA byla rozpousténa pouze v methanolu, CDCA byla pfipravena
rozpusténim v methanolu a v acetonitrilu. Banky s roztoky byly obaleny v alobalu a
skladovany v lednici.

Analyzované roztoky byly pfipravovany do 10ml odmérné banky pipetovanim

500 pl studované latky o koncentraci 1-102 mol-1"!, 500 pl organického rozpoustédla a
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banka byla nasledn¢ doplnéna po rysku pufrem o pozadovaném pH. Vysledny pomér
pufr — organické rozpoustédlo byl 9:1.

Meéieni koncentracéni zavislosti probihalo vzdy pomoci zvIast' pfipravenych
roztokli o dané koncentraci se zachovanim poméru pufr-methanol 9:1. Obsah methanolu
¢1 acetonitrilu tak byl vzdy ve vSech vzorcich stejny.

Roztok zékladniho elektrolytu byl pfipraven odméfenim 1 ml organického
rozpoustédla (methanol, acetonitril) do 10ml banky a doplnénim banky po rysku
ptislusnym pufrem.

Pro odstranéni kysliku byl kazdy roztok pied vlastnim métfenim probublavan

dusikem po dobu 5 minut.

2.3. Aparatura

Pro voltametrickd stanoveni byl pouzit osobnim pocitatem ovladany
voltametricky analyzator Eco-Tribo polarograf pracujici se softwarem Polar Pro verze
5.1 (Eco-Trend Plus, Praha, CR). Pro metodu ,,square-wave“ voltametrie byl pouZit
analyzator PalmSens (PalmSens BV, Utrecht, Nizozemsko) pracujici se softwarem
PSTrace verze 4.5.0. Oba softwary pracovaly v opera¢nim systému Microsoft Windows
XP. Rychlost narGstu potencialu byla u metody DPV a AdS-DPV nastavena na
20 mV-s!, u metody DCV na 50 mV-s™'. Vyska pulzu byla pro tyto metody nastavena
na —50 mV a Siika pulzu na 80 ms. Rychlost polarizace se u metody CV se ménila
v rozsahu 10 — 2560 mV-s!.

Jednotliva méteni byla provadéna v tfielektrodovém zapojeni. Jako referentni
byla pouzita argentchloridova elektroda (3 mol-1"' KCI) a jako pomocné byla pouZita

platinova dratkova elektroda (Elektrochemické detektory, Turnov, CR).

2.4. Charakteristika pracovnich elektrod
2.4.1. Visici rtutova kapkova elektroda

Pro metody DCV, DPV AdS-DPV a CV byla pouzita tuzkova visici rtutova
kapkova minielektroda typu UMUE (Polaro-Sensors, Praha, CR). Pro vypoéet plochy
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kapky se postupovalo nasledujicim zpisobem: Do zvazené polarografické nadobky
s roztokem 0,1 mol-1"! chloridu draselného a s trochou rtuti bylo nakapano 20 kapek
rtuti. Poté byla vypoctena hmotnost jedné kapky m = 0,0159 g. Z ni byla vypocitana
plocha kapky = 0,73 mm? za ptedpokladu, e kapka m4 tvar idealni koule. Priitokova

rychlost kapky byla 3,03 mg-s".

2.4.2. Rtutovym meniskem modifikovana stribrna tuha amalgamova
elektroda

Pro metody DP voltametrie a ,,square-wave* voltametrie byla pouzita komeréné
dodavana m-AgSAE ¢. 20711a s primérem menisku 0,5 mm (EcoTrend Plus, Praha,
CR).

Na zacatku kazdého dne byla elektroda aktivovana v roztoku 0,2 mol-l™!
chloridu draselného ptfi vlozeném potencidlu —2200 mV po dobu 300 sekund za
soucasného michani roztoku. Amalgamace elektrody ponofenim do kapalné rtuti na 10
sekund se provadéla v ptipad¢ odpadnuti menisku a po delSim pteruSeni prace.

Na elektrodu nebyly v pribéhu métfeni vkladany regeneracni pulsy, nebot’ se

prokézalo, Ze vlozeni pulsti nema vliv na analyticky signal latky.

2.5. Vyhodnoceni vysledk

K vyhodnoceni kiivek naméfenych metodami DCV, DPV AdS-DPV a CV byl
pouzit program Polar Pro verze 5.1. VSechny kiivky byly méfeny minimalné 3 krat a
k jejich vyhodnoceni byla pouzita metoda prodlouzeni zadkladni linie pfed ndstupem
piku a odecet velikosti proudu piku jako rozdilu mezi proudem odectenym v proudovém
maximu piku a proudem odecteném na prodlouzeni zékladni linie pfi potencialu
odpovidajicim potencialu piku. K vyhodnoceni kiivek metody ,,square-wave*
voltametrie byl pouzit program PSTrace verze 4.5.0.

V programu OriginPro 8 (OriginLab Corporation, Norhampton, USA) byly
vytvofeny vSechny uvedené grafy a také vyhodnoceny hodnoty smérnic, usekii a
korelac¢nich koeficientli regresnich rovnic. Tabulky a vypocty hodnot smérodatnych

odchylek byly tvofeny v programu Microsoft Excel 2013 (Microsoft, USA).

23



Hodnoty meze detekce LOD byly vypocitany jako trojnasobek a hodnoty meze
stanovitelnosti LOQ jako desetinasobek smeérodatné odchylky velikosti proudu pro
deset po sob¢ jdoucich méfeni. Hodnota relativni smérodatné odchylky RSD byla
pocitana jako podil smérodatné odchylky a priméru vynasobeny stem a vyjadieny v
procentech. Smérodatnd odchylka a primér byly pocitany pro deset po sobé& jdoucich

Hodnota opakovatelnosti byla vypocitana pro nejvyssi namétenou koncentraci
jako relativni smérodatna odchylka RSD urcend z vysky piku dané rozdilem mezi
proudem odectenym v proudovém maximu piku a proudem odec¢teném na prodlouzeni

zakladni linie pfi potencidlu odpovidajicim potencialu piku.
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3. Diskuze a vysledky

3.1. Studium elektrochemického chovani dehydrocholové
kyseliny na visici rtutové kapkové elektrodé

Studium elektrochemického chovéani dehydrocholové kyseliny bylo provedeno
metodami direct current voltametrie a diferencni pulsni voltametrie za pouziti visici
rtutové kapkové elektrody. Uvedenymi metodami bylo nejprve zvoleno prostiedi o
nejvhodnéjsim pH — tedy prostiedi, ve kterém studovana latka poskytla nejvétsi signal
s nejvyssi opakovatelnosti. Po zvoleni vhodného prostiedi byla proméfena obéma

v

stanovitelnosti a metodou cyklické voltametrie byl na HMDE studovan elektrodovy d¢;.

3.1.1. DC voltametrie dehydrocholové kyseliny

3.1.1.1.Studium pH zavislosti

Studium elektrochemického chovani dehydrocholové kyseliny bylo nejprve
provedeno metodou DC voltametrie v prostiedi BR pufr — methanol (9:1) na HMDE
v rozsahu pH 3,0 — 12,0. Prostiedi o pH 2,0 jiZ neposkytlo zadny signdl métené latky
diky omezenému katodickému rozsahu danému vylucovanim vodiku na elektrod¢.
Prosttedi s methanolem bylo zvoleno vzhledem k velmi Spatné rozpustnosti DHCA ve
vodé (180 mg-17!, viz tab. 1). Roztok DHCA o koncentraci 5-10~* mol-I"! byl v celém
méfeném rozsahu pH Ciry bez tvorby sraZenin.

DC voltamogramy pH zavislosti jsou zobrazeny na obr. 3A a 3B. V tab. 2 jsou
shrnuty hodnoty potencialu pikli a proudu piki DHCA a potencidly uniku zékladniho
elektrolytu (ZE) a iniku DHCA. Zavislost potencialu pikit DHCA na pH je na obr. 4,
velikost proudu piki DHCA na pH je na obr. 5.

DHCA poskytuje 3 piky s ohledem na hodnotu pH. Piky jsou oznaceny jako p1,
p2 a p3 v poradi vyskytu na potencidlové ose od nuly k zdpornym potencialiim. Prvni
pik, oznaceny pi, se objevuje v rozsahu pH 7,0 — 12,0. Potencial tohoto piku kolisa mezi

hodnotami —1224 az —1281 mV, vyska piku roste do pH 9,0 a poté klesa.
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Druhy pik, oznaceny p», se vyskytuje v celém rozsahu métfenych pH. Vyrazny
posun potencidlu od —1263 mV do zaporn¢jSich oblasti pozorujeme v rozsahu hodnot
pH 3,0 — 7,0, poté je potencidl toho piku konstantni s hodnotou ca —1475 mV. Proud
piku p2 s rostoucim pH klesa.

Tteti pik, oznaCeny ps, je nejvyraznéjsi a vyskytuje se v celém rozsahu métrenych
pH krom¢ hodnot pH 6,0 a 12,0. Vyrazny posun potencidlu od —1404 mV do
zépornéjsich oblasti pozorujeme v rozsahu pH 3,0 — 5,0, od pH 7,0 je potencial tohoto
piku konstantni s hodnotou ca —1800 mV. Rust vysky piku pozorujeme pouze pfti
hodnot¢ pH 4,0, od tohoto pH vyska piku s rostoucim pH pouze klesa.

Z uvedenych zavislosti bylo vybrano jako nejvhodnéjsi pH 7,0, ve kterém byla
dale méfena koncentracni zdvislost a cyklickd voltametrie. V tomto prostiedi byly
vSechny tfi piky DHCA nejvyraznéjsi a zméteny signal mél nejvyssi opakovatelnost.

Zvlastni chovani je mozné pozorovat pii pH 6,0, kdy se tvoii pouze pik p2, ktery
je vsak pomérné Spatn¢ vyhodnotitelny. V oblasti piku p3 sice neni vyrazny pik, ale
dochazi k nartistu proudu. Tento trend je ziejmy i pro pH 5,0, kdy je vyhodnocovany
pik ps relativné€ plochy. Tyto zmény zifejmé souvisi se zménou ionizace kyseliny (pKa
4,74). Zaroven u piku ps plati, Ze v oblasti vyskytu nedisociované formy kyseliny (pH
3,0 — 5,0) ma pik vyrazné vyssi vysku a jeho potencial se posouva k zapornéjSim
potencialim s rostoucim pH. Oba tyto trendy plati i pro vyrazné nizsi pik p2. Zména
elektrochemického chovani tedy evidentné souvisi s disociaci karboxylové skupiny
postranniho fetézce steroidniho skeletu. V oblasti pH 5,0 — 6,0 se také méni rozdil mezi
potencialem tUniku zdkladniho elektrolytu v pfitomnosti a nepfitomnosti kyseliny.
Nedisociovana forma kyseliny se ziejmé adsorbuje na povrch elektrody a inhibuje vyvoj
vodiku, tj. pro pH 3,0 — 5,0 unik samotného zékladniho elektrolytu piedchazi uniku
v ptitomnosti DHCA o ca 100 mV, od pH 6,0 je unik v pfitomnosti latky shodny
s unikem zakladniho elektrolytu.

Ptitomnost katodickych signalti u zluCovych kyselin ziejmé souvisi s redukci
protonu karboxylové skupiny postranniho fetézce a je podminéna adsorpci kyseliny na
elektrodu. Pro kyselinu glykocholovou bylo v pribéhu elektrolyzy na rtutovém dné pfi
zaporn¢j$im potencidlu, nez je potencial jeji redukce, prokazano, ze nedochézi k jejimu
rozkladu, coz podporuje tuto domnénku®’. Pro jiné karboxylové kyseliny byl vznik

40,41

vodiku prokazan v dimethylsulfoxidu***! &i v iontovych kapalinach*?.
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Vzniku vodiku zifejmé odpovida tieti pik p3, jehoz vyska je vyznamné ovlivnéna
hodnotou pKa. Piky pi1 a p2 jsou ziejmé signaly souvisejici s adsorpci DHCA na

elektrodu.

Tab. 2 Zavislost potencidlu piku Epi1, Ep a Ep3 a proudu piku Ip1, Iz a Ip3 DHCA (¢ =
5-10~* mol-I"") na pH BR pufru méfené metodou DCV na HMDE. Méieno v prostiedi
BR pufr — methanol (9:1). Potenciél uniku samotného zékladniho elektrolytu Enik,zE a

roztoku s DHCA Eunik puca byl odecitan pti ca —30 pA.

Epi Ep Ey I Iy Iy Enikze  Eunik DHCA
pH (mV) (mV) (mV) (nA) (nA) (nA) (mV) (mV)
30 - —1263* -1404 - —2768* —17745 —1609 -1713
40 - -1327* -1503 - —1845* —19875 —1690 —1788
50 - -1395 -1590 - —1477  —15280 —1811 —1926
6,0 - —1483* - - -1093* -

7,0  —1281 —-1489 —1819 —-214,8 -378,6 —11670

80 —1261 1479 —-1798 -237,6 —245,5 —4629

9,0 —1224 1475 -1789 264,99 -202,2 —1736 1P 1°
10,0 -1224 —-1475 —1804 2604 -211,9 —1461

11,0 -1231 —-1475 —1822* -—155,7 —147,8 —1164°

12,0 —1231 -1476 - -192,0 -175,6 -

dobtizn¢ vyhodnotitelné
bSipka oznaduje shodu potencialu uniku ¢&istého zékladniho elektrolytu s roztokem

DHCA
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Obr. 3 DC voltamogramy DHCA (¢ = 5-10* mol-1"") méfené na HMDE pfi rtizné
hodnoté pH v prostfedi BR pufr — methanol (9:1). pH BR pufru: 3,0 (1); 4,0 (2); 5,0 (3);
6,0 (4); 7,0 (5); 8,0 (6); 9,0 (7); 10,0 (8); 11,0 (9); 12,0 (10). (A) je vyiez z (B).

-1800} © o o © ]
E, (mV)
o
-1500 | o 6 6 6 6 6 o o 1
S] o)
O
[ ]
1200} 7 ® o 0 0 o
2 4 6 8 10 12

pH

Obr. 4 Zavislost potencidlu piku Ep (@), Ep (0) a Ep3 (©) DHCA (¢ = 5:10* mol-1'")
na pH BR pufru. Méfeno metodou DCV na HMDE v prostiedi BR pufr — methanol
(9:1).
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Obr. 5 Zavislost proudu piku Zy1 (@), Iz (0) a Iz (©) DHCA (c = 5-10* mol-1"!) na pH
BR pufru. Méfeno metodou DCV na HMDE v prosttedi BR pufr — methanol (9:1).

3.1.1.2.Koncentraéni zavislost

Koncentra¢ni zavislost DHCA byla méfena ve smésném prostiedi BR pufr (pH
7,0) — methanol (9:1) na HMDE metodou DCV. Rozsah métenych koncentraci byl
c=110°-510"*mol-1".

DC voltamogramy koncentra¢ni zavislosti DHCA jsou na obr. 6, zavislost
potencialu piku p1, p2 a p3 na koncentraci DHCA je na obr. 7, zavislost velikosti proudu
piku p1, p2 a p3 na koncentraci DHCA je na obr. 8. V tab. 3 jsou uvedeny parametry
linearni zavislosti pro vSechny tii piky.

Pik p1 se tvoifi v celém naméfeném koncentracnim rozsahu. Potencial tohoto
piku se s rostouci koncentraci o ca 15 mV posouva do zapornéjsich oblasti. Proud piku
roste v rozsahu koncentraci 1-107° — 6-107> mol 17!, pii koncentraci 8-107> mol-1"! klesa
a déle s rostouci koncentraci opét stoupa. Pokles proudu pfi koncentraci 8-107> mol-1!
se da vysvétlit pocinajici se tvorbou druhého piku p>. Metoda DCV vsak neni natolik
citlivd, aby tuto skuteCnost viditeln¢ zaznamenala. Dobfe pozorovatelny je tento

piechod u metody DPV (viz kapitola 3.1.2.2.).
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Tvorbu piku p2 pozorujeme az pii vysSich koncentracich, a to od koncentrace
8:107° mol-1"!. Potencial tohoto piku se srostouci koncentraci mirné posouva do
zaporngjsi oblasti, proud piku s rostouci koncentraci roste.

Pik ps se stejné jako pik p» tvoii az pii vyssich koncentracich (od 8-107°
mol-1""). Srostouci koncentraci dochdzi k posunu potencialu tohoto piku do
zaporngjSich oblasti, proud piku s rostouci koncentraci roste.

Ackoliv dochazi s rostouci koncentraci k nartistu vysky proudu vsSech tii piki,
tak linearni dynamické rozsahy jsou pomérné kratké, jak vyplyva z tabulky 3. Pro deset
po sobé jdoucich skenii pro nejniz§i nameétfené koncentrace urceného linearniho
dynamického rozsahu dle tab. 3 byla vypocitana relativni smérodatnd odchylka pro
vysku piku p1 (1:107 mol-17") RSD = 1,5 %, pro pik p2 (2-:10* mol-1'') RSD = 6,7 % a
pro pik ps (2-10* mol-1") RSD = 25,0 %. Nejniz§i mez detekce LOD a mez
stanovitelnosti LOQ byla na HMDE dosazena metodou DCV pro pik pi1 (viz tab. 3).

Na obr. 9 je zobrazena opakovatelnost méteni DHCA (5-10~* mol-1"") pro deset
naslednych skenti. Z tohoto méfeni byla vypocitana relativni smérodatna odchylka
vysky piku pro nejvyssi méfené koncentrace 5-10~* mol-1"!: pro pik p1 je RSD = 7,0 %,
pro p2je RSD = 5,4 % a pik p3 je RSD = 30,6 %. Nejlepsi opakovatelnost ma v nejvyssi

nameétené koncentraci druhy pik po.
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Obr. 6 DC voltamogramy DHCA métené na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 7,0) —
methanol (9:1). Koncentrace DHCA (mol-1""): zakladni elektrolyt (ZE), 1-107 (1),
2:107° (2),4:107° (3), 6:107° (4), 8:107 (5), 1:107% (6), 2:107* (7), 3-107* (8), 4:107* (9)
5107 (10). (A) je vyiez z (B).
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Obr. 7 Zavislost potencidlu piku Epi (®), Ep2 (©) a Epz (©) na koncentraci DHCA v
rozmezi ¢ = 1-10° — 5-107* mol-I"' méfena metodou DCV na HMDE v prosttedi BR
pufr (pH 7,0) — methanol (9:1).
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Obr. 8 Zavislost proudu piku /1 (@), 12 (©) a I3 (©) na koncentraci DHCA v rozmezi
c=1107-510* molI"! méfena metodou DCV na HMDE v prostiedi BR pufr (pH
7,0) — methanol (9:1). Obr. (A) piky p1 a p2, obr. (B) pik ps.

Tab. 3 Parametry linearni zavislosti pro pik pi, p2 a p3 DHCA. Méteno metodou DCV
na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1).

. linedmi smérnice usek korelatni ~ LOD LOQ
pik  dynamicky (nA-pumol 1)  (nA) koeficient  (umol-I"")  (umol-1"")
rozsah (umol-17") K K K
pi 1060 2,00 % 0,02 2,6+0,6  0,9998 2,3 7,6
p» 200400 0,30+0,03  284+90 09854
ps 200 — 400 30,8£0,9  2660+280  0,9983
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Obr. 9 DC voltamogramy DHCA (¢ = 5:10~* mol-I"!) méfené metodou DCV na HMDE
v prostiedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1). Deset za sebou jdoucich skeni.

3.1.2. Diferenéni pulsni voltametrie dehydrocholové kyseliny

3.1.2.1. Studium pH zavislosti

Elektrochemické chovani DHCA (¢ = 5-10% mol-1™!) bylo studovano také
metodou DPV na HMDE ve smésném prostfedi BR pufr — methanol (9:1) v rozsahu pH
3,0 — 12,0. Pifi pH 2,0 latka jiz neposkytla touto metodou signal diky zuZzeni
potencialového okna v diisledku vylu¢ovani vodiku.

Na obr. 10 jsou voltamogramy DHCA naméfené v daném rozsahu hodnot pH,
v tab. 4 jsou uvedeny hodnoty potencidlii a proudi jednotlivych piki DHCA a
potencialy tiniku zakladniho elektrolytu a iniku DHCA odectené pfi velikosti proudu —
12 pA. Stejné jako u DCV piedchazi do pH 5,0 unik zakladniho elektrolytu o ca 100
mV unik DHCA, od pH 6,0 jsou potencialy Uniku zakladniho elektrolytu a DHCA
shodné.

Metoda DPV poskytla stejn¢ jako metoda DCV tti piky DHCA. Hlavni trendy
zévislosti potenciali (obr. 11) a vySek pikd (ebr. 12) na pH viceméné koreluji

s vysledky ziskanymi DC voltametrii.
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Prvni pik DHCA, oznaceny jako pi, se tvoii v rozsahu pH 6,0 — 12,0. Jeho
potencial kolisd mezi hodnotami —1206 az —1296 mV. Do pH 9,0 je viditelny posun
potencialu do kladné&jsi oblasti (obr. 11), od pH 10,0 je patrny posun k zaporné&jsim
potencidlim. Vyska piku pi je konstantni bez vyraznych vykyvi (obr. 12).

Pik p> se tvoii v rozsahu pH 4,0 — 12,0. Potencial piku p2 se s rostouci hodnotou
pH posouvé do zapornéjsich oblasti, v rozsahu pH 4,0 — 6,0 je viditelny vyrazny posun
od —1302 do —1434 mV, od pH 7,0 je potencial tohoto piku konstantni s hodnotou
kolem —1435 mV.

Tteti pik, oznaceny p3, se netvofii stejné jako v pripadé metody DCV pfii pH 6,0 a
12,0. Vyrazny posun potencialu piku od —1251 do —1748 mV pozorujeme v rozsahu pH
3,0 -7,0, od pH 8,0 je hodnota potencidlu konstantni kolem —1740 mV.

Jako nejvhodnéjsi prostiedi bylo pro metodu DPV zvoleno také prostiedi o pH
7,0. VSechny tfi piky jsou v tomto prostiedi nejlépe vykresleny. V tomto prostiedi pak
byla méfena také koncentracni zavislost.

Stejné jako u metody DCV miuzeme 1 u metody DPV pozorovat zvlastni chovani
DHCA v prostiedi o pH 6,0, kdy se tvoii pouze druhy pik p2. Oproti metodé¢ DCV je
vSak tento pik mnohem vyraznéjsi a nebyl problém s jeho vyhodnocenim. Toto zvlastni
chovani je stejné jako u metody DCV mozno piipsat zménam v protonizaci karboxylové
skupiny postranniho fet¢zce DHCA spojené s hodnotou pKa 4,74.

Pro rozsah pH 3,0 — 5,0 jsou patrné vyssi hodnoty proudové odezvy pro pik ps a
také posun potencidlu tohoto piku do zapornych potencialii. Také co se ty¢e uniku

samotného zakladniho elektrolytu, 1 zde plati skute¢nosti uvedené pro metodu DCV.
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Tab. 4 Zavislost potencidlu piku Ep1, Ep2 a Ep3 a proudu piku /1, 2 a Ip3 DHCA (¢ =

5:10* mol-1"") na pH BR pufru méfené metodou DPV na HMDE. Méfeno v prostiedi

BR pufr — methanol (9:1). Potencial uniku samotného zakladniho elektrolytu Eumik ze a

roztoku s DHCA Euik puca byl ode€itan pii ca—12 pA.

Epi Ep Ep I ) Ips Einikze  Eunik DHCA
pH mV) (mV) @mV) @A) (nA) mA)  (mV) (mV)
3,0 - - -1251 - - —6430 —1488 —1591
4,0 - —-1302 —1388 - —5134 —6946 —1550 —1645
5,0 - —-1369 —1495 - —3601 —6387 —1703 —1828
6,0 —-1296 —-1434 - —161,5 —1441 - —1866 —1846
7,0 —-1270  —1438 —1748 89,7 —-419,5  —5467
8,0 —-1265 —1441 -1737 -106,8 —270,6  —2759
9,0 -1206  —-1435 -—1727 -1233 —-179,7 —867.9 1 1
10,0 —1216 —1436 -—-1744 -—-115,8 —-191,7 —829,6
11,0 —-1228 —1438 —-1765 —178,7 —-197,9 —859,9
12,0 —1227 —1435 - —-91.3 -197.8 -

3ipka oznacuje shodu potencialu uniku cistého zékladniho elektrolytu s roztokem

DHCA.
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Obr. 10 DP voltamogramy DHCA (¢ = 5-10* mol-1"') mé&fené na HMDE pfi riizné
hodnot¢ pH v prostiedi BR pufr — methanol (9:1). pH BR pufru: 3,0 (1), 4,0 (2), 5,0 (3),
6,0 (4), 7,0 (5), 8,0 (6), 9,0 (7), 10,0 (8), 11,0 (9), 12,0 (10). (A) je vyfez z (B).
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Obr. 11 Zavislost potencialu piku Epi (@), Ep (0) a Ep3 (8) DHCA (¢ = 5:10* mol-17)
na pH BR pufru. Méteno metodou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr — methanol
(9:1).
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Obr. 12 Zavislost proudu piku 7,1 (®), Iz (0) a I3 (8) DHCA (¢ = 5-10* mol-1™") na pH
BR pufru. Méfeno metodou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr — methanol (9:1).
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3.1.2.2.Koncentraéni zavislost

Koncentra¢ni zavislost DHCA byla zméiena na HMDE metodou DPV
v prosttedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1) v rozsahu koncentraci 1-107° — 5-107*
mol-I"!. Voltamogramy koncentra¢ni zavislosti DHCA jsou na obr. 13, zavislost
potencidlu piku p1, p2, a p3 DHCA na koncentraci je na obr. 14 a zavislost velikosti
proudu piku pi, p2, a p3 DHCA na koncentraci je na obr. 15. V tab. 5 jsou uvedeny
parametry linedrni zavislosti pro vSechny tii piky.

Prvni pik p1 se u metody DPV (stejné jako u DCV) tvofi v celém rozsahu
méfenych koncentraci. Jeho potencial se posouva od —1100 mV v fadu koncentraci 107
mol-1"! 0 10 mV do zaporngjsich oblasti, v fadu koncentraci 10 molI"! je tento posun
0 20 mV. Proud tohoto piku roste do koncentrace 6-10~> mol-1"!, pii koncentraci 8-107°
mol-1"! poklesne a od koncentrace 1-10~* mol-I"! opét stoupa. Pokles proudu piku p pii
koncentraci 8-10° mol-1"! je spojeny s tvorbou druhého piku p», jak bylo piedeslano pro
DC voltametrii. Pik p> se tvofi jiz pti koncentraci 4-107> mol-1"!, ale je velmi plochy a
Spatn¢ vyhodnotitelny. Vyraznéji se tento pik zacina tvofit pravé az pii koncentraci
8:10° mol-1"!. Na obr. 14 vidime mirny posun potencialu piku p> do zdpornych hodnot.
Proud piku p> s rostouci koncentraci roste.

Tteti pik ps se tvoii az pti vyssich koncentracich od 1:10* mol-1"!. Potencial se
opét posouva vzdy o ca 10 mV do zapornéjSich oblasti. Proud piku s rostouci
koncentraci roste.
dynamického rozsahu (viz tab.5) jednotlivych pikli byla vypocitana relativni
smérodatna odchylka pro pik pi (1:10° mol-1') RSD = 2.4 %, pro pik p. (4-107°
mol-1"") RSD = 1,1 % a pro pik p3 (1-10* mol-I"') RSD = 13,9 %.

Na obr. 16 jsou voltamogramy DHCA deseti po sob¢ jdoucich skenti. Z tohoto
méfeni byla vypocitana relativni smérodatnd odchylka pro nejvys§i namétenou
koncentraci 5-10"* mol-I"!: pro pik p1 je RSD = 9,3 %, p2 je RSD = 6,7 % a p3 je RSD =
21,9 %. Nejvyssi opakovatelnosti bylo stejné jako u metody DCV dosazeno pro pik pa.

Ve srovnani s metodou DCV poskytuje metoda DPV v ptipadé tietiho piku,
ktery pravdépodobné odpovidé redukci karboxylové skupiny, vyssi opakovatelnost pro

nejnizsi 1 nejvyssi namefenou koncentraci, zaroven bylo metodou DPV dosazeno
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niz$ich mezi detekce LOD a stanovitelnosti LOQ (tab. 5), a také linearni dynamické
rozsahy jsou oproti metodé DCV S$irsi. Z analytického hlediska je vSak 1 vyuziti metody
DPV diskutabilni.

Na obr. 17 jsou voltamogramy DHCA méfené v Case s dvoumesi¢nim
odstupem. Z obrazku je vidét, ze dochazi k poklesu proudu vsech tii pikii, nejznatelné;jsi
je tento pokles v pripad¢ piku p3, kdy dochazi k jeho uplnému vymizeni. Z divodu
nazornosti jsou uvedeny pouze voltamogramy pro metodu DPV, protoze metoda DCV
neni tolik citlivd a neni u ni pfili§ viditelny pokles proudu druhého piku p. Je tedy
evidentni, ze zasobni roztok DHCA v methanolu neni staly a pii praci s DHCA je tifeba
disledné dbat na rychlou c¢asovou naslednost jednotlivych méfeni. Zaroven lze DP
voltametrii doporucit jako metodu vhodnou k méteni stability roztoktt DHCA, nebot’
klasickou metodu UV spektrometrii vzhledem k nizké absorbanci roztoku DHCA v UV

oblasti nelze pouZit.

-210 - (B) 1-4500
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-70 - 1-1500
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0 1 1 1 ] " 1 " 1 " 1
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Obr. 13 DP voltamogramy DHCA métené na HMDE v prostfedi BR pufr (pH 7,0) —
methanol (9:1). Koncentrace DHCA (mol-1"!): zékladni elektrolyt (ZE), 1-107° (1),
2:107° (2),4:107° (3), 6:107° (4), 8:107 (5), 1:107* (6), 2:107* (7), 3-107* (8), 4:107* (8)
5107 (10). (A) je vyiez z (B).
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Obr. 14 Zavislost potencialu piku Ep1 (e), Ep (0) a Epz (8) na koncentraci DHCA v

rozmezi ¢ = 1107 — 5-10* mol.I"! méfena metodou DPV na HMDE v prostfedi BR

pufr (pH 7,0) — methanol (9:1).
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Obr. 15 Zavislost proudu piku /1 (e), 1,2 (©) a Ip3 (©) na koncentraci DHCA v rozmezi
c=1-107 - 5-10"* mol-I"! méfena metodou DPV na HMDE v prosttedi BR pufr (pH

7,0) — methanol (9:1).
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Tab. 5§ Parametry linearni zavislosti pro pik p1, p2 a p3 DHCA. Métfeno metodou DPV
na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1).

linearni

k  dvnamick¢ rozsah smérnice usek korelacni LOD LOQ
P (ﬁml-rl)y (nA-pmol 1) (nA) koeficient (umol-I™") (umol-I™")
pi 10-60 1,80+£0,10 11,3+£2,9 09945 2,1 6,9
P> 40-—400 0,30+0,02  3,0+33 09842 20,5 68,3
ps 100 —400 123£0,70  627+180  0,9914
-4800
/(nA) |
-3200
-1600
0 i

-1200

-1500
E(mV)

-1800

Obr. 16 DP Voltamogramy DHCA (5:10~* mol-1"") mé&fené na HMDE v prostfedi BR

pufr (pH 7,0) — methanol (9:1). Deset za sebou jdoucich skend.
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Obr. 17. DP voltamogramy DHCA (5-10* mol-1"") na HMDE v prostfedi BR pufr (pH
7,0) — methanol (9:1) zaznamenané prvni (1), Sedesaty (2) a stodvacaty (3) den po

ptiprave zadsobniho roztoku.

3.1.3. Cyklicka voltametrie dehydrocholové kyseliny

Cyklicka voltametrie DHCA (¢ = 5-10* mol1"") byla méfena v prostfedi BR
pufr (pH 7,0) — methanol (9:1) na HMDE v rozsahu rychlosti polarizace 10 — 2560
mV-s .

Cyklické voltamogramy DHCA jsou zobrazeny na obr. 18A a 18B. V souladu
s metodami DCV a DPV se tvoii tfi katodické piky a tfi anodické protipiky. Jednotlivé
katodické piky a anodické protipiky se vSak netvoii stejné v celém rozsahu méfenych
rychlosti polarizace. Tato skutecnost je pro nazornost uvedena v tab. 6. Pro prvni a
druhy katodicky pik px1 a pke se tvoii regulérni protipik obraceny na anodickou stranu.
Pro treti katodicky pik px3 se vSak pii nizkych rychlostech polarizace v rozmezi 10 —
320 mV-s'! (obr. 18B) tvoii protipik obraceny na katodickou stranu, pii vyssich
rychlostech polarizace pak jiz anodicky protipik neni ziejmy.

Tvorba zpétného protipiku otoceného do katodické oblasti neni vyjimecna jen

pro dehydrocholovou kyselinu, ale byla pozorovéana také u dalsich zlu¢ovych kyselin.
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V ptipadé chenodeoxycholové kyseliny se na HMDE 1 m-AgSAE tvofi protipik otoceny
do katodické oblasti ve smésném prostiedi BR pufr (pH 4,0) — methanol (9:1) také pii
niz§ich rychlostech polarizace (20 — 320 mV-s '), pro vyssi rychlosti je pak protipik
otodeny klasicky do anodické oblasti?. Dal§imi Zlu¢ovymi kyselinami, u kterych je toto
neobvyklé chovani pozorovatelné, jsou kyselina glykocholova (GA) a deoxycholova
(DCA), jejichz cyklickd voltametrie byla provedena na m-AgSAE také ve smésném
prostfedi BR pufr (pH 4,0) — methanol (9:1)*°. Kromé Zlu¢ovych kyselin byl tento jev
pozorovan také napt. u glukozy, jejiz cyklickd voltametrie byla provedena na borem
dopovaném mikrokrystalickém diamantu a nanomikrokrystalickém diamantu, a je
pri¢itan elektrochemické reakci probihajici v adsorbovaném stavu®’.

V tab. 7 jsou uvedeny rozdily potencidlu katodickych a anodickych pikt AEp1,
AEpy a AEy; a podily jejich proudl Ioki/Ipat, Ipko/Ipaz @ Ipk3/Ipa3. Na obr. 19A je zavislost
potencialu katodickych pikli pxi, px2, px3 a anodickych pikd pai, pa2, pa3 DHCA na
rychlosti polarizace v v linearnim méfitku, na obr. 19B je tato zavislost v logaritmickém
méfitku. Na obr. 20 je zobrazena zavislost proudu katodickych pikl  pki, pe a
anodickych pikil pai, pa2 DHCA na rychlosti polarizace v.

Potencialy vSech tii katodickych pikii se s rostouci rychlosti polarizace mirné
posouvaji do zapornych hodnot potencialli, potencialy vSech anodickych pikii se mirné
s rostouci rychlosti polarizace posouvaji do kladnych oblasti potencidli. Zaroven je
evidentni, ze rozdil potenciali anodickych a katodickych pikii AE, je nizky. To spolu
s relativné ostrym a symetrickym tvarem pikd napovida, Zze elektrochemicky d¢j je
ovlivnén adsorpci DHCA na povrch elektrody. To bylo potvrzeno linearni zavislosti
proudu katodickych pikd pxi a pke a jejich anodickych protipikli pai a pa2 na rychlosti
polarizace, viz obr. 20. Parametry této zavislosti jsou uvedeny v tab. 8. Jedna se tedy o
d¢j tizeny adsorpci.

Zavislost velikosti proudu dvojice trettho katodického px3 a anodického
protipiku pa3 na rychlosti polarizace neni linearni, k linearizaci nedochazi ani po
vyneseni zavislosti velikosti proudu na odmocning rychlosti polarizace vv. Z téchto
vysledkli vyplyva, ze elektrochemické reakce DHCA jsou vyrazné ovlivnény jeji

adsorpci na elektrodu a lze je charakterizovat jako quasireverzibilni.
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Tab. 6 Rozsah rychlosti polarizace elektrody, pfi které lze zaznamenat existenci

jednotlivych katodickych a anodickych pikt.

pﬂ( Pxi1

Pr2

Px3

Pal

Paz Pa3

v(mV.s') 40 —2560

10 —1280

10 — 640

80—2560 80—1280 10*—3207

azpétny anodicky protipik oto¢eny do katodické oblasti

Tab. 7 Rozdil potencialu katodickych piku a anodickych pikd AEp1, AEy a AEy a

pomér proudu katodickych piku a anodickych piki lok1/Ipat, Ipk2/Ipa2 @ Ipks/Ipa3 pro DHCA
(c = 5-107* mol-1"!). Méfeno na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1)

metodou cyklické voltametrie.

E}mV-S’l) AE,  AEn  AEps Lwlla Lo/l I/l
10 T - 6.4

20 N L - 44

40 N - 5,1

80 19 28 15 1,3 1,3 11,5
160 10 2 1 1,4 1,0 31,9
320 22 16 60 1,4 0,8 23,6
640 22 39 17 1,0 1,0 5,5
1280 37 77 — 1,0 0,7 —

2560 37 — — 1,1 — —
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Obr. 18 Cyklické voltamogramy DHCA (¢ = 5-10°* mol-1"") méfené na HMDE v
prostfedi BR pufr (pH 7,0) — methanol (9:1). Rychlosti polarizace (mV-s!): 10, 20, 40,
80, 160, 320, 640, 1280, 2560. (A) je vyiez z (B).
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Obr. 19. Zavislost potencialu katodickych piku pki (®), pr2 (m) a pxs (A) a anodickych piki pai
(0), pa2 (0) a paz (A) DHCA (¢ = 5-10* mol-I"") na rychlosti polarizace v v rozmezi 10 — 2560
mV-s'!. Mé&eno na HMDE metodou cyklické voltametrie v prostiedi BR pufr (pH 7,0) —

methanol (9:1). (A) linearni métitko (B) logaritmické méftitko.
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Obr. 20. Zavislost proudu katodickych piku pxi1 (®) a px> (m) a anodickych pikl par (©)

a pa2 (0) DHCA (c = 5-10°* mol-I"!) na rychlosti polarizace v v rozmezi 10 — 2560

mV-s™!

— methanol (9:1).

. Méteno na HMDE metodou cyklické voltametrie v prostiedi BR pufr (pH 7,0)

Tab. 8 Parametry linedrni zéavislosti proudu katodickych pikti pxi a pk2 a anodickych

pikli pa1 @ pa2 DHCA (¢ = 5:10* mol-1™"). Méfeno na HMDE metodou cyklické

voltametrie v prostiedi BR pufr (7,0) — methanol (9:1).

rozsah .. , "

K rychlosti smeérnice usek korelacni
P (mV-s ) (nA-mV~!'s) (nA)  koeficient
pxi 10 —-2560 0,52+ 0,02 55,4 0,9934
P2 10 - 1280 0,26 £ 0,01 98,6 0,9965
Pal 10 - 2560 0,46 + 0,03 54,9 0,9733
Pa2 10 - 1280 0,42 + 0,05 70,9 0,9471
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3.2. Studium elektrochemického chovani dehydrocholové
kyseliny na rtutovym meniskem modifikované stribrné
tuhé amalgamové elektrodé

3.2.1. Diferenéni pulsni voltametrie dehydrocholové kyseliny

3.2.1.1.Studium pH zavislosti

Elektrochemické chovani DHCA (c = 5-10* mol-1"") bylo studovéano také na m-
AgSAE v prostfedi BR pufr — methanol (9:1) metodou DPV. Létka poskytuje signal
vrozmezi pH 4,0 — 12,0. Pfi pH 2,0 a 3,0 nebyl signdl zaznamenédn a kvili z(zZeni
potencialového okna v disledku vyvoje vodiku na elektrode¢.

DHCA poskytuje na m-AgSAE pii koncentraci ¢ = 5-10* mol-1"! dva piky,
které svymi potencidly odpovidaji druhému a tietimu piku viditelnému na HMDE. Piky
jsou tedy oznaceny odpovidajicim zplsobem jako p> a ps3 vporadi vyskytu na
potencialové ose od nuly k zapornym potencialtim.

DP voltamogramy DHCA jsou na obr. 21, v tab. 9 jsou uvedeny hodnoty
potencidlu a proudu obou pikili, na obr. 22 je zobrazena zavislost potencialu piku na
hodnot¢ pH a na obr. 23 je zavislost vysky piku na hodnot¢ pH.

Pik p2 se tvoii v celém méfeném rozsahu hodnot pH s potencidlem kolem —1450
mV a odpovida tak piku p2, ktery poskytuje HMDE metodou DPV s potencidlem ca —
1435 mV, zaroven vykazuje podobné trendy s chovanim piku p> na HMDE: Pro nizsi
hodnoty pH pozorujeme vyrazny posun potencialu piku p> do zapornych oblasti, od pH
6,0 je pak jeho hodnota viceméné konstantni. Proud piku od pH 4,0 do pH 11,0 vyrazné
klesa.

Pik ps se netvofi pfi hodnotach pH 5,0, 11,0 a 12,0. Jeho potencial kolisad mezi
hodnotami —1699 mV az —1770 mV a odpovida tak piku p3 zméfeném metodou DPV na
HMDE. Pii pH 11,0 a 12,0 se tento pik netvoii patrné kviili kratSimu potencidlovému
oknu m-AgSAE. Pii hodnoté pH 5,0 jsou vzhledem k hodnoté pKa 4,74 v roztoku
zastoupeny protonizovana i neprotonizovana forma COOH skupiny postranniho fetézce
DHCA na Cy4 a pik p3 neni zfejmy, pii vysSich pH pak jeho vysSka postupné klesa.
Chovani DHCA na m-AgSAE je tedy do znacné miry obdobné jako na HMDE a je tedy
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pravdépodobné, ze dochazi k redukci vodiku karboxylové skupiny COOH uhliku Ca4
(pik p3) a pik p2 odpovida adsorpci latky na elektrodu.

Metodou DP voltametrie byla na m-AgSAE déle méfena koncentracni zavislost
DHCA ve smésném prosttedi o pH 6,0. Rozsah meéfitelnych koncentraci je vSak
pomérné kratky s rozsahem 4-107> — 5:10~* mol-1"' a metoda DPV na m-AgSAE proto
neni vhodné pro kvantifikaci DHCA v roztoku. Pfi nizSich koncentracich v rozsahu
4-107° — 3-10* mol-1"! pozorujeme tvorbu piku, ktery odpovidd prvnimu piku pi
zméfenému na HMDE metodou DPV. Pro tento koncentracni rozsah je tedy mozné
pozorovat tvorbu tii pikli s pfiblizn€ stejnymi hodnotami potencialti, jako je tomu na
HMDE.

Koncentra¢ni zavislost byla na m-AgSAE déale méfena metodou ,,square-wave*

voltametrie v kapitole 3.2.2.2.

Tab. 9 Zavislost potencidlu piku Ep, a Eps a proudu piku I, a I3 DHCA (¢ = 5-107*
mol-1™") na pH BR pufru méfené metodou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufr —
methanol (9:1).

pH Ep (mV) Ep@mV) InmA)  IL3(@0A)
4,0 —1403 -1699 —1254 —3442
5,0 —1514 - —1130 -

6,0 —1445 —1765 —447 —2251
7,0 —1455 —1748 —87,4 —1254
8,0 —1456 —1745 =723 —528
9,0 —1448 —1742 —66,9 —358
10,0 —1447 —1770 —33.3 —217
11,0 —1446 - -31,9 -

12,0 —1442 - —34,6 -
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Obr. 21 DP voltamogramy DHCA (c = 5-10* mol-1"!) méfené na m-AgSAE pfi rlizné
hodnot¢ pH v prostiedi pH BR pufr — methanol (9:1). pH BR pufru: 4,0 (1), 5,0 (2), 6,0
(3), 7,0 (4), 8,0 (5), 9,0 (6), 10,0 (7), 11,0 (8), 12,0 (9). (A) je vyfez z (B).
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Obr. 22 Zavislost potencialu piku Ep, (@) a Ep3 (0) DHCA (¢ = 5-10* mol-I"!) na pH
BR pufru. Méfeno metodou DPV na m-AgSAE v prostfedi BR pufr — methanol (9:1).
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Obr. 23 Zavislost proudu piku I, (@) a I3 (o) DHCA (¢ = 5:10* mol-I'!) na pH BR
pufru. Méfeno metodou DPV na m-AgSAE v prostfedi BR pufr — methanol (9:1).

3.2.2. ,Squar-wave“ voltametrie dehydrocholové kyseliny

Studium elektrochemického chovéani dehydrocholové kyseliny bylo provedeno
také metodou ,,square-wave“ voltametrie. Pfednostmi této metody, ktera je vhodna
obzvlasté pro stanoveni na zdklad¢ reverzibilnich elektrochemickych reakei, jsou
piedevsim jeji velka citlivost, schopnost potlacovat Sum pozadi a také znacna rychlost
oproti metoddm DC a DP voltametrie, analyza tak trvd mnohem krat$i dobu. ,,Square-
wave“ voltametrie je jedinou metodou, kterd byla teprve neddvno pouzita ke
kvantifikaci kyseliny cholové na stacionarni elektrodé¢ (HMDE) na zdkladé jeji
redukce®.

Na zakladé pH zavislosti z pfedchozi kapitoly bylo pro m-AgSAE zvoleno
prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1) a koncentrace zakladniho analyzovaného
roztoku DHCA 5-10~* mol-1"".
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3.2.2.1.Optimalizace parametrd méfeni

Pro metodu ,square-wave® voltametrie je nejprve potieba zvolit vhodné
parametry méteni, kterymi jsou potencidlovy krok Esep, amplituda potencialového pulsu
A a frekvence f. V zavislosti na hodnoté¢ parametru a koncentraci (blize popsano
v nasledujici kapitole 3.2.2.2.) poskytuje DHCA opét maximalné tfi piky. Potencial
prvniho piku pi je kolem —1400 mV, potencial druhého piku p> se pohybuje v rozmezi
—1480 az —1530 mV a tieti pik ps mé potencidl kolem —1820 mV. Potencialy téchto
jednotlivych pikd tedy svymi hodnotami pro zvolené pH pfiblizné odpovidaji
jednotlivym potencidltim pikli popsanym pro metody DCV a DPV jak na HMDE, tak na
m-AgSAE. Pouze potencial prvniho piku je posunuty ca o 100 mV do zapornéjsi
oblasti.

Jako prvni parametr byl zvoleny potencidlovy krok FEsep, ktery se meénil
v rozsahu 1-10 mV. Amplituda 4 byla nastavena zhruba ve stfedu rozsahu 10-150 mV,
tedy na hodnotu 70 mV a frekvence f'byla obdobné volena ve stfedu méfeného rozsahu
10-100 Hz na 50 Hz. Voltamogramy ziskané zménou potencidlového kroku jsou
uvedeny na obr. 24, zavislost potencidlu piku na potencialovém kroku je na obr. 25A a
zavislost vySky piku na potencidlovém kroku je na obr. 25B. Na voltamogramech
zobrazenych na obr. 24 pozorujeme tvorbu druhého a tfetiho piku. S rostouci hodnotou
potencialového kroku nedochazi k vyrazné zméné potencidlu obou pikii p2 a p3. Ze
zavislosti vySky piku p2 na potencidlovém kroku vidime na obr. 25B, Ze se vyrazné
neméni, naopak vySka piku ps; srostouci hodnotou potencialového kroku vyrazné
stoupd, pii 9 mV dosahuje maxima a poté mirn¢ klesd. Z namétenych voltamogramt
pak byla vybrana hodnota potencidlového kroku pro dalsi mefeni 3 mV. Ackoliv pfi této
hodné nebylo dosazeno nejvyssi proudové odezvy, tak byly oba piky nejlépe vykreslené
a nejlépe se vyhodnocovaly. Piky DHCA poskytnuté metodou ,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE jsou dost ploché a je tak obtizné je vyhodnotit.

Druhym optimalizovanym parametrem byla amplituda A. Potencidlovy krok byl
nastaveny na hodnotu 3 mV, frekvence opét ve stiedu méteného rozsahu na 50 Hz a
amplituda byla méfena v rozsahu 10 — 150 mV. Naméfené voltamogramy jsou na obr.
26, zavislost potencialu piku na amplitud¢ je na obr. 27A a vyska piku je na obr. 27B.

V zévislosti na hodnoté amplitudy se tvofi jednotlivé piky. Prvni pik p1 je patrny az pti
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vysSich hodnotach pro rozmezi 110 — 150 mV, je velmi plochy a obtizné
vyhodnotitelny. Potencial tohoto piku se s rostouci amplitudou posouva do kladnych
potencidlli, vyska piku roste. Druhy pik se tvofi v celém rozsahu, nejvyraznéji se pak
tvoii v rozsahu 30 — 90 mV. Od hodnoty 100 mV se jiz zacina objevovat ndznak piku
p1, ktery patrné potlacuje dalSi tvorbu a ostrost vykresleni piku p>. Se zvySujici se
hodnotou amplitudy dochazi k posunu potencialu piku p> do zapornych hodnot, vyska
piku roste. Tteti pik ps se opét tvoii pouze v omezeném rozsahu a to pro hodnoty
v rozmezi 30 — 100 mV. Potencial tohoto piku se s rostouci amplitudou posouva stejné
jako pik p1 do kladnych hodnot, jeho proud vyrazné roste v rozsahu 30 — 70 mV a pak
se jiz vyrazné neméni. Pro amplitudu pak byla zvolena hodnota 60 mV, opét vzhledem
k tvaru piki.

Poslednim hledanym parametrem byla hodnota frekvence. Ta byla hledana
v rozsahu 10 — 100 Hz, stejné jako u potencidlového kroku se tvoii pouze druhy a tieti
pik. Tteti pik se netvoii pro hodnotu /= 100 Hz. Voltamogramy jsou zobrazeny na obr.
28, na obr. 29A je zavislost potencialu pikti na frekvenci na obr. 29B je zavislost vysky
pikti na frekvenci. Potencial piku p2 se pohybuje kolem hodnoty —1490 mV a vyrazné se
neméni, vyska piku s rostouci frekvenci mirn¢ roste. Potencial piku ps se také pfilis
neméni, pohybuje se kolem —1820 mV, jeho vyska vSak s rostouci frekvenci vyrazné
roste. Pro frekvenci byla zvolena hodnota 30 mV.

V nésledujici kapitole 3.2.2.2. je se zvolenymi parametry zobrazena a

diskutovéana koncentra¢ni zavislost DHCA méfend metodou ,,square-wave* voltametrie.

51



-13500F '
/(nA) | 0
-9000
-4500 + 1
0

-1200

1500 E(mV) -1800

Obr. 24 Voltamogramy DHCA (¢ = 5:10~* mol-1"") méfené metodou ,,square-wave*

voltametrie na m-AgSAE v prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Parametry

méteni: 4 =70 mV, f =50 Hz, Esep v rozsahu 1 — 10 mV.
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Obr. 25 Zavislost potencidlu piku E,» (0) a Ep3 () a proudu piku Iz (0) a I3 (8)

DHCA (c = 5-10~* mol-I"!) na potencidlovém kroku Esep v tozmezi 1 — 10 mV. Méfeno

metodou ,,square-wave* voltametrie na m-AgSAE v prostfedi BR pufr (pH 6,0) —

methanol (9:1). Dalsi parametry meieni: 4 = 70 mV, f =50 Hz.
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Obr. 26 Voltamogramy DHCA (¢ = 5-10~* mol-1"!) méfené metodou ,,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE v prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Parametry
meéfeni: Esep =3 mV, f =50 Hz, 4 vrozsahu 10 — 150 mV.
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Obr. 27 Zavislost potencialu piku Epi (@), Ep2 (0) a Epz (8) a proudu piku 11 (@), Iz (0)
a I3 (6) DHCA (c = 5-10* mol-I'!) na potencidlu amplitudy 4 v rozmezi 10 — 150
mV. Méfeno metodou ,,square-wave* voltametrie na m-AgSAE v prostfedi BR pufr (pH

6,0) — methanol (9:1). Dalsi parametry mefeni: Esep =3 mV, f =50 Hz.
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Obr. 28 Voltamogramy DHCA (¢ = 5:10~* mol-1"") méfené metodou ,,square-wave*

voltametrie na m-AgSAE v prostiedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Parametry
méteni: Esep =3 mV, 4=60mV, f vrozsahu 10— 100 Hz.
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Obr. 29 Zavislost potencidlu piku Ey2 (0) a Ep3 (8) a proudu piku Iz (0) a I3 (8)
DHCA (c = 5-10* mol-1™!") na frekvenci f v rozmezi 10 — 100 Hz. Mé&feno metodou

»square-wave voltametrie na m-AgSAE v prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1).

Dalsi parametry méteni: Esep =3 mV, 4 =60 mV.
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3.2.2.2.Koncentracni zavislost dehydrocholové kyseliny

Metodou ,,square-wave® voltametrie byla na zavér zméfena koncentracni
zavislost DHCA v rozmezi 2:107° — 5-10~* mol-I"!. Mé&feni probihalo na m-AgSAE ve
smésném prosttedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Roztoky o pfislusnych
koncentracich byly pfipraveny vzdy zvlast’ se zachovanim poméru pufr : methanol 9:1.
Parametry méteni pro ,,square-wave* voltametrii byly zvoleny optimalizaci na Esep = 3
mV,4=60mV af=30 Hz.

DHCA opét poskytuje tii piky, které se objevuji dle hodnoty koncentrace latky
v analyzovaném roztoku. Voltamogramy s oznac¢enim jednotlivych pikl jsou zobrazeny
na obr. 30, na obr. 31 je zavislost potencialti pikti a na obr. 32 vysky pikl na
koncentraci.

Pik p1 se tvoii pouze pii nizsich koncentracich v rozsahu 2-107> —2-10"* mol-1"".
Jeho potencial se s rostouci koncentraci posouva do zdpornéjSich hodnot, vyska piku
roste do koncentrace 6-107° mol-1"!, pti hodnoté 8-107> mol-1 ! klesne a déle se vyrazné
neméni. Stejné trendy v posunu potencialu a vysce pikti vykazuje 1 pik po, ktery se tvori
v celém koncentraénim rozsahu. Oproti piku p1 vSak jeho vyska od koncentrace 8-107°
mol-17! déle roste.

Pik ps se stejné jako pik p1 tvofi pouze v omezeném koncentracnim rozsahu —
pozorujeme ho pfi vysSich hodnotich v rozsahu koncentraci 2:10% — 5-10~* mol-1"%.
Jeho potencial je ve velmi zapornych hodnotach. Proud piku s rostouci koncentraci
roste, ale vzhledem k umisténi ke konci potencidlového okna je obtizn€ vyhodnotitelny.

Linearni dynamické rozsahy vSech tfi pikti jsou dost kratké (jsou naznaceny na
obr. 32), meze detekce a meze stanovitelnosti proto nebyly vyhodnocovany.

Ani metoda ,,square-wave® voltameterie se neprokéazala jako vhodna pro
stanoveni DHCA na m-AgSAE.

Zavérem lze konstatovat, Ze ani jedna z testovanych voltametrickych metod pro
HMDE a m-AgSAE neni vhodna, i1 pfestoze jsou kiivky dobtfe opakovatelné. Nartst
signalu DHCA s koncentraci je obtizné predikovatelny a pro rizné hodnoty koncentrace
DHCA se tvoii rizny pocet pikd. Linearni dynamické rozsahy jsou kratké a studované

metody tak nejsou vhodné ke kvantifikaci.
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Ackoliv se ke kvantifikaci ani jedna z pouzitych metod nehodi, Ize predpokladat,
ze pii tvorbé konjugati svyuzitim COOH skupiny dojde k vyrazné zméné
elektrochemického chovani, tj. studované elektrochemické metody maji potencial pro

charakterizaci nové vzniklych konjugatt a supramolekulérnich systémd.

1-5000
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-2500
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Obr. 30 Voltamogramy DHCA méfené metodou ,,square-wave® voltametrie na m-
AgSAE v prosttedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Koncentrace DHCA (mol-17!):
zékladni elektrolyt (ZE), 2-107, 4-107, 6-107°, 8-107°, 1:107%, 2-107%, 3-107%, 4-107%,
5-107*. Parametry méfeni: Esep =3 mV, 4=60mV, f =30 Hz. (A) vyfez z (B)
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Obr. 31 Zavislost potencidlu piku Epi (®), Ep2 (0) a Epz (©) na koncentraci DHCA v
rozmezi 2-107° — 5-10* mol-1"!. Mé&feno metodou “square-wave” voltametrie na m-
AgSAE v prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Parametry méfeni: Egsep =3 mV,
A=60mV, f =30Hz.
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Obr. 32 Zavislost proudu piku 7 (@), I2 (0) a I3 (B) na koncentraci DHCA v rozmezi
2:107° — 5:107* mol-I"!. Méfeno metodou “square-wave” voltametrie na m-AgSAE v
prostfedi BR pufr (pH 6,0) — methanol (9:1). Parametry méteni: Egep =3 mV, 4 = 60
mV, f =30Hz. (A) je vyiez z (B).
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3.3. Studium elektrochemického chovani chenodeoxycholové
kyseliny na visici rtutové kapkové elektrodé

3.3.1. Studium vlivu vybranych rozpoustédel

Chenodeoxycholova kyselina je latka, kterd je velmi malo rozpustna ve vodé,
dobte se rozpousti v fad€é organickych rozpoustédel jako je ethanol, methanol nebo
acetonitril. Volba rozpoustédla je také dilezita pii syntéze konjugatt zlucovych kyselin.
Vyuziti organickych rozpoustédel ma vSak fadu nevyhod — jsou nebezpecna pro ¢loveka
a zivotni prostiedi a také zvySuji ekonomickou naro¢nost analyzy. Je proto dobré volit
mnozstvi pouzitého rozpoustédla i s pfihlédnutim na tyto faktory.

Elektrochemické chovani CDCA bylo studovano nejprve v methanolu, jako
druhé organické rozpoustédlo byl pro porovnani zvoleny acetonitril. FyzikéaIné-
chemické vlastnosti obou rozpoustédel jsou uvedeny v tab. 10.

Tab. 10 Fyzikalné-chemické vlastnosti methanolu a acetonitrilu®**°,

latka methanol acetonitril
funk¢ni vzorec CH;OH CH:;CN
relativni molekulova 32,04 41,05
hmotnost
bod varu 64,5 °C 81,6 °C
bod tuhnuti =97,7 °C —43,8 °C
hustota 0,796 g-cm 0,777 g:cm™®
viskozita 0,551 cP 0,341 cP
vodivost 1,5-10°S-ecm™ | 6:107'°S-cm™
relativni permitivita 32,7 35,9
rozpustnost ve vode n;(;;?; Zlir},llé misitelny
polarita amfiprotni aprotické
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3.3.1.1.Vliv methanolu na voltametrickou odezvu chenodeoxycholové
kyseliny

Studium vlivu obsahu methanolu v roztoku CDCA a zakladniho elektrolytu bylo
provedeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) metodami DC a
DP voltametrie. Toto prostfedi bylo zvoleno s ohledem na optimalizaci provedenou
v bakalai'ské praci’. MnoZstvi methanolu v roztoku se zvySovalo v rozsahu 5 — 95 % se
zachovéanim konstantni koncentrace CDCA 5-10* mol-1"".,

Voltamogramy zakladniho elektrolytu a CDCA jsou zobrazeny pro metodu
DCV na obr. 33A, pro metodu DPV na obr. 33B. Ob¢& tyto metody poskytuji
analogické vysledky. Zakladni elektrolyt poskytuje diky ptitomnosti methanolu
pomérné vyrazny signal v oblasti ca —1100 mV. Zavislost potencidlu piku zakladniho
elektrolytu a CDCA na obsahu methanolu je pro metodu DCV zobrazena na obr. 34A,
pro metodu DPV na obr. 34B. S rostoucim obsahem methanolu v roztoku dochézi
k posunu potencidlu piku zékladniho elektrolytu do zaporngjsich oblasti. CDCA
vykazuje pro obsah methanolu v rozmezi 5 — 30 % dva piky — prvni hlavni pik p: se
pohybuje kolem potencidlu —1300 mV, druhy nasledny pik (postpik) p>» ma potencial
kolem —1380 mV. Tento postpik se tvoii v roztoku o obsahu methanolu 5 — 30 % u
metody DCV i DPV. Pfitomnost tohoto druhého piku ukazuje na silnou adsorpci latky
na povrch elektrody, kterd je podporovéana v prostiedi o nizSim obsahu methanolu.
Adsorpce latky na povrch elektrody mtize vést ke zlepSeni signalu, v piipad¢ velmi silné
adsorpce pak miize dojit k deformaci piku, anebo k rozdéleni piku s tvorbou postpiku*®,
k ¢emuz doslo pravé v ptipadé CDCA. Kompetitivni adsorpce CDCA na elektrodu v
roztocich o nizkém obsahu methanolu vede ke snizeni jeho odezvy.

Rozdil v potencialech piku zékladniho elektrolytu a CDCA (viz obr. 34) je
patrny pro obsah methanolu 5 — 60 %, maximum v rozdilu ca 224 mV (DCV) a 324 mV
(DPV) je pak v prostiedi s desetiprocentnim obsahem methanolu. S rostoucim obsahem
methanolu se k sobé potencidly pika pfiblizuji, pfi obsahu methanolu 60 % jsou
potencialy shodné a dale se jiz zasadné nelisi. Pro vySsi obsah methanolu v roztoku tedy
nelze s jistotou fici, zda se jedna o pik CDCA nebo zakladniho elektrolytu.

Zavislosti proudu piku zakladniho elektrolytu a CDCA na obsahu methanolu
jsou pro metodu DCV zobrazeny na obr. 35A, pro metodu DPV na obr. 35B. Z této
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zavislosti je vidét, Ze pro obsah methanolu 30, 60, 80 a 95 % ptevySuje proud piku
zakladniho elektrolytu pik CDCA.

Z uvedenych zavislosti byl pro obé metody DCV i DPV vybran jako
nejvhodnéjsi obsah methanolu 10 %. Potencial i proud piku zakladniho elektrolytu a
CDCA jsou zde nejvice rozliSeny. Se zvySujicim se obsahem methanolu byly kiivky

zakladniho elektrolytu i CDCA hiife opakovatelné.
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Obr. 33 Voltamogramy zékladniho elektrolytu (--) a CDCA () o koncentraci 5-107*
mol 1! méfené na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol.
Obsah methanolu v roztoku v procentech je uveden u jednotlivych kiivek. (A) metoda

DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 34 Zavislosti potencidlu piku £, ZE (o) a E, CDCA () na obsahu methanolu

v roztoku v rozsahu 5 — 95 %. Méfeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr
(pH 9,1) — methanol. (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 35 Zavislosti proudu piku 7, ZE (o) a I, CDCA (e) na obsahu methanolu

v roztoku v rozsahu 5 — 95 %. Méfeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr
(pH 9,1) — methanol. (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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3.3.1.1.Vliv acetonitrilu na voltametrickou odezvu chenodeoxycholové
kyseliny

Studium vlivu obsahu acetonitrilu v roztoku CDCA a zakladniho elektrolytu
bylo provedeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) metodami
DC a DP voltametrie. Mnozstvi acetonitrilu v roztoku se zvySovalo v rozsahu 5 — 95 %
se zachovanim konstantni koncentrace CDCA 5-10* mol-1"".

Voltamogramy CDCA a zakladniho elektrolytu jsou pro metodu DCV na obr.
36A, pro metodu DPV na obr. 36B. V roztoku acetonitrilu poskytuje CDCA metodou
DCYV jeden pik v rozsahu potencidlti —1234 az —1362 mV s vychylenou hodnotou —1525
mV pro 40% obsah acetonitrilu. I v prostiedi s obsahem acetonitrilu 5 a 10 %, stejné
jako u methanolu, dochazi k tvorb¢ postpiku, i kdyz v ptipadé¢ metody DCV jde spiSe o
naznak, viz mirn¢€ patrny oblou¢ek na voltamogramech na obr. 36A. U metody DPV je
pak tento postpik mnohem vyraznéjsi.

Na obrazku voltamogramt i ze zavislosti potencidlu na obsahu acetonitrilu na
obr. 37A a obr. 37B v roztoku je vidét, ze je pouze minimalni rozdil mezi potencialy
piku zakladniho elektrolytu a CDCA, vyrazné rozdilné jsou vSak hodnoty proudu, které
se zéasadné¢ liSi 1 pro pouzit¢é voltametrické metody. Velké rozdily v proudech
zékladniho elektrolytu a CDCA jsou ziejmé pro metodu DCV na obr. 38A, vyska piku
CDCA je témér v kazdém poméru vyssi nez vyska piku zakladniho elektrolytu, zaroven
zakladni elektrolyt poskytuje méné vyraznou odezvu nez v piipadé methanolu. U
metody DPV jsou vyrazné rozdily ve vySce pikii pouze pro obsah acetonitrilu 5 a 10 %,
viz obr. 38B. Bezpetné Ize odlisit odezvu latky od zdkladniho elektrolytu do obsahu
acetonitrilu 30 %, pfi vysSich pomérech jiz dochdzi k prekryti potenciald piku CDCA
s pikem zékladniho elektrolytu, stejné tak se prekryvaji také vySky piki a v n€kterych
pfipadech je u metody DPV vyska piku zakladniho elektrolytu vyssi nez vyska piku
CDCA.

V acetonitrilu byla dale namétena koncentracni zavislost z divodu moznosti
porovnani vysledki s koncentracéni zavislosti méfenou v methanolu. Obé koncentracni

zavislosti jsou diskutovany v nasledujici kapitole 3.3.2.1.
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Obr. 36 Voltamogramy zékladniho elektrolytu (--) a CDCA (-) o koncentraci 5-107*
mol-1"! mé&fené na HMDE elektrodé v prostredi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) —
acetonitril. Obsah acetonitrilu v roztoku v procentech je uveden u jednotlivych kiivek.

(A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 37 Zavislosti potencidlu piku E, ZE (o) a E, CDCA (e) na obsahu acetonitrilu
v roztoku v rozsahu 5 — 95 %. Méfeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr
(pH 9,1) — acetonitril. (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 38 Zavislosti proudu piku I, ZE (o) a [, CDCA (e) na obsahu acetonitrilu
v roztoku v rozsahu 5 — 95 %. Méfeno na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr
(pH 9,1) — acetonitril. (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.

3.3.2. Koncentraéni zavislost chenodeoxycholové kyseliny

3.3.2.1.Koncentracni zavislost méfena v prostifedi o pH 9,1 metodami DC a
DP voltametrie

Koncentra¢ni zavislost CDCA byla zmétena metodami DC voltametrie a DP
voltametrie v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) a
v prostedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — acetonitril (9:1) na HMDE v rozsahu
koncentraci CDCA  1:10°—5-10*mol-1"%.

Voltamogramy CDCA métené v prostiedi s methanolem jsou zobrazeny na obr.
39A pro metodu DCV, na obr. 39B pro metodu DPV. Na téchto voltamogramech je
vidét, ze se v piipad€é obou metod tvofi jeden hlavni pik CDCA s potencialem v rozmezi
—1100 mV az —1300 mV v celém rozsahu koncentraci. Pti vysSich koncentraci cca od
1-10* mol-1"! se pak tvofi druhy nasledny pik (postpik) s potencidlem kolem —1400
mV. Zavislost vysky piku I, CDCA na koncentraci je zobrazena pro metodu DCV na
obr. 40A, pro metodu DPV na obr. 40B. Z této zavislosti je patrné, ze s ristem

koncentrace nedochazi ani u DCV, ani u DPV k linearnimu nartistu proudu piku CDCA.
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Koncentracni zavislost CDCA byla déle zméfena uvedenymi metodami také
v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — acetonitril (9:1). Voltamogramy
koncentracni zavislosti CDCA méfené v prostiedi s acetonitrilem jsou zobrazeny na
obr. 41A pro metodu DCV a obr. 41B pro metodu DPV. Pro obé metody je na obr. 42
zobrazena zavislost vySky piku /, CDCA na koncentraci métena v prostiedi acetonitrilu.
Ani v prostiedi acetonitrilu nedochéazi k postupnému nértstu proudu piku se zvysujici
se koncentraci. Obdobné jako u methanolu Ize pro koncentrace vy$§i nez 3-10* mol-17!
pozorovat tvorbu pospiku.

Koncentra¢ni zavislost byla dadle méfena metodou cyklické voltametrie, o které

pojednava nasledujici kapitola 3.3.2.2.
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Obr. 39 Voltamogramy CDCA méiené na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy
pufr (pH 9,1) — methanol (9:1). Koncentrace CDCA (mol-1"!): zakladni elektrolyt (ZE),
1-107° (1), 2:1073 (2), 4-107° (3), 6:107° (4), 8:107° (5), 1-107* (6), 2:107* (7), 3-107* (8),
4-107%(9) 5:107* (10). (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 40 Zavislost proudu piku 7, na koncentraci CDCA v rozmezi ¢ = 1-10° — 5-107*
mol-1"! méfenas HMDE v prostfedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.
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Obr. 41 Voltamogramy CDCA méiené na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy
pufr (pH 9,1) — acetonitril (9:1). Koncentrace CDCA (mol-17!): zakladni elektrolyt (ZE),
1-107° (1), 2:1073 (2), 4-107° (3), 6:107° (4), 8:1073 (5), 1-107* (6), 2:107* (7), 3-107* (8),
4-107*(9) 5-107* (10). (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.

66



600 (a) ®1 LB e 1-200
I/ (nA
(VA MR ATTY
400 L 1 F 1-150
i [ ) (]
[ )
o
200f o® ® 1 | e 17100
° [ )
. .
. * L o . 1-50
O- 7 L
0,0 2,0x10*  4,0x10™ 0,0 2,0x10* 4,0x10™
¢ (mol.I") ¢ (mol.I")

Obr. 42 Zavislost proudu piku 7, na koncentraci CDCA v rozmezi ¢ = 1-10° — 5-107*
mol-1"! méfends HMDE v prostiedi 0,04 mol-1™! boratovy pufr (pH 9,1) — acetonitril
(9:1). (A) metoda DCV, (B) metoda DPV.

3.3.2.2.Koncentracni zavislost méfena v prostiedi o pH 9,1 metodou
cyklické voltametrie

Koncentra¢ni zavislost CDCA byla zméifena metodou cyklické voltametrie
v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) na HMDE v rozsahu
koncentraci CDCA 1-10° — 5-10* mol-1"!. Rychlost polarizace v = 1000 mV-s! byla
zvolena na zdkladé piedchozi studie’ této latky, pii které bylo zjisténo, Ze pri
koncentraci CDCA 5-10*mol 17! latka poskytuje v prostiedi 0,04 mol-1"' boratovy pufr
(pH 9,1) — methanol (9:1) katodicky pik a anodicky protipik. D& je v tomto ptipade
fizeny adsorpci.

Cyklickd voltametrie byla zvolena jako metoda, u které je mozné nastavit
vysokou rychlost skenu, pti které latka poskytuje opakovatelnou odezvu. Diky vysoké
rychlosti, tj. kratké dobé mezi utvoienim kapky a dosazeni potencidlu redukce, se
minimalizuje mnozstvi latky, kterd se adsorbuje na povrch elektrody. Diky silné

adsorpci CDCA na povrch elektrody nebylo mozné ve stejném prostiedi pfi nizkych
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rychlostech skenu do 50 mV-s™! naméfit koncentraéni zavislost metodami DC a DP
voltametrie.

Cyklické voltamogramy koncentra¢ni zavislosti CDCA jsou zobrazeny na obr.
43. CDCA poskytuje pii niz§ich koncentracich jeden katodicky pik px1 a jeden anodicky
pik pa. Od koncentrace 810> mol-1"! vyse se pak tvoii druhy nasledny katodicky pik
pr2, tzv. postpik. Pfitomnost tohoto postpiku v ptfipadé cyklické voltametrie ukazuje na
silnou adsorpci latky na povrch elektrody, kdy adsorpéni postpik odpovida redukci
naadsorbované latky, kterd probiha pfi negativnéjsich potencidlech nez redukce volnych
molekul, protoZe pro jejich desorpci musi byt dodana energie*’. Podobné postpiky byly
pozorovany ve stejném prostiedi pro dalsi Zlucové kyseliny — deoxycholovou kyselinu
(DCA) a ursodeoxycholovou kyselinu (UDCA)*

Zavislosti potencidl katodickych pikd pxi, pxe a anodického piku p. na
koncentraci CDCA jsou zobrazeny na obr. 44A v linearnim a obr. 44B v logaritmickém
méfitku. Potencidl katodického piku pxi se pohybuje s rostouci koncentraci CDCA
smérem k zapornéj$im hodnotam v rozmezi —1202 az —1327 mV, katodicky pik px> ma
potencial kolem —1400 mV a potencial anodického piku p. se pohybuje smérem k
zapornéjSim potencidlim v rozmezi hodnot —1051 az —1264 mV. Smérnice posunu
potencialu dvojice pikl px1 a pa se méni pfi koncentraci 8-10~ mol-1"!, od které se
zaroven objevuje pik pk2, coZ je patrné z grafu v logaritmickém méfitku na obr. 44B.
Zavislosti proudu katodickych pikti pki, pk2 a anodického piku pa. na koncentraci CDCA
jsou zobrazeny na obr. 45. Proud katodického piku pix1 roste do koncentrace
8-107° mol-1"!, pii vyssi koncentraci se jeho vyska uz vyrazné neméni. Od koncentrace
8:107° mol-1"! se za¢ina také objevovat druhy katodicky pik pk2, jehoZ vyska s rostouci
koncentraci také roste. Proud anodického piku pa s rostouci koncentraci roste linedrné az
do koncentrace 1-10 *mol-1"! (parametry viz tab. 11), dal$i mirny ndriist Ize sledovat az
do koncentrace 3-107* mol-1"!, kdy zfejmé dochazi k postupnému pokryti povrchu
elektrody latkou.

Parametry linedrni zavislosti pro vSechny tfi piky pki, px2 @ pa jsou uvedeny
v tab. 11. Hodnoty meze detekce LOD a meze stanovitelnosti LOQ byly vypocitany
relativni smérodatné odchylky pro pik pxi je RSD = 1,8 %, pro pik pxo RSD =7.7 % a
pro pik pa RSD = 8,2 %. Nejsirsi linearni rozsah byl naméten pro anodicky pik pa a to
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katodicky pik pxi viz tab. 11.
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Obr. 43 Cyklické voltamogramy CDCA méfeny na HMDE (v = 1000 mV-s')
v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1). Koncentrace CDCA
(mol-17"): zakladni elektrolyt (ZE), 1-107° (1), 2-107° (2), 4:107° (3), 6:107° (4), 8:1073
(5), 1-1074(6), 2-107%(7), 3-107%(8), 41074 (9), 5-107* (10).
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Obr. 44 Zavislost potencidlu katodickych pikll Eyki (@) a Epk2 (©) a anodického piku Epa
(m) CDCA na koncentraci ¢ a na logaritmu koncentrace log ¢ v rozmezi 1-107° —5-107*
1000 mV-s'') na HMDE

mol-1"!. Mé&feno metodou cyklické voltametrie (v =

v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1).
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Obr. 45 Zavislost proudu katodickych pikti Zpki (@), Ik (©) a anodického piku Zpa (m)
CDCA na koncentraci ¢ v rozmezi 1-107° — 5-10~* mol-1"!. Mé&feno metodou cyklické
voltametrie (v = 1000 mV-s™!) na HMDE v prostfedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH
9,1) — methanol (9:1).
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Tab. 11 Parametry linearni zavislosti proudu katodickych pikt Zpki, Zpk2, @ anodického
piku Z,a CDCA na koncentraci c¢. Meéfeno metodou cyklické voltametrie
(v=1000 mV-s ') na HMDE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1).

pik linearni dynamicky smeérnice usek korelatni  LOD LOQ
rozsah (umol-1™")  (nA-umol ™' ‘1) (nA) koeficient  (umol-1"")  (umol-1")

pa  10-40 8,9+0,2 152,4+5,3 0,9979 1,4 4,7

pe 100 -400 1,10+ 0,01 153,8+£4,7 0,9846 77,0 257,0

Pa 10—-100 2,80 £ 0,04 — 0,9865 3,6 12,2

3.3.2.3.Koncentracni zavislost méfena v prostfedi o pH 4,0

Koncentra¢ni zavislost CDCA byla zméfena na HMDE elektrodé¢ v prostfedi BR
pufr (pH 4,0) — methanol (9:1) metodami DC a DP voltamertie, kdy byla pouzita nizka
rychlost polarizace — pro metodu DCV v = 50 mV-s!, pro metodu DPV v =20 mV-s ..
Rozsah méfenych koncentraci je 1:10° — 5:10% mol-1"' . Roztoky o piislusnych
koncentracich byly pfipravovany vzdy zvlast se zachovanim konstantniho obsahu
methanolu v roztoku. Smésné prostiedi o pH BR pufru 4,0 bylo zvoleno na zakladé
predchozi studie této latky?.

CDCA ma v prostiedi pH 4,0 atypicky tvar piku. Vyska proudu tohoto piku je
v prostiedi o pH 4,0, oproti hodnotam pH 5,0 a vySe v pfipadé metody DCV 100x vyssi,
v piipadé metody DPV 40x vys§i?. CDCA se ve vyssich koncentracich (specifikovano
nize) pii tomto pH srazi, coz ma souvislost s protonizaci karboxylové skupiny CDCA
na uhliku Ca4 postranniho fetézce steroidniho jadra. Hodnota pK, CDCA je 4,6. Srazeni
CDCA pozorujeme v rozsahu koncentraci 2:10°* mol-1"' — 5-10% mol-1™!, od
koncentrace 1-10 *mol-1"! niZe je roztok &iry bez srazenin.

Srazeni CDCA ve vysSich koncentracich ma vliv na naméfenou koncentracni
zavislost, jelikoz nedochazi ke kvantitativnimu rozpusténi analytu v roztoku.

Voltamogramy koncentracni zavislosti pro metodu DCV jsou na obr. 46. Na

téchto voltamogramech je vidét jeden jasny pik oznaceny p2 kolem potencidlu
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—1500 mV, kterému predchazi kolem potencialu —1390 mV malo vyrazny pik oznaceny
jako pi1. Zavislost potencidlu obou pikii na koncentraci CDCA je na obr. 47. Pro oba
piky p1 1 p2 plati, ze s rostouci koncentraci dochazi k posunu potencialu do zapornéjsich
oblasti. Na obr. 48 je zobrazena zavislost velikosti proudu piku p: a p2 na koncentraci
CDCA. Pik p:1 se tvofi vrozsahu koncentraci 2:107° — 1-107* mol-1"!, pfi vyssich
koncentracich neni pfili§ zfetelny. Vyska tohoto piku s rostouci koncentraci roste. Pik
p2 se tvoii v celém naméfeném koncentra¢nim rozsahu, ale nartst proudu tohoto piku
pozorujeme pouze pro koncentracni rozmezi 1-107° — 2-10~* mol-1"!. Od koncentrace
2:107* mol-I"! jiz k nartistu proudu nedochazi v diisledku vysrazeni CDCA z roztoku.
Parametry linearni zavislosti jsou pro oba piky uvedeny v tab. 12.

V ptipadé¢ metody DPV je situace pomérné komplikovangjsi, protoze tato
metoda poskytuje tfi piky v rizném rozsahu koncentraci. Pulsni potencidlovy rezim
tedy vyrazné ovliviiuje voltametrickou odezvu CDCA v porovnani s linedrnim naristem
potenciall pii metodé DCV. DP voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 49. Hlavnik pik
oznaceny jako p2 se vyskytuje v rozsahu niz$ich koncentraci 4-10° — 8-107> mol-I"!
s potencidlem kolem —1330 mV. Piky oznacené jako p: a p3 se shodn¢ vyskytuji az pfi
vyssich koncentracich. Pik p; se objevuje od koncentrace 6-10° mol-1"! s potencidlem
kolem —1265 mV, pik ps se objevuje od koncentrace 4-10> mol-1"' s potencialem kolem
—1330 mV. Zavislosti potencidlu piki p1, p2, a p3 na koncentraci CDCA jsou na obr.
50, zavislosti proudu pikii p1, p2 a p3 na koncentraci CDCA jsou na obr. 51. Z obr. 51 je
vidét, ze s rostouci koncentraci roste i proud vsech tii pikil, dokud nedojde k vysrazeni

latky z roztoku. Parametry linearni zavislosti jsou uvedeny v tab. 13.
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Obr. 46 Voltamogramy CDCA meéfené na HMDE metodou DCV v prostfedi BR pufr
(4,0) — methanol (9:1). Koncentrace CDCA (mol-1"!): zakladni elektrolyt (ZE) 1-107
(1),2:1073(2), 4-107°(3), 6:107° (4), 8-1073(5), 1-:107* (6), 2-107* (7), 5-:107* (8).
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Obr. 47 Zavislost potencidlu piku Ep1 (@) a Ep2 (0) CDCA na koncentraci ¢ v rozmezi
1-107° —2-10* mol-1"!. Mé&feno metodou DCV na HMDE v prostiedi BR puftr (4,0) —

methanol (9:1).
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Obr. 48 Zavislost proudu piku 1,1 (e®) a 2 (o) CDCA na koncentraci ¢ v rozmezi
1-10° —2-107* mol-1"!. Méfeno metodou DCV na HMDE v prostiedi BR puft (4,0) —
methanol (9:1).

Tab. 12 Parametry linearni zavislosti piku p1 a p» CDCA. Méfeno metodou DCV na
HMDE v prosttedi BR pufr (4,0) — methanol (9:1).

& linearni dynamicky smérnice usek korelacni LOD LOQ
P rozsah (umol-I'™")  (nA-umol™"-1) (nA) koeficient (umol-1"")  (umol-1™")
p1 10-100 28,4+£25 332,0+149,4 0,9636 1,4 4,6
p2  20-100 49,1 £5,0 882,3 £333,1 0,9594 6,0 20,1
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Obr. 49 Voltamogramy CDCA métené na HMDE metodou DPV v prostfedi BR pufr
(4,0) — methanol (9:1). Koncentrace CDCA (mol-1"): zékladni elektrolyt (ZE), 4-107¢
(1), 6:107°(2), 8:10°(3), 1-107° (4), 2-1073 (5), 4-107° (6), 6:107° (7), 8-107° (8), 1-107*
(9),2:1074(10), 5-107* (11).
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Obr. 50 Zavislost potencialu piku Epi1 (@), Ep2 (o) a Epz (©) CDCA na koncentraci ¢
vrozmezi 410 — 2-:107* mol-1"!. Mé&feno metodou DPV na HMDE v prostfedi BR
puft (4,0) — methanol (9:1).
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Obr. 51 Zavislost proudu piku 7,1 (e), 2 (0) a I3 (©) CDCA na koncentraci ¢
vrozmezi 4-10°® — 2:10~* mol-1"!. Mé&feno metodou DPV na HMDE v prostiedi BR
puft (4,0) — methanol (9:1).

Tab. 13 Parametry linearni zéavislosti piku p2 a p3 CDCA. M¢ieno metodou DPV na
HMDE v prostiedi BR pufr (4,0) — methanol (9:1).

_ [linedmi smérnice tsek korelaéni LOD  LOQ
pik  dynamicky (nA-umol ) (nA) koeficient (umol-I™") (umol-1™)
rozsah (umol-17") H H H
pr 4-40 39,0420 11294389 09873 0,84 2,8
ps 40— 100 23,1425 - 0,9648 5,8 19,3
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3.3.3. Adsorpéni rozpoustéci DP voltametrie chenodeoxycholové
kyseliny

Adsorpcni rozpoustéci voltametrie je velmi citliva voltametrickd metoda, ktera
vyuziva schopnost fady organickych latek neelektrolyticky se adsorbovat na elektrodu.
Mnozstvi naadsorbované latky odpovidd pouze koncentraci latky v roztoku a je tak
mozno dosahnout niz§ich limith detekce nez v piipad¢ klasické DC ¢i DP voltametrie.

Vzhledem k ptedpokladané rychlé adsorpci CDCA na elektrodu i pii nizSich
koncentracich byla adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie s diferencnim pulsnim skenem
(AdS-DPV) optimalizovana pii koncentraci CDCA 2:10~° mol-1"! v prostiedi 0,04
mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) na HMDE.

Vliv potencidlu akumulace na vysku piku CDCA byl méfen pro potencidly
akumulace FEacc: =200, —400, —600 a —800 mV v michaném roztoku po dobu akumulace
tace 5 s, kdy k nevyraznému zvyseni piku CDCA doslo pouze pii vloZzeném potencialu
akumulace —800 mV. Zavislost vysky piku CDCA na potencidlu akumulace je
zobrazena na obr. 52A. Dale byla optimalizovana doba akumulace pro ¢asy facc 0, 5, 10,
30 a 60 s s potencidlem akumulace —800 mV. Zavislost vysky piku CDCA na dobé
akumulace je uvedena na obr. 52B. Nejvyssi odezvy bylo dosazeno pii dob& akumulace
5 s, poté vysky piku pozvolna klesaly. Narast ve vyse proudu piku CDCA pii dobé
akumulace 5 sje oproti nulové dob¢é akumulace 15,7 % a nejde tedy o analyticky
vyznamny rozdil. K dobé& akumulace 5 s je potteba piicist dobu klidu, ktera byla 5 s a
dobu, pii které probiha sken, ale nedochazi k redukci CDCA. Pro rychlost polarizace 20
mV-s™ s pocateénim potencidlem —600 mV ¢inila tato doba 10 s, celkovy &as pro
adsorpci pred nastupem piku CDCA byl 20 s. Je tedy zfejmé, ze k adsorpci CDCA na
elektrodu dochazi rychle i bez cilené akumulace, kterd vysky piku pfiliS neovliviuje.
Metoda AdS-DPV vSak umoznuje detekci nizsich koncentraci CDCA neZz samotna
DPV, jak je zfejmé z obr. S3A, na kterém je zobrazena koncentracni zavislosti CDCA
v rozsahu koncentraci 1-1077 — 1-107° mol-1"!, zavislost proudu piku na koncentraci

CDCA je pak na obr. 53B.
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Obr. 52 Zavislost proudu piku 7, CDCA (¢ = 2:107° mol-1"") na za (A) potencialu
akumulace FEac pfi dobé akumulace facc 5 sa za (B) na dobé akumulace facc pii
potencialu akumulace Eacc —800 mV. Méfeno v prostiedi 0,04 mol-1! boratovy pufr (pH

9,1) — methanol (9:1) metodou AdS-DPV na HMDE.
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Obr. 53A Voltamogramy CDCA méfené metodou AdS-DPV na HMDE v 0,04 mol-1™!
boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1). Potencidl akumulace —800 mV, doba
akumulace 5 s. Koncentrace CDCA (mol-17"): 1-1077 (1), 2:1077 (2), 6:1077 (3), 8:1077
4), 1:107° (5), 2:107° (6), 4-1075(7), 6:107° (8), 8:107° (9), 1-:107° (10).

Obr. 53B Zavislost proudu piku 7, na koncentraci CDCA v rozmezi ¢ = 1-1077—1-107°

mol-1"! s potencidlem akumulace —800 mV a dobou akumulace 5 s.
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3.4. Studium elektrochemického chovani chenodeoxycholové
kyseliny na rtutovym meniskem modifikované stribrné
tuhé amalgamové elektrodé

3.4.1. ,Square wave*“ voltametrie chenodeoxycholové kyseliny

3.4.1.1. Optimalizace parametri méfreni

Metodami DC a DP voltametrie nebylo mozné namétit koncentraci CDCA nizsi
nez 1:107° mol-1"!, metoda AdS-DPV se ukazala pro CDCA jako analyticky
nevyznamnd. Zaroven z predchozi studie CDCA na m-AgSAE metodou cyklické
voltametrie vyplyvd, Ze se jednd o d¢&j fizeny adsorpci s malymi rozdily v AE,.
V prostfedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) se pak tvoii ostry
katodicky pik a anodicky protipik otoceny klasicky do anodické oblasti’. Z téchto
divodu byla vybrana metoda ,,square-wave* voltametrie, ktera je obzvlasté vhodné pro
reversibilni elektrochemické reakce.

Optimalizace parametri metody ,,square-wave* voltametrie byla provedena v
prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) o koncentraci CDCA ¢ =
5-10"* mol-1"!. Jako pracovni elektroda byla pro tuto metodu zvolena m-AgSAE.

Jako prvni probéhla optimalizace potencidlového kroku Esep, kdy byla amplituda
A nastaven na 70 mV a frekvence f na 50 Hz, tedy zhruba ve stfedu rozsahu méfenych
parametrii. Potencialovy krok byl méfeny v rozsahu 1 — 10 mV, pfislusné voltamogramy
jsou zobrazeny na obr. 54. Na obr. S5A je zobrazena zavislost potencialu piku E,
CDCA, na obr. 55B je zobrazena zdvislost proudu piku 7, CDCA na potencidlovém
kroku. Nejvyssiho proudu piku CDCA bylo dosazeno pii Esep = 7 mV (viz obr. 55B),
ale vzhledem k tvaru kiivky CDCA byla zvolena hodnota 3 mV.

Dale byla volena hodnota amplitudy 4 vrozmezi 10 — 150 mV pfi
potencidlovém kroku Esep, = 3 mV a frekvenci /= 50 mV. Pfislusné voltamogramy
CDCA jsou zobrazeny na obr. 56. Na obr. 57A je zobrazena zéavislost potencialu piku
E, CDCA, na obr. 57B je zobrazena zavislost proudu piku /, CDCA na amplitudé 4.
Vzhledem k vyrazné tvorbé ,,predpiku‘ pii vysSich hodnotach amplitudy byla zvolena
hodnota 4 =70 mV.
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Jako posledni byla nastavena hodnota frekvence f' v rozmezi 10 — 100 Hz, pii
Esep =3 mV a 4 =70 mV. Voltamogramy CDCA jsou zobrazeny na obr. 58. Na obr.
59A je zobrazena zavislost potencidlu piku E, CDCA, na obr. 59B je zobrazena
zévislost proudu piku I, CDCA na frekvenci f. Pro frekvenci byla vzhledem
k charakteru kiivky CDCA zvolena hodnota 60 Hz.
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Obr. 54 Voltamogramy CDCA (c = 5-10* mol-1"!) méfené metodou ,,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). Parametry méfeni: 4 =70 mV, f =50 Hz, Estp v rozsahu 1 — 10 mV.
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Obr. 55 Zavislost potencialu piku E, (e) a proudu piku 7, (o) CDCA (¢ = 5-10°*
mol-1"!) na potencialovém kroku Esep v rozmezi 1 — 10 mV. Méfeno metodou ,,square-
wave® voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) —
methanol (9:1). Dalsi parametry méieni: 4 =70 mV, f =50 Hz.
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Obr. 56 Voltamogramy CDCA (c = 5-10* mol-1"!) méfené metodou ,,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). Parametry méfeni: Esep =3 mV, f =50 Hz, 4 v rozsahu 10 — 150 mV.
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Obr. 57 Zavislost potencialu piku E, (e) a proudu piku 7, (o) CDCA (¢ = 5-10°*
mol-1!) na amplitudé 4 v rozmezi 10 — 100 mV. Méfeno metodou ,,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). Dalsi parametry méteni: Esep =3 mV, f =50 Hz.
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Obr. 58 Voltamogramy CDCA (¢ = 5:10™* mol-1"") méfené metodou ,,square-wave*

voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). Parametry méteni: Esep =3 mV, 4=70mV, f vrozsahu 10— 100 Hz.
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Obr. 59 Zavislost potencialu piku E, (e) a proudu piku 7, (o) CDCA (¢ = 5-10°*
mol-1!) na frekvenci f v rozmezi 10 — 100 Hz. Méfeno metodou ,square-wave*
voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol
(9:1). Dalsi parametry méteni: Esep =3 mV, 4=70mV.

3.4.1.2.Koncentraéni zavislost

Metodou ,,square-wave® voltametrie byla zmétena koncentraéni zavislost CDCA
v rozsahu koncentraci 2-107> — 3-10~* mol-1"! v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH
9,1) — methanol (9:1) na m-AgSAE. M¢feni probihalo pfi nasledujicich parametrech:
Egep =3 mV,4=70mV, f =60, které¢ byly vybrany na zaklad¢ optimalizace pro tuto
metodu.

Voltamogramy koncentra¢ni zéavislosti CDCA jsou zobrazeny na obr. 60.
CDCA poskytuje v celém koncentratnim rozmezi jeden pik s potencidlem kolem —1530
mV, Potencial piku se pii nizSich koncentraci posouva do kladnéjSich oblasti viz obr.
61A , od koncentrace 8-107° mol-1"! je pak patrny posun zpét k zdporngj§im hodnotam.
Zavislost proudu piku CDCA na koncentraci je zobrazena na obr. 61B. Z této zavislost
je vidét, Ze s ristem koncentrace v rozmezi 2-107° -3 -10™* mol-1"! sice dochézi k ristu

proud piku CDCA, tento narust vSak nelze prolozit jednoduchou matematickou funkci,
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navic dochazi k fluktuacim potencialu. Od koncentrace CDCA 4-10* mol-1"! doslo
k deformaci piku a nartst proudu piku zde nebyl patrny, vyssi koncentra¢ni rozmezi
proto jiz nebylo vyhodnocovdno. Na druhé stran¢ bylo touto metodou mozno na m-
AgSAE dosahnout nizSich koncentraci, kdy se pik CDCA tvoii jiz pii koncentraci
2:10° mol-I"". P# pouziti DP voltametrie na m-AgSAE byl ve stejném

smésném prostiedi patny pik CDCA az od koncentrace 5-107° mol-17'?,

I pres
quasireversibilni charakter elektrodového dé&je prokdzany cyklickou voltametrii® se vSak
metoda ,,square-wave® voltametrie neprokédzala jako vhodnad pro stanoveni CDCA.
Stejn¢ jako u dehydrocholové kyseliny je rozsah meéfitelnych koncentraci jen velmi

uzky.
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Obr. 60 Voltamogramy CDCA méfené metodou ,,square-wave* voltametrie. Méteno na
m-AgSAE v prostfedi 0,04 mol-1"" boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1).
Koncentrace CDCA (mol-17!): zékladni elektrolyt (ZE), 2:107, 4:1075, 6-107, 8:107,
1-1074,2-107%, 3-10 *. Parametry méfeni: Esep =3 mV, 4 =70 mV, f = 60 Hz.
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Obr. 61 Zavislost potencialu piku E, (e) a proudu piku 7, (o) CDCA (¢ = 5-10°*

mol-1!) na koncentraci CDCA v rozmezi 2:107° — 3-10* mol-1"!. Méfeno metodou

“square-wave” voltametrie na m-AgSAE v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1)
—methanol (9:1). Parametry méfeni: Esep =3 mV, 4 =70 mV, f =60 Hz.
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4. Zaveér

Tato prace se zabyvala vlbec prvni elektrochemickou studii kyseliny
dehydrocholové za pouziti stacionarnich rtutovych elektrod a déle prohlubuje vysledky
ziskané pro chenodeoxycholovou kyselinu, kterd jiz byla okrajové elektrochemicky
studovana v bakalaiské praci’.

Elektrochemickeé studium redukce kyseliny dehydrocholové a
chenodeoxycholové bylo provedeno modernimi voltametrickymi metodami za pouziti
visici rtut'ové kapkové elektrody (HMDE) a rtutovymi meniskem modifikované stiibrné
tuhé amalgamové elektrody (m-AgSAE). Obé tyto elektrody byly zvoleny jako
alternativa ke klasické rtut'ové kapce.

Dehydrocholové kyselina poskytuje tfi piky v zavislosti na hodnoté pH prostredi
a na koncentraci latky v roztoku. Rozsah méfenych pH byl 3,0 — 12,0, pro HMDE a
metody DCV a DPV, na m-AgSAE byl méfeny rozsah 4,0 — 12,0 metodou DPV.
Hodnoty potencidlii jednotlivych pikii naméfenych obéma elektrodami si piiblizné
odpovidaji a vykazuji podobné trendy v chovani posunu potencialu a zmén¢ vysky pika.
Potencial prvniho piku se pohybuje kolem —1230 mV, potencial druhého piku je kolem
—1450 mV a potencial trettho piku —1800 mV, ktery zfejmé odpovida redukci
karboxylové skupiny postranniho fetézce steroidniho jadra.

Zajimavé chovani pozorujeme v prostiedi o pH 6,0, ve kterém nedochézi
k tvorbé v potadi tfetiho piku ps. Toto chovani patrné souvisi s disociaci karboxylové
skupiny na Cy4 postranniho fetézce DHCA (pKa 4,74), ¢emuz odpovidaji i vysoké
hodnoty proudii piku p3 pfi nizsich hodnotach pH (3,0 — 5,0), kdy se nedisociovana
forma DHCA vice adsorbuje na povrch elektrody, ¢imz dochéazi ke zvySeni proudové
odezvy.

Koncentra¢ni zavislost DHCA byla métena metodami DCV a DPV na HMDE a
a meze stanovitelnosti 6,9 umol-1"! bylo dosazeno pro DHCA metodou DPV na HMDE.
Metoda ,,square-wave* voltametrie méla pouze velmi kratky koncentracni rozsah a byla
tak vyhodnocena jako nevyznamna. Metoda DPV umoziiuje také sledovat ubytek latky
v roztoku v Case. | presto, ze ani jednou z uvedenych metod nebylo dosazeno piilis

Sirokych linearnich dynamickych rozsahti a nizkych limit detekce, je mozno predev§im
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metodu DPV pouzit k charakterizaci nové vzniklych konjugati a supramolekulérnich
systémt.

Elektrodovy déj DHCA byl studovany metodou cyklické voltametrie. Jedna se o
d¢j quasireverzibilni, ktery je v ptipad€ prvniho a druhého piku fizeny adsorpci.

Elektrochemické studium chenodeoxycholové kyseliny bylo zaméfeno na vliv
organického rozpoustédla na elektrochemickou odezvu CDCA a dale byl sledovan
charakter ktivek pti koncentracnich zavislostech

Pro studium vlivu organického rozpoustédla byl vybran methanol a acetonitril
v prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1), méfeni probihala za pouziti HMDE.
Obsah organického rozpoustédla se v analyzovaném vzorku zvySoval v rozsahu 5 — 95
%. Pro roztoky s obsahem methanolu vy$§im nez 60 % jiZ neslo bezpe¢n¢€ prokazat, zda
se jedna o pik CDCA ¢i o pik methanolu, protoze doslo k piekryti jak potencialti pikd,
tak v mnoha pomérech prevysil proud piku methanolu pik CDCA. Obdobné zavéry pak
plati také pro vysledky ziskané z méfeni v roztoku s acetonitrilem s tim rozdilem, ze
rozliSeni latky od acetonitrilu je mozné pouze do obsahu acetonitrilu 30 %.
Z namétenych zavislosti bylo nakonec vybrano jako nejvhodnéjsi prostiedi o obsahu
methanolu 10 %. Potencidl i proud piku zdkladniho elektrolytu a CDCA jsou zde
nejvice rozliSeny.

V prostiedi 0,04 mol-1"! boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) byla méfena
koncentra¢ni zévislost CDCA metodami DC a DP voltametrie, cyklické voltametrie a
adsorpcni rozpoustéci voltametrie s diferencnim pulsnim skenem (AdS-DPV) na
HMDE a ,square-wave* voltametriec na m-AgSAE. Metodou cyklické voltametrie
s vysokou rychlosti polarizace 1000 mV-s ™! bylo dosazeno v prostiedi 0,04 mol-1"!
boratovy pufr (pH 9,1) — methanol (9:1) na HMDE pro prvni katodicky pik meze
detekce 1,4 pmol- 1! a meze stanovitelnosti 4,6 pmol-1"!. Nejniz§i koncentrace a
— methanol (9:1) metodou DPV na HMDE. V tomto prostiedi se CDCA srdzi a
vykazuje atypické chovéni s tvorbou t¥i pik{i. Nejnizsi meze detekce 0,84 pmol-1! a
meze stanovitelnosti 1,8 umol-1"! bylo dosazeno pro pik pz.

Metodou AdS-DPV  bylo prokazano, Ze je adsorpce CDCA na elektrodu
spontanni dé¢j a cilena akumulace tedy pfili§ neovliviiuje ziskanou odezvu. Metodou

»square-wave® voltametrie byl zméfen kratky koncentracni rozsah s velmi tUzkym
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linedrnim dynamickym rozsahem a tato metoda tedy neni pro elektrochemické studium
CDCA vhodna.

Ze ziskanych vysledki 1ze jak pro DHCA, tak pro CDCA a dalsi zlucové
kyseliny***%4 konstatovat, Ze pro analytické vyuZiti nejsou voltametrické metody na
stacionarnich rtutovych elektrodach pftilis citlivé a tedy vhodné, ale je mozno je vyuzit
pro detekci latky v roztoku. Elektrochemicky signal je velmi ovlivnén hodnotou pH
analyzovaného roztoku a vysledné kiivky se tedy lisi pro disociovanou a
nedisociovanou formu karboxylové skupiny Zlucové kyseliny danou hodnotou jejiho
pKa. Voltametrické metody tedy maji potencial pro porovnani chovani volné zlucové

kyseliny a jejiho konjugatu a jimi vytvofenych supramolekularnich systémai.
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