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Abstrakt:

Obsahem této diplomové prace je studium elektrochemickych procest
vybranych zlucovych kyselin, které obsahuji 7o hydroxylovou skupinu
(cholova, chenodeoxycholova a o—muricholova). Méfeni probihala na bo-
rem dopované diamantové elektrodé v prostredi acetonitrilu a kyseliny
chloristé (obsah vody 0,55 %) metodou cyklické voltametrie. Je znamo, ze
za pomoci dehydratacni reakce mezi kyselinou chloristou a 7a zlucovou
kyselinou dojde ke zvyseni elektrochemické aktivity 7a zlucové kyseliny.
Predmeétem studia byla stabilita voltametrické odezvy takto chemicky ak-
tivovanych zlucovych kyselin v oblasti zapornych potencialt. Bylo zjis-
téno, ze pro ziskani katodického signalu 7o zlucovych kyselin je dulezita
pfitomnost kysliku v méfeném roztoku. Ten nejspiSe plni regeneracni
funkci, v jeho pritomnosti dochazi ke zpétné oxidaci produktu elektro-
chemické redukce, a tim ke zvySeni voltametrického signalu. Zaroven je
dulezite, aby sken v cyklické voltametrii nejprve sméfoval do pozitivnich
hodnot, kdy musi byt dosazeno potencialu +2,0 V (vs. Ag/AgNO3 v aceto-
nitrilu), kdy dochazi k tvorbé HO® radikald, pravé jejichz pusobenim nej-
spiSe vznika ten produkt(y) oxidace zlucovych kyselin, které je nasledné
mozné redukovat. Poté je dosazeno katodické odezvy studovanych zluco-
vych kyselin pfi ca -0,40 V (chenodeoxycholova kyselina), -0,30 V (cho-

lova kyselina) a —-0,35 V (o—muricholova kyselina).

Klicova slova:

Borem dopovana diamantova elektroda, dehydratace, oxidace, redukce,

voltametrie, zlucové kyseliny



Abstract:

This master's thesis contains a study of electrochemical processes of se-
lected bile acids possessing 70 hydroxyl group (cholic, chenodeoxycholic
and o—muricholic). The measurements were performed on boron-doped
diamond electrode in the non-aqueous medium of acetonitrile and per-
chloric acid (water content 0.55 %) by cyclic voltammetry. It is known
that the electrochemical activity of 7a bile acids is increased by a dehy-
dration reaction between perchloric acid and the 7a bile acid. The subject
of the study was the stability of the voltammetric response of chemically
activated bile acids in the region of negative potentials. It was found that
the presence of oxygen in the measured solution is an important factor
for obtaining the cathodic signal of 7a bile acids. It probably performs
a regenerative function; the product of the electrochemical reduction is
re-oxidized in its presence, which leads to an increase in the voltammetric
response. At the same time, it is important that the direction of the scan
in cyclic voltammetry first proceeds to positive values. A potential
of +2.0 V (vs. Ag/AgNOg3 in acetonitrile) must be reached for the HOe rad-
icals to be formed. It is these radicals that presumably lead to the for-
mation of the product(s) of bile acids electrochemical oxidation that can
be subsequently reduced. Then, the cathodic response of the studied bile
acids is achieved at ca —-0.40 V (chenodeoxycholic acid), —0.30 V (cholic

acid) and -0.35 V (o—muricholic acid).
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1 Uvod

Cilem této diplomové prace je studium elektrochemického chovani vybra-
nych zlucovych kyselin na borem dopované diamantové elektrodé v pro-
stredi acetonitril — kyselina chlorista a nasledné vyuziti probihajicich re-
doxnich reakci v elektroanalytickych metodach.

Elektrochemické chovani zlucovych kyselin na borem dopované dia-
mantové elektrodé bylo jiz popsano v pracich Kloudy et. al[1-3]. Ten
v nich popsal moznost elektrochemické oxidace téchto latek po predchozi
dehydrataci v prostfedi acetonitril — kyselina chlorista. Vznikly dehydra-
tacni produkt zlucovych kyselin je nachylné;jsi k elektrochemické oxidaci
a nasledkem toho je mozné pozorovat odezvu v oblastech kladnych po-
tencialti. Tato diplomova prace se z casti opira o jim ziskané poznatky
o elektrochemickém chovani cholové a chenodeoxycholové kyseliny a roz-
Sifuje je o studium o-muricholové kyseliny za obdobnych podminek.
V ramci této studie bylo zjiSténo, ze oxidac¢ni produkty jmenovanych zlu-
covych kyselin je mozno redukovat. Tato prace je tedy dale vénovana stu-
diu téchto redukénich signalti a moznostem jejich vyuziti pro detekci uve-
denych zlucovych kyselin ve voltametrii.

Prace je soucasti Sir§iho projektu studia elektrochemickych vlast-
nosti steroidnich sloucenin probihajiciho v UNESCO laboratori elektro-

chemie zivotniho prostredi na katedfe analytické chemie PfF UK.



2 Teoreticka cast

2.1Zlucové kyseliny

Zlucové kyseliny patfi mezi organické slouceniny, jejichz rozmanita
struktura je dusledkem biochemickych premén cholesterolu v zivych or-
ganismech. Samotné zlucové kyseliny byly izolovany v 19. stoleti ze zluce,
v té dobé vSak jeSté nebyla znama jejich chemicka struktura, proto je
vétSina zlucovych kyselin pojmenovana podle organismu, ze kterého byla
dana zlucova kyselina izolovana. Prikladem muze byt tauroursodeoxy-
cholova kyselina, ktera je pojmenovana podle latinského oznaceni byka,
taurus, nebo v této praci studovana e—-muricholova kyselina. Ta je pojme-
novana podle latinského oznaceni mysi, mus, konkrétné se jedna o dativ
singularu substantiva — muri [4].

Zlucové kyseliny vznikaji jako produkty metabolismu cholesterolu.
Vznikaji v jatrech a hromadi se ve zlu¢niku, odkud jsou zlucovody vylu-
covany do tenkého streva. Zde se podileji na metabolismu lipidt, kon-
krétné funguji jako emulgatory tukt, tvori s nimi micely. Tim se povrch
tuku zvétSuje a dochazi ke snadnéjSimu Stépeni lipasami, z tohoto du-
Také napomahaji vstfebavani a rozpousténi vitaminu rozpustnych v tu-
cich. Z tenkého stfeva jsou zlucové kyseliny reabsorbovany zpét do obéhu

a do jater, tento fyziologicky jev se nazyva enterohepatalni cyklus [5].
2.1.1 Struktura zlucovych kyselin

Zlucové kyseliny patfi mezi steroidni latky, které v organismech vznikaji
z cholesterolu (obr. 1) v disledku mnoha reakci. Zakladem jejich struk-

tury je vzdy steroidni jadro — steran (obr. 2). Ten tvori tfi Sestiuhlikaté
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kruhy (znaceny A, B, C) a jeden pétiuhlikaty kruh (znacen D). Ve struk-
ture kazdé zlucove kyseliny je vzdy pritomna jedna karboxylova skupina,
ktera se vyskytuje na poslednim uhliku v postrannim alifatickém fetézci
na Ci7 a nékolik hydroxylovych skupin (jedna je vzdy umisténa v poloze
C3), popripadé se zde mohou objevovat i ketoskupiny. Jednotlivé zlucove
kyseliny se od sebe odliSuji mnozstvim a pozici hydroxylovych skupin.

Rozlisujeme dveé zakladni skupiny zlucovych kyselin, a to na zakladé
poctu atomti uhliku. Rozdil je dany odliSnou délkou postranniho retézce
navazaného v pozici C17. Prvni skupinou jsou cholanové zlucové kyseliny
— celkovy pocet uhlikti ve strukture téchto zZlucovych kyselin je dvacet
Ctyfi (tj. délka postranniho fetézce je pét uhlikt1). Druhou skupinou jsou
cholestanové zlucové kyseliny, ty maji celkovy pocet uhlikti dvacet sedm
(tj. délka postranniho fetézce je osm uhlikt). Tyto dvé skupiny zahrnuji
vétSinu znamych zlucovych kyselin. U savcu dominuji zlucové kyseliny
s dvaceti ¢tyrmi uhliky. Ty navic mohou tvorit konjugaty, nejcastéji s gly-
cinem a taurinem, coz vede ke zvySeni jejich rozpustnosti za fyziologic-
kych podminek. Struktury vybranych zlucovych kyselin se nachazeji
v tab. 1.

Obr. 1 Struktura cholesterolu.
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Obr. 2 Struktura steranu véetné zpltisobu znaceni a ¢islovani steroid-

niho jadra.

Tab. 1 Chemicka struktura vybranych zlucovych kyselin.

kyselina kruhA kruhB kruhC kruhD

cholova 30¢0H 7aOH  120OH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
chenodeoxycholova 3 oOH 7 aOH 17 C(CH3)CH2CH>.COOH
deoxycholova 3 «OH 12 «OH 17 C(CHs)CH2CH,COOH
a-muricholova 300OH 6 BOH 17 C(CH3)CH2CH2COOH

7 aOH
2.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti zlucovych
kyselin

Zlucové kyseliny jsou charakteristické svou hydrofilni o stranou a hydro-
fobni 3 stranou [5]. Z této struktury vyplyva jejich amfipaticky charakter
diky némuz se zlucové kyseliny v koncentracich vysSich, nez je jejich kri-
ticka micelarni koncentrace (CMC), ve vodném prostredi shlukuji do mi-

cel [6]. Tvorba micel neni dana pouze hydrofobni efektem, ale i tvorbou
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vodikovych mustktlt mezi hydroxylovymi skupinami. S pfibyvajicim po-
¢tem hydroxylovych skupin a ketoskupin nartasta i CMC prislusné kyse-
liny. Pokud maji dvé zlucové kyseliny stejny pocet substituentu, vyssi
CMC ma ta, u které je hydroxylova skupina nahrazena ketoskupinou [6].

Rozpustnost zlucovych kyselin je ovlivnéna pH vodného roztoku a pKa
zlucovych kyselin. Hodnota pKa nekonjugovanych zlucovych kyselin je
priblizné 5, proto je pfi neutralnim pH velké mnozstvi nekonjugovanych
zlucovych kyselin pouze omezené rozpustné [7]. Rozpustnost Zlucovych
kyselin je také ovlivnéna pfitomnosti a orientaci hydroxylovych skupin
na steroidnim jadre. Pokud jsou zlucové kyseliny konjugovany s glycinem
nebo taurinem dochazi ke snizeni hodnoty pKa, ¢imz je docileno lepSi roz-
pustnosti pfi neutralnim pH vodného roztoku. Hodnota pK. zlucovych
kyseliny konjugovanych s glycinem je pfiblizné 4,5, v pripadé zlucovych
kyselin konjugovanych s taurinem, obsahujicim silné kyselou sulfonovou
skupinu, je hodnota pKa. snizena dokonce na 1,5. V pripadé béznych
chromatografickych metod, kdy se hodnota pH vodného roztoku pohy-
buje mezi 3-10 jsou konjugaty s taurinem vzdy ve formé ionizované,
u nekonjugovanych zlucovych kyselin a konjugatu s glycinem zalezi na
pH vodného roztoku. Obecné je mozné fici, ze rozpustnost zlucovych ky-
selin nekonjugovanych i konjugovanych s gylcinem roste s rostoucim pH,
dokud neni dosazeno CMC, od té doby se jejich rozpustnost stava prak-
ticky neomezenou. In vivo se zlucové kyseliny vyskytuji jako protonované
kyseliny, které jsou nerozpusténé i rozpusténé, jako aniont kyseliny nebo
jako nerozpustna sul, nejcastéji s Ca2+ [8].

Hydrofilita zlucovych kyselin je ovlivhéna poctem, pozici i mnozstvim
hydroxylovych skupin. Mezi polarnéjsi patri ty, které maji ve své struk-
ture pritomno vice hydroxylovych skupin, také zalezi na prostorové ori-
entaci téchto skupin. Zlucové kyseliny, které maji hydroxylové skupiny
pritomny pouze v poloze a, jsou méneé polarni nez zlucové kyseliny majici
tyto skupiny i v pozici . Nejvice hydrofilnimi jsou muricholové kyseliny
[8,9].
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2.1.3 Biochemie zlucovych kyselin

K syntéze zlucovych kyselin dochazi v jatrech, konkrétné v hepatocytech,
metabolismem cholesterolu. Zlucové kyseliny, které vznikaji pfimo v jat-
rech, jsou nazyvany jako primarni zlucové kyseliny — v lidském orga-
nismu jsou to cholova kyselina a chenodeoxcholova kyselina. Primarni
zlucové kyseliny mohou dale podléhat ptsobeni bakterii, timto zptisobem
vznikaji sekundarni zlucové kyseliny — v lidském organismu jsou to pre-
vazné deoxycholova kyselina (vznikajici dehydroxylaci cholové kyseliny
na C7) a litocholova kyselina (vznikajici dehydroxylaci chenocholové ky-
seliny na C7).

K syntéze zlucovych kyselin z cholesterolu dochazi ptisobenim en-
zymu z rodiny cytochromu P450 [10]. Cholesterol je dvaceti sedmi uhli-
katy sterol, jehoz zakladni strukturu tvofi steran s dvojnou vazbou na Cs
a izooktanovym postrannim retézcem na Ci7. V pozici Cio a C13 ma nava-
zany methylové skupiny. Metabolismus cholesterolu je velmi podobny re-
akcim standardnich metabolismt (eliminace xenobiotik). Jde predevSim
o hydroxylaci, oxidaci a konjugaci [11].

Pro metabolismus cholesterolu, ktery je znazornén na obr. 3, je ty-
pické nasyceni dvojné vazby mezi Cs a Ce, dale epimerizace 33—hydroxy-
lové skupiny, popripadé muize dojit k navazani hydroxylové skupiny nebo
oxoskupin v pozici 70 a 120 [12]. Nasledné dojde k oxidaci postranniho
osmuhlikatého fetézce, ktery je vazan na Ci7, na Co4 karboxylovou kyse-
linu. C24 zlucové kyseliny jsou nasledné aktivovany za pritomnosti koen-
zymu A a konjugovany s glycinem nebo tauriem [10]. Ke konjugaci do-
chazi mezi karboxylovou skupinou zlucové kyseliny a amino skupinou
glycinu/taurinu za vzniku amidové vazby. Ke konjugaci muze dojit i ji-
nymi zpUsoby, napftiklad sulfataci, etherovou konjugaci nebo esterovou

glukoronidaci.

14



21,

/“ﬁ

Cholesterol

CYP7AL CYP27A]
A

70—hydroxy—4—cholesten—3—on 27-hydroxycholesterol

CYPB8E1 'l \'
L

e b

CYP27A1
CYP27Al \ CYP/B1

7

&

_
g@? -
o "y

HD‘#.. HO OH

chenodeoxycholova kyselina

!
Wﬁ?

HO

HO

deoxycholova kyselina litocholova kyselina

Obr. 3 Biosyntéza zlucovych kyselin v organismu savct. Upraveno

z [13].

15



Primarni zZlucové kyseliny, které vznikaji v jatrech, jsou dale vyluco-
vany do stfeva, kde mohou byt dale metabolizovany vlivem mikroorga-
nismu, které se ve stfevé nachazeji. Témito modifikacemi vznikaji tzv.
sekundarni zlucové kyseliny. Diky enterohepatalnimu cyklu je vétSina
zlucovych kyselin ve streveé reabsorbovana a portalni krvi vedena zpét do
jater. Tento metabolismus je znam u vétSiny savcu, predevs§im pak u or-
ganismu clovéka. Primarnimi zlucovymi kyselinami zde jsou cholova
a chenodeoxycholova kyselina (konec¢ny produkt v lidskych jatrech), ty
jsou modifikovany na sekundarni zlucové kyseliny, jejichz zastupci jsou
deoxycholova a litocholova kyselina [14].

Pro metabolismus zlucovych kyselin u mysi jsou typické jiné mecha-
nismy. Zatimco v lidském organismu je v jatrech, jak jiz bylo zminéno,
konecnym produktem chenodeoxycholova kyselina, v mySich jatrech je
tato zlucova kyselina metabolizovana na hydrofilni muricholové kyseliny

[15,16].

2.1.4  Studované zlucové kyseliny

Pro studium byly vybrany tfi zlucové kyseliny, a to cholova kyselina,
chenodeoxycholova kyselina a o-muricholova kyselina (obr. 4). V ta-
bulce 2 jsou uvedeny konkrétni hodnoty CMC a rozpustnosti ve vodé pro

dané zlucové kyseliny

Cholova kyselina

Jedna se o bezbarvy nebo bily prasek. Velmi Spatné je rozpustna ve vode,
dobfe se rozpousti v ethanolu. Jeji relativni molekulova hmotnost je
408,29 a sumarni vzorec této kyseliny je C24H400Os [17]. Tato primarni
zlucova kyselina je steroidni sloucenina, ktera vznika oxidaci choleste-
rolu. Jednim z produktt jejiho dal§iho metabolismu je deoxycholova ky-

selina.
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Chenodeoxycholova kyselina

Jedna se o bily nebo témeér bily prasek. Je velmi téZzce rozpustna ve vodé
a dichlormethanu, snadno rozpustna v ethanolu a dobfe rozpustna v ace-
tonu. Jeji relativni molekulova hmotnost je rovna 392,56 a jeji sumarni
vzorec je C24H4004 [18]. Tato primarni zlucova kyselina je steroidni slou-
Cenina, ktera vznika oxidaci cholesterolu. Jednim z produktu jejiho dal-

Siho metabolismu je litocholova kyselina.

a—muricholovd kyselina

Jedna se o bily prasek. Stejné jako predeslé zlucové kyseliny je tato ky-
selina Spatné rozpustna ve vodé a dobfe napfiklad v ethanolu. Jeji su-
marni vzorec je C24H400s a jeji relativni molekularni hmotnost je 408,29.
Patfi do skupiny zlucovych kyselin, které se oznacuji jednotnym nazvem
— muricholova kyselina a vyskytuji se u mysi, v mensi mife i u jinych
organismu. Tyto zlucové kyseliny se od primarnich zlucovych kyselin ¢lo-
véka liSi hydroxylovou skupinou v konformaci o nebo  na Ce. o—muri-

cholova kyselina ma hydroxylové skupiny v pozici a na C7 a  na Ce [19].

A

HO“\‘“—

Obr. 4 Struktury studovanych kyselin: A - cholova kyselina,

B - chenodeoxycholova kyselina a C — o—muricholova kyselina.
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Tab. 2 Hodnoty CMC a rozpustnosti ve vodé pro studované zlucové kyse-

liny.
Zlué. kyselina CMC ve vodé Rozpustnost ve vodé
(mmol 171) [20] 20°C (mg 1Y)
CA 13 175 [17]
CDCA 7 90 [21]
a—MCA nenalezena 69 [19]

2.1.5 Elektrochemické vlastnosti zlucovych ky-

selin

Jak jiz bylo zminéno vySe zlucoveé kyseliny se svou strukturou radi mezi
steroidy. Samo jadro steroidu, které tvofi steran je elektrochemicky ne-
aktivni. Elektrochemické vlastnosti steoridl jsou tak zavislé na pritom-
nosti funkénich skupin, které jsou na jadro navazany a na pritomnosti
dvojnych vazeb uvnitf jadra [23].

Zlucové kyseliny nepatfi mezi vyrazné elektrochemicky aktivni latky,
z toho duvodu neexistuje mnoho publikaci a vyzkumu, které by se jimi
zabyvaly. Do roku 2012 problematiku elektrochemie Zlucovych kyselin ve
svéem prehledném c¢lanku shrnuli Nesmérak a Peckova [24]. V roce 2017
pak dalsi poznatky ohledné elektrochemickych vlastnosti steroidti shrnul

ve své praci Klouda et al .[23].

Redukce zlucovych kyselin

Mnozstvi studii vénované redukénim procesum zlucovych kyselin neni
velké. Jednim z materiali, na kterém bylo studovano redukéni chovani
zlucovych kyselin byla rtutova kapajici elektroda. Byla pouzita pro dife-
rencni pulsni polarografii pfi stanoveni choloveé, deoxycholové, ursodeo-

xycholové, chenodeoxycholové a litocholové kyseliny v lidské zluc¢i nebo
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ve farmakach [25]. Elektrochemicka aktivita zlucovych kyselin je charak-
terizovana pomoci piku vyvinutého u potencialu -1150 mV az-1350 mV,
pricemz tento pik neni zavisly na pH prostredi. Vzhledem k blizkosti re-
dukénich potencialti jednotlivych zlucovych kyselin je mozné tuto metodu
povazovat za vhodnou pro stanoveni celkového mnozstvi zlucovych kyse-
lin ve Zlu¢i (mozno stanovit mikromolarni koncentrace) [25].
Elektrochemicka redukce deoxycholové kyseliny byla také studovana
na elektrodé ze skelného uhliku. Méfeni probihalo v 0,5 mol 11 KH2PO4
v prostredi voda/methanol (1:1), zadna redukéni odezva pozorovana ne-
byla.[26] Dale byla studovana redukce zlucovych kyselin na elektrodé ze
skelného uhliku modifikované vicesténnymi uhlikovymi nanotrubicemi,
v tomto pfipadé byla pozorovana katodicka odezva v blizkosti potencialu
-650 mV [26]. V této studii nebyla pozice katodického signalu, piku, za-
visla na pH. Naopak vysSka signalu na pH zavisla byla, se zvySujicim se
pH se zvysSoval i pik. Signal zde byl pric¢itan redukci karboxylové skupiny
pomoci ¢tyt elektrontt na odpovidajici hydroxymethylovou slouceninu.
Na Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy byly redukce zlucovych
kyselin studovany na visici rtutové kapkové elektrodé [27-29], rtutovym
meniskem modifikované stfibrné amalgamové elektrodé [27,28,30], les-

téné stribrné amalgamové elektrode [27].

Oxidace zlucovych kyselin
Prima elektrochemicka oxidace zlucovych kyselin na nemodifikovanych
elektrodach byla dosud studovana pouze v minimalni mife. Diky nasyce-
nému steroidnimu skeletu zlucovych kyselin a absenci snadno oxidova-
telnych funk¢nich skupin nelze, za vyuziti voltametrickych technik, pred-
pokladat jejich oxidaci ve vodnych prostredich v ramci potencialového
okna béznych elektrodovych materialti.

Elektrochemické oxidaci na nemodifikovanych elektrodach se vénuje
UNESCO laborator elektrochemie zivotniho prostredi Prirodovédecke fa-

kulty Univerzity Karlovy. V prikopnickych experimentech provedenych
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touto skupinou byly popsany moznosti oxidace zlucovych kyselin v ne-
vodném prostredi acetonitril-chloristan sodny a smésném prostredi ace-
tonitril-kyselina chlorista s minimalnim obsahem vody (ca 0.55 %). Stu-
dium elektrochemického chovani zlucovych kyselin bylo provadéno vol-
tametricky na elektrodé z vysoce orientovaného pyrolytického grafitu,
elektrodé ze skelného uhliku modifikované p—cyklodextrinem, borem do-
pované diamantové elektrodeé a platinové elektrodé. V prostredi chloris-
tanu sodného byl na borem dopované diamantové elektrodé pozorovan
Spatné vyvinuty signal v oblasti vysoce kladnych potencialta ca +1,8 V. Pti
studiu oxidace zlucovych kyselin v prostredi kyseliny chloristé poskyto-
valy cholova a chenodeoxycholova kyselina na borem dopované diaman-
tové elektrodé dobfe vyvinutou anodickou odezvu okolo +1,2 V [1,3]. Oxi-
dace zlucovych kyselin pfi tomto potencialu je umoznéna chemickou de-
hydratacni reakci, tzv. chemickou aktivaci, ktera je zajiSténa prave pri-
tomnosti kyseliny chloristé ve studovaném roztoku (obr. 5). Tato che-
micka reakce probiha ze studovanych latek v dostatecné mire pouze
v pripadé primarnich zlucovych kyselin, které ve své strukture obsahuji
7o-hydroxylovou skupinu, tj. cholové kyseliny a chenodeoxycholové ky-
seliny. Pfitomnost této skupiny je dtlezita pro vznik elektrochemicky ak-
tivniho (nenasyceného) analogu téchto primarnich Zzlucovych kyselin,
a tedy anodického voltametrického signalu. V naslednych studiich [31]
bylo popsano, ze i jiné steroidy lze elektrochemicky oxidovat v pfitomnosti
acetonitrilu a kyseliny chloristé, popfipadeé jiné silné dehydratujici kyse-
liny. Mezi dalsi studované steroidy patfi napriklad cholesterol (dvojna
vazba na AS5) [32-34], 7-dehydrocholesterol (dvojné vazby na A>7) [34-36]
a vybrané fytosteroly (stigmasterol, f—sitosterol a ergosterol) [37,38].
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Obr. 5 Schéma predpokladaného dehydratacniho kroku pfi reakci

chenodeoxycholové kyseliny s kyselinou chloristou. Upraveno z [1].

2.2 Analytické stanoveni zlucovych kyselin

Metody pouzivané pro stanoveni zlucovych kyselin shrnul ve svém pre-
hledném clanku z roku 2019 Dutta et al.[39]. Pro stanoveni zlucovych
kyselin bylo vyvinuto nékolik metod, které vyuzivaji rizné pfistupy pro
separaci, detekci a kvantifikaci zlucovych kyselin. Tyto metody zahrnuji
jednoduché, ale robustni techniky, jako jsou enzymatické testy, enzyma-
ticky imunosorbentovy test (ELISA), chromatografii na tenké vrstveé (TLC).
Dale razné analytické platformy vyuzivajici k detekci vysokouc¢inné kapa-
linové chormatografie (HPLC), plynové chromatografie (GC) a superkri-
tické kapalinové chromatografie (SFC).

K témto metodam pribyly metody zminované uz vyse, a to metody
v kombinaci s hmotnostni detekci (MS). Patfi mezi né plynova chromato-
grafie s hmotnostni detekci (GC-MS), kapalinova chromatografie s hmot-
nostni detekci (LC-MS) nebo superkriticka kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci (SFC-MS). Tyto metody byly vyuzity pro pouziti
tzv. high throughput (automatizace experimentl, aby je bylo mozné opa-
kovat ve velkém meéritku). S molekularni charakterizaci a detekci zluco-
vych kyselin pomaha nuklearni magneticka rezonance (NMR) [39]. Dalsi
moznosti stanoveni je detekce elektrochemicka, ta patfi mezi doposud

nepriliS prostudované metody [2].
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2.2.1.1 Enzymatické metody

Enzymatické testy nabizeji relativné jednoduché a rychlé meéreni celko-
vého obsahu zlucovych kyselin, coz z nich ¢€ini Siroce pouzivané metody
v klinickych laboratofich. Nejjednodussi enzymaticky test méri flu-
orescenci NADH generovanou 3o-hydroxysteroid dehydrogenazou
(30—HSD) a katalyzovanou oxidoredukcni reakei zlucovych kyselin v pfi-
tomnosti NAD* [40]. V posledni dobé byla vylepSena citliva metoda pro
odhad celkového obsahu zlucovych kyselin v séru. Pro odhad celkového
mnozstvi zZlucovych kyselin slouzi redukce thio-NAD* na thio—-NADH, sle-
dovani prubéhu této redukce je mozné mérenim zmén absorbance, které
probéhnou za jednu minutu ¢asu pfi 405/660 nm. Tato metoda je takée
znama jako metoda enzymatického cyklovani a vykazuje detekcni limit
0,22 uM bez ruSeni bilirubinem, askorbaty, hemoglobinem nebo laktat-
dehydrogenazou [41]. Pro zlepSeni ucCinnosti enzymatického stanoveni
celkového obsahu Zlucovych kyselin byla vyvinuta metoda neprimé elek-
trochemické detekce s vyuzitim sitotiskové uhlikové elektrody. Tato me-
toda spotfebuje méné Cinidla, ale poskytuje podobnou detekéni citlivost
(az 5 uM) jako metoda enzymatického cyklovani [42]. Ackoli enzymatické
metody pro analyzu zlucovych kyselin jsou v klinickych laboratofich po-
pularni, identifikace jednotlivych zlucovych kyselin je pomoci téchto me-
tod znac¢né omezena, je mozné kvantifikovat pouze celkovy obsah Zluco-

vych kyselin [39].

2.2.1.2 Chromatografické metody

VétSina rutinnich metod pouzivanych v klinickych laboratofich pro sta-
noveni zlucovych kyselin je zalozena na enzymatickém principu. Ty po-
skytuji informace o celkovém obsahu zlucovych kyselin, ale poskytuji jen
omezené informace o zastoupeni jednotlivych zlucovych kyselin. Jednot-
livé Zlucové kyseliny vSsak maji rozdilny klinicky vyznam, zejména pak
hydrofobni sekundarni zlucové kyseliny (litocholova, deoxycholova kyse-

lina). Zvysené hladiny téchto kyselin jsou spojovany s rakovinou tlustého
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stfeva, cholestazou a tvorbou zlucovych kamenu [43]. Z tohoto duvodu je
v nékterych pfipadech nezbytné pouzit selektivni techniky pro kvantifi-
kaci specifickych zlucovych kyselin v klinické praxi. Chromatograficke
techniky zavisi na selektivni afinité migrujicich slozek ve stacionarni
a mobilni fazi, ¢imz dochazi k oddéleni jednotlivych zlucovych kyselin od
komplexni biologické matrice [44]. Volba chromatografického systému
zavisi na typu analyzovanych Zlucovych kyselin a také na typu molekul
pritomnych v interferujici biologické matrici [39].

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) jsou pouzivany pro rutinni kva-
litativni analyzu primarnich a sekundarnich zlucovych kyselin a jejich
konjugatt s glycinem a taurinem pro jeji relativné jednoduchy a levny
postup [44]. Existuje nékolik metod pro separaci chenodeoxycholové
a deoxycholové kyseliny a jejich konjugat®i, pouzivaji se bud TLC desticky
se silikagelem (normalni faze TLC) nebo TLC desticky se silikagelem s na-
vazanymi alkylovymi fetézci (reverzni faze TLC), jejich rozliSeni ale zu-
stava pri vyssi koncentraci vzorku Spatné. ZlepSeni rozliSeni bylo dosa-
zeno pouzitim dvourozmérné TLC separace, kde byly umistény dva razné
systémy rozpoustédel s raznymi selektivitami. Ty byly pouzity k separaci
cholové, chenodeoxycholové, deoxycholové, glykocholové, litocholové, gly-
kodeoxycholové a glykolitocholové kyseliny.[45] Separace izomernich di-
hydroxykonjugati vcetné glykochenodeoxycholové, taurodeoxycholové
a taurocholové kyseliny je pfi poziti TLC velmi Spatna. Dolwy et al. pouzili
TLC pro kvantitativni odhad Zlucovych kyselin za pouziti denzitometrie
v UV oblasti (360 nm). Timto zptsobem byli schopni separovat a kvanti-
fikovat pét zlucovych kyselin (cholovou, deoxycholovou, chenodeoxycho-
lovou, litocholovou a ursodeoxycholovou), mez detekce byla v rozmezi
0,119-2,085 ug na skvrnu [46].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je nejpouzivanéjsi
chromatografickou metodou pro analyzu zlucovych kyselin. Tato tech-
nika nabizi mnohem lepsi citlivost a separaci analytt v komplexni matrici
ve srovnani s technikami diskutovanymi vyse. Modifikace chromatografie

a vybér pouzitych detektort1 a kolon v HPLC zavisi na typu vzorku a ticelu
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analyzy. Pro vzorky s vysokou koncentraci zlucovych kyselin (mmol 171)
se pouziva HPLC ve spojeni s RI (index lomu) nebo UV detektory. Pro
vzorky s nizkou koncentraci zlucovych kyselin (nmol 1"1) nebo nekonju-
gované zlucové kyseliny se §patnou absorbanci se ¢asto pouziva deriva-
tizace pred kolonou. Vyuziva se esterifikace derivatizacnimi ¢inidly jako
je napriklad 4-brommethyl-7-methoxykumarin a 1-bromoacetylpyren
nebo enzymatickeé reakce na koloné imobilizované 30-HSD vyuzivajici ko-
lonu ze silikagelu s oktadecylovymi zbytky, ty nabizeji vyrazné zvySenou
citlivost a rozliSeni zlucovych kyselin, které jsou dale detekovany bud UV
nebo fluorescencnim detektorem [44]. Posledni dobou se k derivatizaci
jako ¢inidlo pouziva nitrofenacylbromid, detekce zlucovych kyselin je pak
mozna pii vilnové délce 263 nm [47]. Tato metoda byla shledana jako
vhodna pro separaci a detekci cholové, chenodeoxycholové, deoxycholové
a hyodeoxycholové kyseliny s mezi detekce 14-15,5 ng ml! [48,49].
Plynova chromatografie (GC) je separacni technika tékavych latek
nebo polotékavych slozek v plynné fazi. Zlucové kyseliny obsahuji karbo-
xylové, hydroxylové a keto skupiny, ty zvySuji jejich schopnost vytvaret
vodikové vazby se slouceninami, které casto vedou k nizké tékavosti
a k relativni tepelné stabilité. Ve svém nativnim stavu nejsou zlucové ky-
seliny dostatecné nestabilni pro primou GC analyzu. Pred nastrikem je
nutné provést jejich derivatizaci. Derivatizaci je dosazeno toho, ze se zlu-
coveé kyseliny stanou dostatecné nestabilni pro GC analyzu [39]. Nejstarsi
aplikace GC pro analyzu rady zlucovych kyselin byla popsana v roce 1960
pouze s ctyrmi methyl derivaty zlucovych kyselin [50]. S rozvojem detekc-
nich technik byla mozna aplikace GC pro analyzu zlucovych kyselin
v zIluci, séru, moci a vykalech za pouziti detektoru elektronového zachytu
(ECD) a plamenoioniza¢niho detektoru (FID) [44,51]. GC spojena s hmot-
nostni detekci (GC-MS) je robustni a jednoducha metoda, ktera je Siroce
pouzivana pro separaci a kvantifikaci zlucovych kyselin [52]. Na rozdil od
pouziti FID nebo ECD je spojeni s MS pomérné citlivé a vede k identifikaci

zlucovych kyselin na zakladé charakteristickych vzorctt MS fragmentace
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za pouziti referenc¢nich standarda. V roce 2007 byly vyvinuty metody
GC-MS, které slouzi k identifikaci zlucovych kyselin v biologickych vzor-
cich. Avsak tyto metody vyzaduji velké objemy vzorka (S ml a vice) [S3-
55] a mnoho kroku, které predchazi analyze jako jsou Cistici kroky, které
odstranuji z biologické matrice mozné interference. Kumar et al. popsal
relativné jednoduchou metodu GC-MS pro detekci sedmi zZlucovych ky-
selin: cholové, litocholové, deoxycholové, chenodeoxycholové, ursodeoxy-
cholové, a—muricholové a f—muricholové [S6]. Jednim z kroku byla ex-
trakce kapalina—kapalina pomoci methyl-t-buthyletheru, ktery slouzil
jako derivatizacni ¢inidlo. Jako extrakéni smés byl pouzit roztok N-me-
thyl-N—(trimethylsilyl)trifluoroacetamid : jodid amonny : dithioerythritol.
V GC-MS byl pouzit ionizac¢ni rezim elektronového narazu pro identifikaci
zlucovych kyselin a vSechny ionty byly monitorovany ve zvoleném rezimu

(selected ion monitoring mode) [56].

2.2.1.3 Nuklearni magneticka rezonance

Pro charakterizaci sloZzeni biologickych vzorkt byva vyuzivana nukle-
arni magneticka rezonance (NMR) s vysokym rozliSenim. Nuklearni mag-
neticka rezonance je vysoce reprodukovatelna metoda, ktera vyzaduje mi-
nimalni pfipravu vzorku, vyhyba se tedy oproti predchozim metodam kro-
jednodussi metoda pro identifikaci a kvantifikaci zlucovych kyselin. Pro-
tonovou NMR spektroskopii byla studovana molekularni konformace
sedmi riznych soli zlucovych kyselin v micelach [S7].

Duarte et al. publikoval metodu pro analyzu celé jaterni tkané s po-
uzitim 800 MHz 1H-NMR spekter. Bylo mozné priradit vice nez Ctyricet
slouc¢enin véetné aminokyselin, organickych kyselin, polyolt a také tfech
hlavnich zlucovych kyselin (cholova, deoxycholova a chenodeoxycholova
kyselina) [58].

Navzdory skutecnosti, ze NMR je nejspolehlivéjsi metodou pro kvan-

titativni analyzu a prakticky nevyzaduje Zadnou pfipravu vzorku, tato
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metoda ma jen omezené pouziti v analyze zlucovych kyselin kvtli rela-
tivné nizké citlivosti ve srovnani s metodami zalozenymi na detekci po-

moci hmotnostniho spektrometru [39].

2.2.1.4 Elektrochemické metody

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.5, zlucové kyseliny nepatii mezi latky,
které by vykazovaly vyraznou elektrochemickou aktivitu. I pres to vzniklo
nékolik studii, které se vénuji jejich analytickému stanoveni za vyuziti
elektrochemické detekce.

Prvni zde zminéna studie se zabyvala propojenim HPLC a pulsni am-
perometrické detekce a moznosti separace a nasledné detekce zlucovych
kyselin v jejich smési. V pulsnim amperometrickém detektoru byla jako
pracovni elektroda pouzita zlata elektroda. Pouzity byly tfi pulsy o hod-
notach E; = +0,03 V, E; = +0,60 V a E;z = -0,80 V) Zlucové kyseliny byly
ze smeési separovany pouzitim HPLC s reverzni fazi (RP-HPLC). Pulsni
amperometricka detekce latek, které obsahuji hydroxylové skupiny vyza-
duje hodnotu pH roztoku ca 13, proto byla pouzita RP-HPLC. Jejich re-
tence se ridila poc¢tem hydroxylovych skupin v molekule (s vy$Sim poctem
hydroxylovych skupin klesala doba retence). Timto pfristupem je mozné
provést detekci jak konjugovanych, tak nekonjugovanych zlucovych ky-
selin s podobnou citlivosti. Limit detekce byl 0,6 umol I"! [59]. V podobné
studii byla jako pracovni elektroda v pulsnim detektoru pouzita taktéz
zlata elektroda [60]. V této studii byly pouzity jiné tfi pulsy a to
E1 =+0,05V, E; = +0,60 V a E3 = -0,60 V. Limit detekce této metody byl
10 umol 1I"1.Pro separaci byla pouzita iontoménicova kolona pro vyménu
aniontll s hydrofobnim charakterem. Poradi eluce je podobné jako
v predchozim pfipadé€, nejdrive jsou eluovany zlucové kyseliny, které ob-
sahuji vice hydroxylovych skupin. Oproti RP-HPLC jsou v tomto pfipadé
konjugaty s glycinem eluovany pred nekonjugovanymi zlucovymi kyseli-
nami. Duvodem je vysSsi hydrofilita zlucovych kyselin konjugovanych

s glycinem nez nekonjugovanych Zzlucovych kyselin. Protoze v téchto
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dvou studiich byla pouzita jako pracovni zlata elektroda bylo mozné po-
zorovat pfimo oxidaci zlucovych kyselin bez pouziti dalSich ¢inidel. V pfi-
padé borem dopované diamantové elektrody je nutné pouzit dehydratacni
¢inidlo, aby doslo k tvorbé dvojné vazby na steroidnim jadfre a bylo umoz-
néno sledovani oxidac¢ni odezvy [1]. Nevyhodou téchto studii [59,60] byla
nutnost vysokého pH roztoku ca 13.

Treti studie je zaméfena na stanoveni ursodeoxycholové kyseliny
a pritomnych necistot ve farmaceutickych preparatech [61]. V tomto pfi-
padeé byla propojena HPLC s UV detekci a elektrochemickym detektorem
(ED), ktery byl tvofen coulometickou analytickou celou, ktera obsahovala
dvé grafitové porézni elektrody v in-line zapojeni pracujicich pfi
+0,60 V a +1,40 V. Nasledné¢ jsou zde porovnana data ziskana UV detekci
s daty ziskanymi elektrochemickou detekci. V této praci vSak nejsou pri-
tomny zadné voltamogramy ani zadné dalsi informace, které by napovi-
daly, jaké elektrochemické procesy probihaly.

V praci Kloudy et al. [2] byla vyuzita jiz popsana metoda chemické
aktivace zlucovych kyselin pro analytické ticely [1]. V tomto pfipadé je za
pomoci dehydratacni reakce umoznéna piima detekce cholové a chenode-
oxycholové kyseliny po jejich extrakci na pevné fazi z umélého séra. Li-
mity detekce v DPV byly urc¢eny nasledujici: 0,5 pmol -1 pro cholovou ky-
selinu a 1,0 umol I-! pro chenodeoxycholovou kyselinu s linearni koncen-

tracni zavislosti minimalné do 80 umol I-1.
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3 Experimentalni cast

3.1 Studované latky a pouzité chemikalie

Studované zlucové kyseliny byly cholova kyselina, chenodeoxycholova
kyselina a a-muricholova kyselina od firmy Sigma-Aldrich, jejich (dekla-
rovana minimalni Cistota 95 %). Zasobni roztok kyseliny cholové v aceto-
nitrilu byl pfipraven o koncentraci 1 - 10~* mol I"1. Zasobni roztoky
a-muricholové a chenodeoxycholové kyseliny v acetonitrilu byly pfipra-
veny o koncentraci 1 - 1073 mol 1"1. Zasobni roztok cholové kyseliny byl
pfipraven o niz§i koncentraci z duvodu mensi rozpustnosti kyseliny
v acetonitrilu.

Dalsi pouzité chemikalie byly acetonitril pro HPLC od Sigma-Al-
drich, kyselina chlorista 70% od Lach—Ner (Neratovice, CR), bezvody chlo-
ristan sodny od vyrobce Fluka a alumina od firmy Elektrochemickeé de-
tektory (Turnov, CR). VSechny chemikalie byly analytické ¢istoty, pokud

neni uvedeno jinak.
3.2 Metody méreni

Pro méfeni metodou cyklické voltametrie byl pouzivan potenciostat Au-
tolab (software Nova 1.1/2.0/2.1.3).

Pracovni borem dopovana diamantova elektroda o pruméru 3 mm
(Ageom = 7,1 mm?) byla od Windsor Scientific (Slough, Velka Britanie).
Elektroda je tvofena BDD diskem umisténym v téle, které je z materialu
PEEK (polyetherketonovy polymer vznikajici alkylaci bisfenolovych soli).
Samotna elektroda byla pred kazdym meérenim leSténa pomoci suspenze
aluminy o velikosti ¢astic 0,5 um (Elektrochemické detektory, Turnov)

v destilované vodé po dobu 15 s.
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Jako referencni elektroda je pouzivan stfibrny dratek v roztoku
0,01 mol I'1 AgNO3 v 1 mol I'! NaClO4 v acetonitrilu (Pleskovova nevodna
elektroda). Prostredi elektrody je od méfeného roztoku oddéleno fritou.
Pomocnou elektrodou je elektroda platinova. Objem méfeného roztoku
byl 2 ml.

Pfi méreni cyklickou voltametrii byla zvolena rychlost polarizace

0,1V s,
3.3 Pracovni postup a zpracovani dat

Jako zakladni elektrolyt byl pouzit roztok 0,1 mol I"! HC1O4 v acetonitrilu.
Meérené roztoky zlucovych kyselin byly pfipraveny o koncentracich:

CA: 9 - 10° mol I'!

CDCA:1-10%molI!

o—MCA: 1 - 104 mol I'!
Nejprve byl vzdy promeéren zakladni elektrolyt a poté roztoky zlucovych
kyselin. Byly méreny tfi cykly, kdy pro zaneseni vysledki do grafu byl
pouzit vzdy prvni cyklus.

Vyhodnoceni ziskanych kfivek probéhlo odectenim hodnoty signalu
zakladniho elektrolytu pfi urcitém potencialu od hodnoty signalu zluco-
vych kyselin pfi stejném potencialu. Tvorba grafli poté probéhla v soft-
waru OriginPro 2016 od firmy OriginLab Corporation (Northampton, MA,
USA).
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4 Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou shrnuty a diskutovany vysledky studia elektroche-
mického chovani, konkrétné redukce, vybranych zlucovych kyselin: cho-
lové, chenodeoxycholové a o—-muricholové kyseliny v prostfedi acetoni-
trilu a kyseliny chloristé, ktera tvorila zakladni elektrolyt. VSechna elek-
trochemicka meéreni probihala na BDD elektrodé. Dale byl studovan vliv
vlozeného pocatecniho potencialu na vyvoj piku vybranych zlucovych ky-
selin. Stabilita odezvy zlucovych kyselin byla studovana v zavislosti na
case uplynuvsim od pripravy odpovidajicich roztoktl po méreni a na tep-

loté a casu zahrivani roztoku.
4.1 Charakterizace BDD elektrody

Charakterizace BDD elektrody byla provedena pomoci roztoku hexakyno-
zeleznatanu draselného (K4[Fe(CN)g)), ktery je také nazyvan jako ferrokya-
nid draselny. Tato latka poskytuje odezvu v oblasti anodickych i katodic-
kych proudu.

Nejprve bylo nutné urcit ¢as, po ktery je nutno elektrodu lestit, aby
byly signaly reprodukovatelné. Roztok byl proméren nejprve bez lesténi
elektrody a nasledné po lesténi elektrody suspenzi aluminy po dobu S s,
15 s a 30 s. Jak je patrné z obrazku 6, po 15 s lesténi se odezva ferrokya-
nidu draselného ustalila. Pred kazdym dalSim meérenim tak byla BDD

elektroda leSténa aluminou po dobu 15 s.
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Obr. 6 Cyklické voltamogramy [Fe(CN)es]3~/[Fe(CN)g|* (c=1 - 1073 mol 171)
v 1 mol I"! chloristanu draselném. Zaznamenany byly bez leSténi a na-
sledné po tom, co byla BDD elektroda leSténa 5's, 15 s a 30 s. Rychlost

polarizace 0,1 V s7!, méfeno v rozmezi od -0,5 V do +1,0 V.

Roztok K4[Fe(CN)s] byl proméfen cyklickou voltametrii pfi riznych rych-
lostech polarizace. Z namérenych cyklickych voltamogramu (obr. 7) byly
ziskany informace o reverzibilité déje probihajiciho na pracovni elektrodé
(tabulka 3). Reverzibilitu déje je mozné posuzovat z poméru mezi anodic-
kym a katodickym proudem (Ia/ L), ten by mél byt teoreticky roven jedneé.
Dalsi hodnotou vypovidajici o reverzibilité d€je je rozdil potencialtl Ea a Ex
mezi vrcholy piktl v anodické a katodickeé oblasti. Teoreticka hodnota roz-
dilu téchto potencialll je rovna 0,059 V, coz odpovida reverzibilnimu sys-
tému, ktery predava jeden elektron. Ze ziskanych hodnot bylo zjiSténo, ze
dej probihajici na BDD elektrodé 1ze oznacit jako déj quasireverzibilni.
Byly zjiStény odchylky v hodnotach Is/Ik a hodnota A E nebyla rovna
0,059 V.
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Obr. 7 Cyklické voltamogramy ferrokyanidu draselného o koncentraci

1 - 103 mol I’ v 1 mol I-! chloristanu draselném pro rychlosti polarizace:

(1) 0,020, (2) 0,050, (3) 0,100, (4) 0,300, (5) 0,500 a (6) 1,000 V s-1.

Tab. 3 Absolutni

hodnoty podilu

anodického

katodického

proudu(|(la/Kk)|) a rozdily hodnot potencialu (A E) pro anodicky a kato-

dicky pik ferrokyanid draselny o koncentraci 1 - 103 mol I'1 v 1 mol 1-!

chloristanu draselném pro ruzné rychlosti polarizace.

Rychlost polarizace, |(Ia/Ix)]| AE,V
Vs

0,020 1,03 0,104

0,050 0,90 0,122

0,100 1,11 0,088

0,300 1,02 0,131

0,500 1,02 0,158

1,000 1,05 0,202
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4.2 Vliv zakladniho elektrolytu na voltametrickou

odezvu zlucovych kyselin

Studiu elektrochemickych vlastnosti cholové a chenodeoxychlové kyse-
liny se jiz ve své praci zabyval Klouda [1,2]. Tyto zlucové kyseliny byly
studovany v prostredi acetonitrilu a kyseliny chloristé pfi minimalnim
obsahu vody 0,4 %. Pri téchto podminkach poskytovaly obé Zlucoveé ky-
seliny anodicky signal u ca +1,2 V vs. Ag/AgNOg, coz je v souladu s jiz
publikovanymi daty v literatute [1,2]. V této praci byla nove studiu elek-
trochemickych vlastnosti podrobena a—muricholova kyselina. Ta ve své
strukture obsahuje, stejné jako jiz zminéné primarni zlucové kyseliny 7a
hydroxylovou skupinu, ktera byla identifikovana jako klicova pro zajis-
téni anodického signalu u +1,2 V. Klouda se ve svych pracich zameéroval
na chovani zlucovych kyselin v oblastech kladného potencialu, tato prace
jeho studii rozsifuje o elektrochemické chovani zlucovych kyselin v ob-
lasti potencialti zapornych.

Nejprve bylo studovano chovani a—-muricholové kyseliny v bezvodém
prostredi acetonitrilu a chloristanu sodného jako zakladniho elektrolytu.
Je znamo, Ze nékteré zlucové kyseliny za téchto podminek podléhaji
pfimé oxidaci v oblasti vysoce pozitivnich potencialti. Klouda ve své praci
prezentuje vysledky dosazené pri studiu cholové a chenodeoxycholové ky-
seliny v prostfedi acetonitrilu a chloristanu sodného [3]. Tyto kyseliny je
mozné pfi vysokych pozitivnich potencialech oxidovat, ale jejich odezvu
neni mozné dobte kvantifikovat. Bylo tedy nutné popsat elektrochemic-
kou aktivitu v prostredi acetonitril/chloristan sodny i pro kyselinu a—mu-
richolovou, ktera nebyla predmétem studia prace [3]. Na obrazku 8 jsou
zaznamenany cyklické voltamogramy v celém potencialovém okné BDD
elektrody. Je vidét, Ze a—muricholova kyselina neposkytuje vyhodnotitel-
nou oxidac¢ni ani reduk¢ni odezvu ve zpétném skenu, toto prostredi tedy

neni pro detekci ao—muricholové kyseliny vhodné.
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Obr. 8 Cyklické voltamogramy a—muricholové kyseliny
(c=1-10%mol 1) v 0,1 mol 1" NaClO4 v acetonitrilu. Rychlost polari-
zace elektrody 0,1 V s™1, méfeno v rozsahu -0,9V az +2,0 V. Zaznam
ttech po sobé jdoucich cyklu. Zakladni elektrolyt je znazornén cernou

ktivkou.

Dale bylo studovano chovani vSech tfi studovanych Zlucovych kyselin
v prostredi acetonitril - kyselina chlorista. Roztoky pro méfreni byly pfi-
praveny smisenim zasobniho roztoku prislusné zlucové kyseliny v aceto-
nitrilu a 0,1 mol I'! kyseliny chloristé v acetonitrilu a byl vzdy zazname-
nam cyklicky voltamogram tésné po smiseni obou roztoku a dale byly
zaznamenany cyklické voltamogramy v nékolika minutovych intervalech
do stabilizace odezvy. Obsah vody v méreném roztoku je 0,55 %, jedna se
o experimentalné zjiSténou hodnotu titraci podle Karla Fischera [2]. Mé-
reni byla provadéna v rozsahu potencialového okna BDD elektrody od po-
tencialu -0,9 V do +2,0 V. Pti sledovani vyvoje signalu v ¢ase bylo zjis-

téno, ze dochazi k narastu anodického signalu, charakteristického na-
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rustem proudu oproti voltamogramu zakladniho elektrolytu od potenci-
alu+1,0 Vdo +1,7 V, coz je v souladu s udaji z literatury [1]. Tato casova
zavislost je dana chemickou reakci, dehydrataci zahrnujici 7a hydroxylo-
vou skupinu a vodik na C8, ktera vede k zavedeni dvojné vazby do mole-
kuly zlucové kyseliny a aktivuje ji pro elektrochemickou oxidaci [1]. Podle
aktualnich dat, ktera byla ziskana pomoci NMR spektroskopie, se zda, ze
po eliminaci 7o hydroxylové skupiny a pfesunu atomu vodiktl vznikne
smés produktd s nenasycenym C nebo D kruhem steroidniho jadra. Na-
sledujici elektrochemickou oxidaci vznika smeés ketonickych a diketonic-
kych produktt [2].

Kromé vyvoje signalu v oblasti pozitivnich potenicaltt dochazi u v§ech
kyselin také k vyvoji katodického signalu v oblasti negativnich potenci-
alt. Tyto katodické signaly se jevi dobfe odliSitelné (jak je patrno z ob-
razku 9) od voltamogramu zakladniho elektrolytu. V literatutre nebyly do-
sud popsany, a tak byla dale vénovana pozornost podminkach jejich

vzniku a moznostem jejich analytického vyuziti.
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Obr. 9 Cyklické voltamogramy A) chenodeoxycholové kyseliny
(c=1"-10"5mol I'!), B) cholové kyseliny, (c=1- 105 mol I'!) a C) a—mu-
richolové kyseliny (c=1 - 104 mol -1 v 0,1 mol I'! HCIO4 v prostredi ace-
tonitrilu s obsahem vody 0,55 %. Rychlost polarizace elektrody 0,1 V s1,
meéfeno v rozsahu -0,9 V az +2,0 V. Voltamogramy zaznamenany ihned
po pripraveé smisenim roztoku jednotlivych Zlucovych kyselin v acetoni-
trilu s roztokem HClO4 (O min.) a nasledné v dalSich uvedenych casovych

intervalech. Zakladni elektrolyt je znazornén cernou kfivkou.
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4.3 Studium podminek pro detekci zZlucovych kyse-

lin v oblasti zapornych potencialu

Béhem studia vyvoje signalu zlucovych kyselin v ¢ase byl pozorovan vyvoj
signalu v oblasti zapornych potencialt. Tento signal byl pozorovan pouze
v prostredi acetonitrilu a kyseliny chloristé. V naslednych experimentech
byly identifkovany podminky, za kterych se tato odezva vyviji. Nejprve
bylo provedeno méreni katodického skenu od O V do -0,9 V. Jako dalsi
byla studovana moznost interference mezi katodickou odezvou zlucovych
kyselin a signalem kysliku, a to z tohoto dliivodu, ze se tyto dvé odezvy
nachazeji ve své blizkosti. Nasledné byly identifikovany specifické pod-
minky, které vedou ke vzniku signalu v oblasti zapornych potencialua.
Nejprve bylo zjiSténo, zda je k zisku odezvy nutna pritomnost kysliku
a dale bylo studovano, jakou hodnotu musi mit vkladany pozitivni poten-
cial, aby bylo mozné katodickou odezvu pozorovat.

Protoze byl v oblasti zapornych potencialli pozorovan nizky signal
v cyklickém voltamogramu zakladniho elektrolytu, bylo potfeba zjistit,
zda v tomto rozsahu potenciall nedochazi s ¢casem i k vyvoji odezvy v za-
kladnim elektrolytu a neni tak zaménovan signal kysliku s odezvou zlu-
covych kyselin. Byla tedy studovana katodicka odezva kysliku v roztoku
za stejnych podminek, za kterych dochazelo k vyvoji katodického signalu
zlucovych kyselin (kap. 4.2). Roztok zakladniho elektrolytu byl pripraven
smisenim 1 mol 17! kyseliny chloristé s acetonitrilem v pomeéru 1:9. Meé-
feni bylo provedeno metodou cyklické voltametrie v Sifi potencialového
okna BDD elektrody od -0,9 V do +2,0 V ihned po pfipravé a nasledné
v casech 15 min, 30 min, 60 min a 90 min od pfipravy. Zaznamenané
voltamogramy jsou na obr. 10. Cyklické voltamogramy zakladniho elek-
trolytu se v case prakticky neméni, s vyjimkou dobfe patrného signalu
kysliku pfi potencialu —0,45 V. Nejvétsi naruast jeho odezvy byl do 15 mi-

nut od pripravy roztoku, poté se signal stabilizoval, aby po 90 minutach
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jeho hodnota klesla pfiblizné na 30 % intenzity pozorované ihned po pfi-
pravé roztoku. To mlize byt dano tim, Ze pfi pfipravé je v roztoku pri-
tomno vy$s$i mnozstvi kysliku, to béhem ustaleni roztoku v case klesa,
a tak dochazi k poklesu katodické odezva kysliku. Jak je patrné z nameé-
fenych voltamogramu, nedochazelo k vyznamnému vyvoji signalu kys-
liku. V cisté vodnych kyselych roztocich, nebyl pozorovan na BDD elek-
trodach vyvoj signalu kysliku [62]. To, Ze v prostredi acetonitrilu je signal
kysliku mozné pozorovat je zfejme dano rozpustnosti atmosférického kys-
liku v acetonitrilu, ta je priblizné osmkrat vyssi nez rozpustnost kysliku
ve vodé [63].

Porovnanim téchto méfeni a katodickych signalu jednotlivych zlucovych
kyselin (obr. 9) Ize s vysokou davkou jistoty tvrdit, Ze v pripadé katodicke
odezvy zlucovych kyselin obsahujicich 70 hydroxylovou skupinu pfi po-
tencialech priblizné -0,5 V se nejedna o odezvu kysliku rozpusténého
v zakladnim elektrolytu, ktery by se vyvijel v Case, ale jedna se o odezvu

téchto zlucovych kyselin.
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Obr. 10 Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu (0,1 mol 1" kyse-
lina chlorista v acetonitrilu s obsahem vody 0,55 %) bez odstranéni kys-
liku z roztoku. Rychlost skenu 0,1 V s1, méfeno v rozsahu -0,9 V az
+2,0 V. Voltamogramy zaznamenany ihned po pfipraveé roztoku zaklad-

niho elektrolytu a nasledné v dalSich uvedenych ¢asovych intervalech.
4.3.1 Chenodeoxycholova kyselina

Roztok chenodeoxycholové kyseliny byl pfipraven smisenim chenodeoxy-
cholové kyseliny o koncentraci 1 - 1073 mol 1!, kyseliny chloristé o kon-

centraci 1 mol I'! a acetonitrilu v poméru 1:1:8. Roztok byl méren v roz-

sahu potencialti od -0,9 V do +2,0 V. Zaznamenané voltamogramy jsou
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zobrazeny na obr. 9A. Na obr. 11A je prezentovana zavislost vysky ano-
dického signalu pfi potencialu +1,2 V a katodického pfi potencialu
ca-0,4V. Zobrazku 9A a 11A vyplyva, ze voblasti od -0,2V do
—-0,6 V dochazi k vyvoji signalu s maximem pfi -0,35 V, ktery je mozné
dobre rozliSit od linie zakladniho elektrolytu. Tento signal neni mozné
pozorovat ihned po pfipraveé roztoku, kdy je patrny pouze signal kysliku
pfi potencialu -0,25 V. Oproti predeslému méreni zakladniho elektrolytu
(obr. 10), zde doslo k posunu signalu kysliku z —0,45 V do —-0,25 V. Ode-
zva se s casem vyviji. Do 60 minut od pripravy roztoku je mozné pozoro-
vat narust signalu jak v anodicke, tak v katodické proudové oblasti. Poté
signal mirné klesa a stabilizuje se.

Na zakladé predeslého meéreni bylo nutné zjistit, zda je pro vznik ka-
todické odezvy nutna predchozi oxidace chenodeoxycholoveé kyseliny. Byl
pripraven roztok této zlucové kyseliny stejnym zptisobem, jako v prede-
Slém pfipadé. Odezva chenodeoxycholové kyseliny byla méfena po 60 mi-
nutach od pripravy, tj. po stabilizaci proudovych signalti. Nejprve pro-
béhlo pozorovani katodické odezvy pfi méfeni v rozsahu potencialti od
-0,9 V do -0,3 V, tedy bez elektrochemické oxidace (+1,2 V). V tomto roz-
sahu potencialti nebylo mozné pozorovat zadnou odezvu chenodeoxycho-
lové kyseliny. Poté byla studovana tvorba odezvy v rozsahu potencialti od
-0,9 V do +1,27 V. Tento kone¢ny potencial byl zvolen, protoze je pfi ném
mozné pozorovat konec vyvoje odezvy prvni elektrochemické oxidace. Po
probéhnuti elektrochemické oxidace pouze prvniho signalu nebyla v ka-
todické oblasti, stejné€ jako v predeslém pripadé, pozorovana zadna ode-
zva této zlucové kyseliny. Nasledné bylo meéfeno v potencialech od
-0,9Vdo +1,5V, tj. konecny kladny potencial cyklické voltametrie byl
roven hodnoté potencialu, pti kterém byl dokoncen elektrochemicky dé&;j
pro druhy oxidacni signal. Ani v tomto pripadé nebylo mozné pfi zpétném
skenu cyklického voltamogramu pozorovat katodickou odezvu. Nakonec

byl roztok chenodeoxycholové kyseliny promeéren v potencialech od
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-0,9 V do +2,0 V. V tomto pripadé doslo k vyvoji signalu v katodické ob-
lasti, ktery bylo mozné dobfe rozliSit od odezvy zakladniho elektrolytu.
Z téchto ziskanych informaci, viz obrazek 11B, vyplyva, ze pro vyvoj sig-
nalu chenodeoxycholové kyseliny pfi zpétném skenu cyklického voltamo-
gramu je trfeba, aby bylo dosazeno vysokého kladného potencialu
ca +2,0 V. Na BDD elektrodach v pfitomnosti vody je toto zptisobeno roz-
kladem vody na povrchu elektrody. K rozkladu dochazi za pouziti vysoce
kladnych potencialti (pfiblizné +2,0 V) a na povrchu BDD elektrody vzni-
kaji HO® radikaly (rovnice 1).[64]
H,0 -» HO® + HY + e~ (1)
Nasledné byl studovan vliv kysliku, ktery je pfirozené rozpusStén
v roztoku v koncentraci pfiblizné 8,1 mmol I"! [63], na redukcéni signal
chenodeoxycholové kyseliny. Méreny roztok byl pripraven ve stejném po-
meéru jako v predes§lém pripadé. Bylo méreno v §ifi potencialového okna
BDD elektrody od —0,9 V do +2,0 V a byla sledovana katodicka odezva
v nepritomnosti kysliku. Ten byl odstranén probublanim dusikem po
dobu 5 min a roztoky byly dale v pribéhu méfeni drzeny v atmosfére du-
siku. Pro zakladni elektrolyt (1 mol I'! kyselina chlorista a acetonitril
v poméru 1:9, obsah vody 0,55 %) a chenodeoxycholovou kyselinu jsou
cyklické voltamogramy zaznamenané v case ihned po priprave a nasledné
po 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min a 120 min na obr.
11C. Je viditelné, Zze v roztoku, ktery neobsahoval kyslik, doslo k vyvoji
signalu zlucové kyseliny jak v anodické, tak katodické oblasti. Bylo
mozné pozorovat narust signalu do 20 minut do pfipravy roztoku, poté
signal klesal az nebyla odezva rozliSitelny od linie zakladniho elektrolytu.
Vyvoj signalu v katodické oblasti byl pozorovatelny, avSak oproti odezve
v roztoku za pritomnosti kysliku minimalni. Poté byla proméfena odezva
v rozsahu potenciali od -0,9 Vdo +0,3V, od -0,9 Vdo +1,27V, od
-0,9Vdo+1,5Vaod-0,9 Vdo +2,0 V. Ziskané krivky je mozné vidét na
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obrazku 11D. Vyska signalu zlucové kyseliny v katodické oblasti pfi meé-
feni v nepfitomnosti kysliku odpovidala 14 % vysky signalu, ktery byl po-
zorovan v roztoku zlucové kyseliny za pritomnosti kysliku.

Predbézné experimenty tykajici se identifikace produktt oxidace uka-
zuji, ze finalnimi produkty by mohly byt steroidy obsahujici keto skupiny
a chinoidni struktury. Tyto produkty vznikaji pfi elektrolyze provadéné
pfi potencialu ukonceni druhého anodického signalu. Pfi ukonceni oxi-
dace v oblasti vyvoje OH* radikalu je zde predpokladana dal$i hydroxy-
lace steroidniho skeletu zlucové kyseliny a pripadné oxidace na keto de-
rivat. Vzhledem k nutnosti pfitomnosti kysliku pro vyrazny vyvoj kato-
dického signalu lze predpokladat jeho katalyticky ticinek. Signal by mohl
byt zptuisoben podobnym mechanismem jako je popsano v ¢clanku Vacka
et al. [65]. Ten ve své praci popisuje katalytickou redukci doxorubicinu,
kdy je pritomny chinon redukovan na hydrochinon. Vznikly hydrochinon
je kyslikem pritomnym v roztoku regenerovan zpét na chinon. V pripadé
zlucovych kyselin by se mohlo jednat o redukci produktu oxidace zluco-
vych kyselin na BDD elektrodé (naptiklad diketonu), ktery by byl zpétné
oxidovan pritomnym kyslikem na dihydroxy derivat. Navrhovany mecha-

nismus bude nutno potvrdit dalSimi experimenty.
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Obr. 11 A) Zavislost vysky proudu katodického (m, pro E, = -0,4 V) a ano-
dického (e, pro E, = +1,2 V) piku na dobé od pripravy roztoku pro
chenodeoxycholovou kyselinu (c=1-10%moll!) v 0,1 moll! HClO4
v prostfedi acetonitrilu s obsahem vody 0,55 %. Rychlost skenu
0,1 Vsl. Cyklické voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny
(c=1-10%mol11) vO,1 mol I'! HCIO4 v prostfedi acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,55 %. Rychlost polarizace elektrody 0,1 V s7l. B) Voltamo-
gramy zaznamenany 60 min. po pfiprave. Méreno v danych potencialo-
vych oknech v pritomnosti kysliku. C) Méfeno v rozsahu od -0,9 V do
+2,0 V. Voltamogramy zaznamenany ihned po pripravé smisenim roztoku

chenodeoxycholové kyseliny s roztokem HClIO4 a dale ve zminénych ca-
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sovych intervalech. Méreni probéhlo v nepfitomnosti kysliku. D) Voltamo-
gramy zaznamenany 60 min po pfipravé. Méfeno v danych potencialo-

vych oknech v nepritomnosti kysliku
4.3.2 Cholova kyselina

Meéreny roztok byl pripraven smisenim cholové kyseliny o koncentraci
1 - 104 mol 11, kyseliny chloristé o koncentraci 1 mol 1! v poméru 9:1,
aby koncentrace pfipraveného roztoku byla 9 - 1075 mol I'1, tj. blizila se
koncentraci roztoku obou dalSich studovanych Zlucovych kyselin. Vy-
chozi zasobni roztok cholové kyseliny je desetkrat méné koncentrovany
nez zasobni roztoky a—muricholové a chenodeoxycholové kyseliny kvuali
niz8i rozpustnosti cholové kyseliny v acetonitrilu. Roztok zakladniho
elektrolytu byl pripraven stejnym zptsobem jako v pfipadé chenodeoxy-
cholové kyseliny.

Na obrazku 12A je znazornéna zavislost vyvoje elektrochemické re-
doxni odezvy cholové kyseliny na ¢ase v pritomnosti kysliku v roztoku.
Cholova kyselina poskytuje v oblasti anodickych potencialt jednu odezvu
a to pfi +1,2 V. Tato odezva je pozorovatelna do 45 minut od pfipravy
roztoku, poté zfejmé dochazi k transformaci kyseliny dusledkem dalSich
dehydratacnich reakci, protoze po 60 minutach od pripravy je jizZ odezva
v anodické oblasti rozdilna. Dochazi k napadnému nartustu anodického
piku u +1,45 V (obr. 9). Cholova kyselina oproti chenodeoxycholové ky-
seliné ma navic ve své strukture hydroxylovou skupinu v poloze 12a. Je
tedy mozné, Ze po 60 minutach od smiseni roztoku dochazi k dalSim de-
hydratac¢nim reakcim. Soucasné se zménami probihajicimi na steroidnim
jadru cholové kyseliny dochazi k transformaci odezvy, ktera se projevuje
pravé nartistem anodického piku u +1,45 V. V praci Kloudy et al. [2] byl
porovnavan vyvoj signalu pti kladnych potencialech vlivem zahtivani. Do-
chazelo k transformaci signalu a jeho posunu. Zatimco vlivem zahfivani

dochazelo k posunu odezvy k niz§im potencialti ca +0,6 V, bez zahtivani
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po 60 minutach od pfipravy roztoku doslo k posunu odezvy naopak na
vyS$§i potencial +1,45 V. V oblasti zaporny potencialt je mozné pozorovat
vyvoj signalu pri potencialu -0,3 V. K nejvétsi odezveé dochazi S minut od
pfipravy, nasledné jeho hodnota klesa s narustajicim oxidaénim signa-
lem a po transformaci oxida¢niho signalu po 60 minutach neni zadny re-
dukéni signal pozorovatelny. Zrejmé tak dojde zménami na steroidnim
jadre k zamezeni prubéhu oxidac¢nich reakci na BDD elektrodé, nedojde
ke vzniku oxida¢niho produktu cholové kyseliny, ktery by byl nasledné
redukovan.

Nasledné byla, obdobné jako v pripadé chenodeoxycholové kyseliny,
studovana zavislost pritomnosti odezvy v oblasti zapornych potenciali na
hodnoté maxima vlozeného kladného potencialu. Cholova kyselina po-
skytuje pouze jednu odezvu v anodické oblasti, proto byly vybrany roz-
sahy od -0,9 Vdo +0,3V (nedochazi k oxidaci cholové kyseliny), od
-0,9 Vdo +1,3 V (oblast oxidace cholové kyseliny) a od -0,9 V do +2,0 V
(oblast uniku zakladniho elektrolytu). Ze ziskanych informaci v obrazku
12B je patrné, ze k pozorovani piku v katodickeé oblasti neni nutna pouze
oxidace zlucoveé kyseliny, ale i vlozeni vysokého potencialu +2,0 V.

Protoze predesla méreni probihala v pritomnosti kysliku, bylo nutné
oveérit, jaky ma na vyvoj voltametrické odezvy pfi zpétném skenu vliv pfi-
tomnost kysliku. Roztok zakladniho elektrolytu i cholové kyseliny byl
bublan dusikem po dobu 5 minut pfed méfenim a béhem méfeni nebyly
roztoky bublany, ale byly drzeny v atmosfére dusiku. Z namérenych cyk-
lickych voltamogramu v obrazku 12C vyplyva, Ze pokud neni v roztoku
pritomen kyslik, nelze pozorovat odezvu cholové kyseliny v katodické ob-

lasti.
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Obr. 12 A) Zavislost vysky proudu katodického (m, pro E, = -0,3 V) a ano-
dického (e, pro E, = +1,2 V) piku na dobé od pfipravy roztoku pro cholo-
vou kyselinu (c=9 - 105 mol 1"1) v 0,1 mol I"'? HCIO4 v prostredi acetoni-
trilu s obsahem vody 0,55 %. Rychlost skenu 0,1 V s71. Cyklické voltamo-
gramy cholové kyseliny (c=9 - 10 mol 1"1) v 0,1 mol I"1 HCIO4 v pro-
stredi acetonitrilu s obsahem vody 0,55 %. Rychlost skenu 0,1 V s71.
B) Voltamogramy zaznamenany 30 min. po pfipravé. Méfeno v danych
potencialovych oknech. C) Méfeno v rozsahu od -0,9 V do +2,0 V. Vol-
tamogramy zaznamenany ihned po pfipravé smisenim roztoku kyseliny
cholové s roztokem HClO4 a dale ve zminénych ¢asovych intervalech v ne-

pritomnosti kysliku.
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4.3.3 o-muricholova kyslina

Elektrochemické chovani této primarni zlucové kyseliny doposud nebylo
studovano. Na zakladé pritomné 7o hydroxylové skupiny bylo predpokla-
dano podobné chovani jako u doposud studovanych primarnich zluco-
vych kyselin cholové kyseliny a chenodeoxycholové kyseliny. Méfeny roz-
tok byl pripraven smisenim o-muricholové kyseliny o koncentraci
1 - 10723 mol 11, kyseliny chloristé o koncentraci 1 mol I'! a acetonitrilu
v pomeéru 1:1:8, aby koncentrace pripraveného roztoku byla
1 - 104 mol I"l. Roztok zakladniho elektrolytu byl pfipraven stejnym zpu-
sobem jako v pripadé chenodeoxycholové kyseliny.

Na obrazku 13A je znazornéna zavislost vyvoje elektrochemické re-
doxni odezvy a—muricholové kyseliny na ¢ase v pritomnosti kysliku v roz-
toku. o—muricholova kyselina poskytuje v oblasti anodickych potencialt
dvé odezvy a to pfi -0,1 V a +1,5 V. Prvni odezva nartista do 30 minut od
pripravy roztoku, druha odezva narusta do 60 minut od pfipravy roztoku.
Oxidacni signal pii +1,5 V je lépe vyvinuty za pritomnosti kysliku, v ne-
pfitomnosti kysliku neposkytuje a—muricholova kyselina tento pik dobfe
definovany (obr. 13B). U oxidac¢niho signalu pfi -0,1 V dochazi k jeho vy-
voji bez vlivu pritomnosti kysliku, jedna se tedy zfejmeé o oxidaci jiz vznik-
Iych oxida¢nich produktt. a—muricholova kyselina ve své struktute ob-
sahuje oproti chenodeoxycholové kyseliné navic hydroxylovou skupinu
v poloze 6[3, to muize vést k jinym dehydratacnim mechanismtim, nez pro-
bihaji u predeslych primarnich zlucovych kyselin. V oblasti zapornych
potencialltl v pfitomnosti kysliku je mozné pozorovat vyvoj signalu pfi po-
tencialu -0,35 V. IThned po priprave je signal dobfe odliSitelny od linie
zakladniho eletkrolytu a s postupem casu odezva klesa az zcela zmizi.
Pokud je z roztoku kyslik odstranén, k vyvoji redukéniho signalu nedo-
chazi.

Nasledné byla obdobné jako v pfipadé chenodeoxycholové a cholové

kyseliny studovana pfitomnost odezvy v oblasti zapornych potenciali
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v zavislosti na hodnoté maxima vlozeného kladného potencialu. a—muri-
cholova kyselina poskytuje odezvu v anodické oblasti, proto byly vybrany
rozsahy od -0,9 V do +1,0 V (nedochazi k oxidaci a—muricholové kyse-
liny), od —0,9 V do +1,7 V (oblast oxidace a—muricholové kyseliny) a od
-0,9 Vdo +2,0 V (oblast uniku zakladniho elektrolytu). Z nameérenych
cyklickych voltamogramt je stejné jako u pfedchazejicich dvou zlucovych
kyselin patrné, ze k pozorovani piku v oblasti zapornych potencialtl neni
nutna pouze prvni oxidace zlucové kyseliny, ale i vlozeni vysoce kladného
potencialu +2,0 V. Stejné jako je tomu v pfipadé predeSlych primarnich
zlucovych kyselin, je pro vyvoj redukéniho signalu dulezita pritomnost

kysliku v roztoku.
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Obr. 13 A) Zavislost vysky proudu katodického (m, pro E,= -0,35V)
a anodického (e, pro Ep = +1,5 V) piku na dobé od pfipravy roztoku pro
o—muricholovou kyselinu (c=1- 104 molI'!) v 0,1 mol 1" HCIO4 v pro-
stredi acetonitrilu s obsahem vody 0,55 %. Rychlost polarizace elektrody
0,1 Vsl B) Cyklické voltamogramy  kyseliny a—muricholove
(c=1-10%mol11) vO,1 mol I'! HCIO4 v prostfedi acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,55 %. Rychlost skenu 0,1 Vsl. Méfeno v rozsahu od
-0,9 V do +2,0 V. Voltamogramy zaznamenany ihned po pfipravé smise-
nim roztoku kyseliny o—muricholové s roztokem HClO4 a dale ve zminé-

nych casovych intervalech. Méfeni probéhlo v nepritomnosti kysliku.
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4.4Vliv podminek zahfivani chenodeoxycholové
kyseliny na tvorbu odezvy v oblasti zapornych

potencialua

Jak jiz bylo zminéno vysSe, je vyvoj jak anodického, tak katodického sig-
nalu chenodeoxycholové kyseliny zavisly na case. K vyvoji stabilniho
a dobre definovaného signalu dochazi az po vice jak 45 minutach od pri-
pravy roztoku. Tento Cas neni pro provadéni rutinnich analyz vhodny,
a tak bylo pfristoupeno ke studiu moznostem urychleni vyvoje odezvy.
Anodicky signal chenodeoxycholové kyseliny a cholové kyseliny u +1,2 V
je stabilni po zahtivani roztoku na 50 °C po dobu 5 minut [2]. Pri delSim
zahtivani (30 min) dochazi u kyseliny cholové k transformaci jeji odezvy
[2], stejné tak jako bylo pozorovano pri Casoveé zavislosti na obr. 9B vySe.
Na zakladé téchto informaci byla pro dalsi studium odezvy pfi zapornych
potencialech vybrana chenodeoxycholova kyselina, u které nedochazi
k transformaci odezvy.

Meéreny roztok chenodeoxycholové kyseliny byl pripraven smisenim
chenodeoxycholové kyseliny o koncentraci 1 - 1073 mol I'}, kyseliny chlo-
risté o koncentraci 1 mol I'! a acetonitrilu v pomeéru 1:1:8. Roztok byl meé-
fen v rozsahu potenciali od -0,9 V do +2,0 V. Roztok této zlucové kyse-
liny byl vloZzen do vodni lazné na dobu 5 minut a zahfivan na 30 °C, 35 °C,
40 °C, 45 °C a 50 °C. Na obr. 14 jsou zobrazeny nameéfené cyklické vol-
tamogramy. Jak je mozné vidét, vySka odezvy v oblasti zapornych poten-

ciala stoupa analogicky k vysce odezvy v kladnych potencialech.
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Obr. 14 Cyklické voltamogramy kyseliny chenodeoxycholové
(c=1-10%mol11) v 0,1 moll! HCIO4 v prostredi acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,55 %. Rychlost polarizace elektrody 0,1 V s71. Méfeno v roz-
sahu -0,9 Vaz +2,0 V. Voltamogramy zaznamenany po zahfivani po

dobu 5 min na uvedenou teplotu.

V nasledujicim experimentu bylo studovano, zda by nebylo mozné do-
cilit stejnych vysledkti zahfivanim roztoku chenodeoxycholové kyseliny
na 50 °C v kratSich ¢asovych intervalech jako pfi zahfivani ve vodni lazni
o 50 °C na 5 minut. Roztok chenodeoxycholové kyseliny byl zahfivan ve
vodni lazni zahraté na 50 °C v casovych intervalech 10 s, 30 s, 1 min,
2 min, 3 min, 4 min a 5 min. Jak jiz bylo zminéno vySe, stabilni anodicky
signal byl ziskan po 5 minutach zahfivani. Z cyklickych voltamogramu
na obr. 15A je patrné, ze vyvoj katodické odezvy je zavisly na probéhlé
oxidaci. Katodicka odezva po zahtrivani na dobu 10 sekund ma sice srov-
natelnou hodnotu s odezvou po 5 minutach zahtivani, ale nasledné se

pak s casem meéni a jeji hodnota neni stabilni (obr. 15B). Z téchto méreni
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je patrné, ze vyvoj signalu zlucovych kyselin bude zfejmé mozné urychlit
zahratim roztoku ve vodni lazni o teploté 50 °C na dobu 5 minut, stejné

jako je tomu u signalu v kladnych potencialech. Pro dalsi zavéry bude

nutné provést obdobné méreni s dalSimi kyselinami.
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Obr. 15 A) Cyklické voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny
(c=1-10%mol 1) vO,1 moll! HCIO4 v prostredi acetonitrilu s obsa-
hem vody 0,55 %. Rychlost polarizace elektrody 0,1 V s1. Méfeno v roz-
sahu -0,9 Vaz +2,0 V. Voltamogramy zaznamenany po zahfivani na
50 °C v uvedenych casovych intervalech. B) Zavislost vysky proudu kato-
dického signalu (m, pro E, = -0,35 V) chenodeoxycholové kyseliny na dobé

zahftivani.
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5 Zaveér

Cilem této diplomoveé prace bylo studium elektrochemického chovani cho-
lové kyseliny, chenodeoxycholové kyseliny a o-muricholové kyseliny
v bezvodém prostiedi acetonitrilu v oblasti zapornych potencialti. Z mé-
feni bylo potvrzeno, Zze k detekci vybranych zlucovych kyselin v anodicke
oblasti v prostredi acetonitrilu je dulezita pritomnost dehydrata¢niho ¢i-
nidla [1], v tomto pripadé je to pfitomnost kyseliny chloristé. Byla prove-
dena i kontrolni méfeni v pfitomnosti chloristanu sodného, ale zde ne-
bylo mozné rozliSit signal kyselin od signalu zakladniho elektrolytu. Pro-
toze mezi meérenimi dochazi k pasivaci elektrody, bylo nutné BDD elek-
trodu mezi jednotlivymi mérenimi lestit. Tim byla zajiSténa reprodukova-
telnost méreni.

Studie prokazala, ze vSechny tfi studované zlucové kyseliny poskytuji
odezvu po anodické oxidaci ve zpétném katodickém skenu pfi potencialu
ca-0,4 V. Ze studia podminek vyplyva, ze pro tvorbu této odezvy je dule-
zita pritomnost kysliku v roztoku. Pokud byl kyslik z méfeného roztoku
odstranén, katodicka odezva nebyla pozorovana u cholové kyseliny
a a—muricholové kyseliny. V pfipadé chenodeoxycholové kyseliny byl i po
odstranéni kysliku z roztoku pozorovan katodicky signal, avSak pouze
v minimalni mife. DalS§i podminkou pro vznik tohoto signalu je, zZe
nejdfive musi dojit nejen k oxidaci zlucové kyseliny, ale také k vlozeni
vysokého napéti +2,0 V, pri kterém dochazi na BDD elektrodé k anodic-
kému rozkladu vody za vzniku OH® radikalt. Ty zfejmé oxiduji dale zlu-
cové kyseliny a az prave takto vzniklé produkty je nasledné mozné redu-
kovat. Lze predpokladat napftiklad tvorbu ketont a diketonu, které jsou
na elektrodé redukovany na prislusné hydroxyslouceniny. U steroidnich
sloucenin je naprfiklad popsana elektrochemicka redukce testosteronu
nebo hydrocortisonu (cortisol), které obsahuji keto skupinu na Cs stero-

idniho skeletu v allylové pozici vzhledem ke dvojné vazbeé AC#.[66]
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Vzhledem k nutnosti pritomnosti kysliku v roztoku pro zretelny vyvoj
katodického signalu lze predpokladat, Ze zpétné oxiduje redukované
formy (tj. hydroxylované formy), které jsou nasledné opét redukovany na
elektrodé a jsou puvodcem pozorovanych katodickych signali. Vzhledem
k redukcénimu potencialu pomérné blizko nule se musi jednat o pomeérné
snadno redukovatelné skupiny, naptiklad chinoidni struktury. Podobné
katalytické cykly byly jizZ popsany napriklad pro doxorubicin [635].

Protoze katodicka odezva zlucovych kyselin neni pritomna ihned po
piipravé meéfeného roztoku, ale nejdfive po 45 minutach, bude uko-
lem naslednych studii optimalizovat podminky jeho stabilizace. Bylo
predpokladano, ze zahfivanim by meélo dojit k urychleni reakce a vyvoji
katodického signalu stejné jako tomu je v pripadé anodického signalu,
jak popsal Klouda et al [2]. Tento predpoklad se ukazal jako spravny.
Stejné jako je tomu u oxidacniho signalu, dojde k urychleni vyvoje sig-
nalu redukéniho. Pro vyvoj signalu v oblastech zapornych potencialti se
ukazalo vhodné zahtivani po dobu 5 minut na 50°C. Méfeni probéhlo pro
chenodeoxycholovou kyselinu, ktera vykazovala oproti zbylym dvéma ky-
selinam stabilni odezvu. Pro definitivni zavéry vhodnosti tohoto postupu
bude tedy nutné tyto podminky prostudovat i pro cholovou a a—muricho-
lovou kyselinu.

Cilem dalsiho studia elektrochemického chovani Zlucovych kyselin by
mohla byt stabilizace jejich katodického signalu a studium mechanismu
vedouci k jeho vzniku. Pro tuto studii mohou byt vyuzity jiné elektrodové
materialy, na kterych dochazi k anodické oxidaci zlucovych kyselin za
podminek umoznujicich jejich dehydrataci (napfiklad elektroda ze skel-
ného uhliku a platina [1]), ale na kterych nedochazi k masivni tvorbé
OH?* radikall pfi vlozeni potencialu v oblasti rozkladu vody vzhledem k ji-
nému mechanismu jeji oxidace a oxidace elektrodového materialu.

Dale by bylo vhodné prostudovat moznost vyuziti téchto znalosti k de-
tekci zlucovych kyselin v priitokovych metodach. Nabizi se moznost vyu-
ziti jak anodického, tak katodického signalu, s vyuzitim pritokové in-

jekéni analyzy a multipulsni amperometrické detekce, nebo s vyuzitim

54



separace pomoci HPLC. Zde bude nutno optimalizovat separacni pod-
minky v¢etné volby kolony, jelikoz pro pribéh dehydratac¢ni reakce jsou
nezadouci vyssi obsahy vody. Je nutné si také uvédomit, Ze z jedné zlu-
cové kyseliny se muze tvorit vice dehydrata¢nich produktt, komplikuji-

cich optimalizaci separace a detekce.
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