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Abstrakt

Pouziti voltametrie pro stanoveni ZluCovych kyselin a pfibuznych latek je v literatufe
zaznamenano, avsak v naprosté vétsing piipadu této metode predchazi separacni krok. Cilem
této bakalarské prace bylo vyvinuti metody pro piimé stanoveni a ptipadné i identifikaci Sesti
vybranych zlu¢ovych kyselin. Méfeni probihala v nevodném prostiedi acetonitrilu za pouziti
DC voltametrie. Jako pracovni elektroda byly pouzity platinova elektroda a elektroda ze
skelného uhliku, v obou piipadech v rotujicim usporadani. Z vysledktt méteni vyplynulo, Ze
platinova elektroda neni pro toto pouziti vhodna. Elektroda ze sklené¢ho uhliku skytd urcity
potencidl pro stanoveni a identifikaci zluCovych kyselin, avSak identifikace je témét

vylouc¢ena velkou podobnosti ptilvinovych potenciala.
Abstract

The use of voltammetry for determining bile acids and similar compounds is described in
literature, but in most cases separation precedes. The goal of this bachelor’s thesis was to
develop a method for direct determination and identification of seven selected bile acids. The
experiments were carried out in non-aqueous medium of acetonitrile using DC voltammetry.
As the working electrode a rotating disc platinum electrode and a rotating disc glassy carbon
electrode were employed. Platinum electrode proved not to be suitable for this kind of use.
The GCE on the other hand showed some potential, but the chemical properties of the bile

acids exclude its use in terms of identification.
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Seznam zkratek

BDDE borem dopovana diamantova elektroda
c molarni koncentrace [mol 1]

CMC kritickd micelarni koncentrace

DC direct-current

DME kapajici rtutova elektroda

E potencial [mV]

Ein pulvlnovy potencial [mV]

GCE elektroda ze skelného uhliku

I proud [uA]

liim limitni konvektiveé-difuzni proud [pA]
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1 Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo shromazdit literarni data o moznostech elektrochemické
oxidace ZluCovych kyselin a na jejich zakladé porovnat elektrochemické vlastnosti vybranych
zluCovych kyselin pfi jejich pfimé oxidaci v nevodném prostiedi acetonitrilu a zaroven
porovnat vhodnost riznych elektrodovych materidlli pro tyto oxidace Vv rozsahu, jaky nebyl

dosud publikovan.

1.2 Zlucové Kyseliny

Obr. 1.1 Chemicka struktura cholesterolu

Zlu¢ové kyseliny jsou organické latky odvozené od cholesterolu (obr. 1.1). V konjugované
form¢ jsou to amfipatické molekuly, které jsou konecnymi produkty metabolismu
cholesterolu a z fyziologického hlediska se podileji na zazivani a vsttebavani tukt [1]. Jejich
zna¢nd chemickd diverzita mize byt vysvétlena evoluci riiznych biochemickych pochodd,
které slouzi k pfeméné ve vode Spatné rozpustného cholesterolu na latky ve vodé rozpustné.
Ze 7luci byly tyto kyseliny poprvé izolovany na pocatku 19. stoleti, kdy jest¢ nebyla zndma

jejich struktura, proto Ize pivod nazvu jednotlivych kyselin hledat ve jméné organismu, ze
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kterého byla konkrétni kyselina isolovana, nebo ve kterém pievladala a pozdé€ji v poznatcich
ziskanych elementarni analyzou (napfiklad tauroursodeoxycholova kyselina: taurus — lat. byk,
ursus — lat. medvéd, chol — fec. Zlug). Proto také neplati hierarchie nazvoslovi, tedy ze
zékladni slouceniné bude odpovidat nazev, od kterého budou dalsi pojmenovéani odvozovana.
Jako priklad lze uvést chenodeoxycholovou kyselinu, jejiz ndzev naznacuje, ze se jedna
0 zluCovou kyselinu ptevladajici u hus a obsahuje o atom mén¢ kysliku nez kyselina cholova,
ktera byla objevena o témér stoleti diive. V dobé izolace a pojmenovani chenodeoxycholové
kyseliny vSak nikdo netusil, Ze se jedna o zakladni stavebni kdmen vSech Cy4 ZluCovych

kyselin, tedy i cholové kyseliny.

1.2.1 Struktura Zlu¢ovych kyselin

Na zaklad¢é poc¢tu atomti uhliku v molekule rozlisujeme dvé zakladni skupiny, a to Cy7 @ Cyq4
7lu¢ové kyseliny [1]. Tyto dvé skupiny zahrnuji naprostou vétsinu zlu¢ovych kyselin. Zluové
kyseliny s 27 uhliky obsahuji na C;7 cholesterolového skeletu postranni fetézec s osmi uhliky,
u kyselin s 24 uhliky je tento fetézec zkracen na pét uhlikt. U savcl dominuji pravé Coq
zlu¢ove kyseliny. Velice vzacn€ se u obratloved mohou vyskytovat ZluCové kyseliny
obsahujici jiné postranni fetézce, napiiklad C4, C; nebo Co. Ve struktufe je pifitomna vzdy

jedna karboxylova skupina a n€kolik hydroxylovych skupin a/nebo oxoskupin.

Zlu¢ové kyseliny obsahuji typicky karboxylovou skupinu na poslednim uhliku (tedy Cy7
nebo C,4), hydroxylovou na Cs, coz je pozustatek cholesterolu a dale hydroxylovou nebo oxo
skupinu na Cy, protoze rychlost urcujicim faktorem pfi jejich syntéze z cholesterolu je aktivita
enzymu cholesterol 7a-hydroxylasy. Zakladni kyselinu C,7 skupiny piedstavuje cholestanova
kyselina, C,4 skupiny chenodeoxycholova Kkyselina. Pii syntéze zluCovych kyselin z
cholesterolu mohou byt tyto zékladni latky dale hydroxylovany na steroidnim jadru,
postranim fetéci, a nebo na obou, coz poskytuje spektrum pfirozené¢ se vyskytujicich
zluGovych kyselin. U Cy4 Zlucovych kyselin se mohou vyskytnout dvé dodatecné zmény
struktury. Prvni je epimerizace 7a-hydroxylové skupiny, ktera poskytne 3a,7B-dihydroxy
zluCovou kyselinu, pojmenovanou jako ursodeoxycholova kyselina. Druhou je pak oxidace C;
hydroxylové skupiny, poskytujici 3a-hydroxy-7-oxo Zzluovou kyselinu (bez trivialniho

nazvu). Piehled struktur vybranych zlu¢ovych kyselin poskytuje tab. 1.1.
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Tab. 1.1 Chemicka struktura vybranych zlu¢ovych kyselin

kyselina kruhA  kruhB  kruhC  kruh D

cholova 30OH 700OH 120a0OH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
chenodeoxycholova 3adOH 7 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
dehydrocholova 30 70 120 17 C(CH;)CH,CH,COOH
deoxycholova 3 aOH 12 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH

litocholova 3 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
ursodeoxycholova 3aOH 7 BOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
tauroursodeoxycholova 300H 7 BOH 17 C(CH3)CH,CH,CONHCH,CH,SO3’

1.2.2 Biochemie Zlu¢ovych kyselin

V organismu vznikaji Zlu€ové kyseliny biotransformaci z cholesterolu v jatrech, resp.
hepatocytech, plsobenim fady enzymi rodiny cytochromu P450 v hladkém
endoplasmatickém retikulu [1]. Nejprve dochazi k zaniku dvojné vazby na cholesterolovém
kruhu adici jedné nebo dvou hydroxylovych skupin, poté je piipadné zkracen postranni
fetézec o tfi uhliky (u Cys kyselin) a konecné je terminalni uhlik je oxidovan za vzniku
karboxylové skupiny. Ve vétsingé jak Cog, tak Cy7 zluovych kyselin je cyklopentanofen-
anthrenové (steroidni) jadro, slozené z kruhti A, B, C a D, nasycené. Pfi syntéze zlucovych
kyselin probéhne isomerace A>® dvojné vazby na vazbu A*, ktera je poté zredukovana, coz
poskytne 5B ZluCové kyseliny, ve kterych jsou kruhy A a B v cis konfiguraci (58 atom
vodiku). V duasledku toho lezi hydrofilni skupiny na jedné stran¢ a hydrofobni skupiny na
druhé¢ stran¢ molekuly (viz dale kap. 1.2.3). Avsak u nékterych plazii a ve velmi limitovaném
vyskytu i u savct se mize tato redukce liSit a mize vznikat Zlucova kyselina, kterd ma kruhy

A a B v trans konfiguraci (5o atom vodiku).
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Obr. 1.2 Konverze cholesterolu na chenodeoxycholovou kyselinu (ptevzato z [1]).

Cholova a chenodeoxycholové kyselina (obr. 1.2), které jsou nazyvany primarni zlucové
kyseliny, jsou nejvyznamnéjSimi metabolity cholesterolu. Po biosyntéze jsou primarni
zluCové kyseliny aktivovany koenzymem A a konjugovany s glycinem nebo taurinem. Pfi této
konjugaci je karboxylova skupina Zluové kyseliny spojena s amino skupinou taurinu
(glycinu) amidovou vazbou (obr. 1.3). Konjugaty Zluovych kyselin byvaji také nckdy
nazyvany soli zlucovych kyselin. Pro Cy4 Zluové kyseliny je znamo pét druht konjugace.
Prvni moznosti je vytvoreni N-acyl amidové vazby s glycinem nebo taurinem, druhou
sulfatace, tieti Cp4 esterova glukuronidizace, ¢tvrtou etherova konjugace na Cs (je moZna i na
jinych castech jadra) a patou je C; N-acetylglukosaminace pro Zzlucové Kyseliny jako
naptiklad UDCA s pB-hydroxylovymi skupinami. Zlu¢ové kyseliny mohou podstupovat

konjugaci jak na steroidnim jadie, tak na postrannim fetézci.
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Obr. 1.3 Chemické struktuty (A) cholesterou, (B) chenodeoxycholové kyseliny, (C) cholestanové kyseliny. Obé

kyseliny jsou zobrazeny v kojugované forme s taurinem (pievzato z [1], upraveno).

Soli primarnich zlu¢ovych kyseliny jsou se Zlu¢i transportovany do stieva, kde jsou
vystaveny bakteriim a podstupuji dal$i modifikaci jejich enzymy, naptiklad odebrani, oxidaci
¢i epimerizaci hydroxylovych skupin na steroidnim jadfe. Takto vznikajici modifikované
7lu¢ové kyseliny jsou nazyvany zluGovymi kyselinami sekundarnimi. Castym zptisobem
jejich vzniku je odebrani C; hydroxylové skupiny anaerobnimi bakteriemi. Tim vznik4 novy
druh Zlucovych kyselin, ktery je nazyvan 7-deoxy Zlu€ovymi kyselinami. Nejbézné&jsimi Cos
7-deoxy zlucovymi kyselinami jsou litocholova Kyselina (vznikajici z chenodeoxycholové
kyseliny) a deoxycholova kyselina (vznikajici z cholové kyseliny). U Cy7 zluovych kyselin
také dochazi k modifikacim hydroxylovych skupin bakteriemi. Na obr. 1.3 jsou zobrazeny
zakladni Cys a Cy7 ZluCové kyseliny (konjugované s taurinem) a Sipky zobrazuji mista
dodate¢né hydroxylace zluCovych kyselin. Mista, kde hydroxylace probiha castéji, jsou

zobrazena vétsimi Sipkami, méné Casto hydroxylovana mista pak Sipkami men$imi.

Sekundarni zlucové kyseliny podléhaji velkému enterohepatalnimu ob¢hu, jsou tedy po

svém vzniku ve stievé znovu absorbovany do krevniho ob&hu a vraci se do jater. O tom
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svédci to, ze ze vznikajictho mnozstvi 15-30 g soli zlucovych kyselin se ve stolici objevi
pouze 0,5 g denné, coz piiblizn¢ koresponduje s mnozstvim cholesterolu syntetizovaného v

organismu za jeden den.

1.2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti Zlu¢ovych kyselin

Zlu¢ové kyseliny jsou diky svému amfipatickému charakteru povrchové aktivni molekuly:
obsahuji hydrofobni cast (B c¢ast molekuly Zzlucové kyseliny), kterd neobsahuje zadné
substituenty, a hydrofilni ¢ast (o ¢ast molekuly zlu¢ové kyseliny) obsahujici hydroxylové
skupiny. Anionty Zzlucovych kyselin se shlukuji do micel v pomérné Uzkém rozmezi
koncentraci, oznacovaném jako kriticka micelarni koncentrace (CMC), nad niz vznikaji
micely o pfiblizné¢ 4-40 molekulach [2-4]. Kritickd micelarni koncentrace Cp4 zluCovych
kyselin byla intenzivné studovana [5-6]; typicky stoupa s piibyvajicim pocétem
hydroxylovych skupin na steroidni molekule. Konjugace s glycinem ¢i taurinem ma za
dusledek jeji drobné snizeni [5]. Hodnoty kritické micelarni koncentrace Cp4 Zlucovych
kyselin jsou v rozmezi od 9x10~° mol I'* (chenodeoxycholova kyselina) do 60x107% mol I*
(ursocholova kyselina) ve vodé o teploté¢ 25 °C. V pfitomnosti 0,15 mol I Na" ionti
(simulujicich fyziologické prostiedi) se ptfedpokladaji o néco niz8i hodnoty (O,6><10’3 mol I
az 39x107 mol I*) [6]. Pro Cy; Zludové kyseliny neexistuji zadna data, aviak hodnoty jejich
CMC by mély byt nizsi nez pro odpovidajici Co4 homology kvili jejich delSim postrannim

fetézcum.

Zlu¢ové kyseliny se mohou v biologickych systémech vyskytovat v nékolika forméch:
nerozpustna, protonovana Kkyselina; rozpusténa protonovana kyselina a/nebo jeji aniont;
micela; soucast slozit¢jsi smiSené micely a nebo nerozpustnd vapenatd sul [4]. Srazeni
zluovych kyselin ve form¢ nerozpustné, protonované kyseliny je fizeno zejména hodnotou
pH, srazeni ve formé nerozpustné vapenaté soli pak aktivitou Ca®" iontil a strukturou aniontu
zluové kyseliny. To ma vyznam piedevSim v Zivych organismech. Ve vod¢ rozpustnost
nekonjugovanych zlucovych kyselin stoupa s poc¢tem hydroxylovych skupin od jedné ke tfrem.
S taurinem konjugované zlucové kyseliny jsou rozpustné pti silné kyselém pH, konjugované
s glycinem jsou Spatné rozpustné pii mirném pH a mnoho béznych, pfirozené
nekonjugovanych zluCovych kyselin je nerozpustnych pii neutralnim pH. Jak pro zluCové

kyseliny konjugované s glycinem, tak nekonjugované stoupd rozpustnost exponencialné
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s rostoucim pH, dokud koncentrace aniontu nedoséhne CMC, kdy se za¢nou formovat micely

a rozpustnost se stane prakticky neomezenou.
1.2.4 Strukturné pribuzné latky Zlu¢ovym kyselinam

Dalsi dulezité slouceniny odvozené od cholesterolu jsou steroly rostlin nazyvané fytosteroly.
Jejich chemickd struktura se 1isi od cholesterolu pfitomnosti modifikovaného postranniho
fetézce na Cy4. Jsou také jinak metabolizovany, takze savci nejsou schopni jejich syntézy.
Fytosteroly a jejich estery jsou napiiklad klinicky vyuzivany pro snizeni nizkodenzitniho

lipoproteinu a rizika aterosklerozy [7].

1.3 Analyticka chemie Zlu¢ovych kyselin

Siroké spektrum piirozené se vyskytujicich steroidnich slouéenin a jejich malé strukturalni
rozdily vyzaduji vhodné analytické metody pro jejich studium, neboli ,,fit for purpose*.
BéZznymi technikami pro stanoveni téchto sloucenin v biologické a fyziologické matrici jsou
pfedevS§im metody chromatografické, ale také elektrochemické, enzymatické a imuno-

chemické [8-10].

Z chromatografickych metod pro stanoveni Zlu€ovych kyselin lze zminit piedevSim
HPLC-UV, avSak vysoka podobnost struktur zlu¢ovych kyselin a nizka absorpce UV zafeni
vede k limitované selektivité a citlivosti této metody. Limit detekce je pro HPLC-UV
15x10°° mol I [11]. Jinou kombinaci je HPLC-MS. P¥i stanoveni Zlu¢ovych kyselin timto
zpusobem lze latky separovat napiiklad na C18 Kinetex koloné (15 cm x 2,1 mm ID)
naplnénou ,, core-shell “ Casticemi o tloust’ce 2,6 pm, jako mobilni fazi pouzit napiiklad smé&s
methanolu a acetonitrilu  (75:25, v/v) a vodu, v obou piipadech obsahujici
1,5x10°% mol I mravenganu amonného [12]. Analyty mohou byt stanoveny pfi negativni
ionizaci s kapilarnim napétim — 4200 V pfi teploté 200 °C. Limit detekce je v takovém

piipads pro cholovou kyselinu 5x10°° mol I,
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1.4 Redoxni vlastnosti Zlu¢ovych kyselin a jejich elektrochemie

Jak oxidace, tak i1 redukce zluCovych kyselin je prozatim mén¢ probadanou oblasti analytické
vlastnosti zkoumanych latek a latek jim podobnych. A¢ se tato bakalarskd prace zabyva
oxidaci, je vhodné se v ramci $ir§iho pohledu na téma zminit i o redukci. Dosavadni poznatky
o Zluovych kyselinach a jejich elektrochemii jsou piehledné shrnuty v praci Peckové a

Nesmeéraka [13].

141 Elektrochemicka redukce Zluéovych kyselin

Redukci Zlu¢ovych kyselin umoznuje pfitomnost karboxylovych skupin na uhlicich Cp4 €i
C,7. Reduk¢nimi procesy se zabyvalo pouze malé mnozstvi studii a jedina elektroda, ktera
byla s Gspéchem pouzita, je klasickd kapajici rtutova elektroda (DME). Byla pouzita pro
diferencni pulzni polarografické stanoveni cholové, deoxycholové a ursodeoxycholové,
chenodeoxycholové a litocholové kyseliny v lidské zlu¢i nebo ve farmakach [14]. Aktivita
volnych zluGovych kyselin je charakterizovana pfitomnosti dobie vyvinutého piku,
nezavislého na pH v potencialovém rozmezi od —1150 mV do —1350 mV (proti nasycené
argentchloridové elektrod¢), ursodeoxycholova kyselina se redukuje pfi potencialu o pfiblizné
100 mV pozitivnéj§im. Pro stanoveni je vhodné prostiedi od slabé kyselého do slabé
zéasaditého z diivodu mozné interference signalu kyseliny cholové a pocatku polarografické
ktivky v dusledku vyvoje vodiku. Konjugaty s taurinem i glycinem se chovaji velmi podobné.
Diky podobnosti redukénich potenciald je tato metoda vhodnd pro stanoveni celkové

koncentrace Zlu¢ovych kyselin v lidské Zlugi na aroveti 10°° mol dm™3.,

1.4.2 Elektrochemicka oxidace zlu¢ovych kyselin

Studii vénujicich se elektrochemické oxidaci zlu€ovych kyselin je pomérné malo, pozornost
byla soustfedéna piedev§im na cholesterol a piibuzné latky [15-20] a fytosteroly [21].
Elektrochemicka oxidace zluCovych kyselin je jen téZzko dosazitelna, a kdyz, tak vétSinou

pouze v nevodném prostiedi nebo v prostiedi S vysokym obsahem organické slozky [22].
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Jinym zptisobem je nepiima oxidace za pomoci mediatorového iontu [22, 23], coz je obecny
postup jak oxidovat alifatickou hydroxylovou skupinu s vysokym oxida¢nim potencidlem.
Nepiima anodicka elektrochemicka oxidace cholové kyseliny vede k syntéze rGznorodych
oxo-cholovych kyselin. Potadi oxidace hydroxylovych skupin je nésledujici: C; > C12 > C3
(cit. [22]).

Medici et al. [22, 23] pouzili jako mediatorovy iont C1™ a Ti/PbO,, platinovou a grafitovou
elektrodu k oxidaci hydroxylovych skupin cholové kyseliny a vyhodnotili regioselektivitu
oxidace pro jednotlivé elektrodové materialy a experimentalni podminky. Jako zakladni
elektrolyt byl pouzit chloristan sodny a jako mediator chlorid sodny. Pokud se reakce ukonci
drive, Ize ve smési najit i dalsi slouceniny (7-0xo0, 12-0x0, 7,10-dioxo derivaty). Mezi vyhody
elektrochemické oxidace oproti konvencnim metoddm zahrnuji: mirné reakéni podminky,
nezavislost na chemickém redoxnim reagentu, lepSi vyuziti surovin, jednodussi izolaci
produktd. Pfi pouziti elektrického proudu jako oxidantu je také neméné dulezita eliminace

potencialnich polutantii Zivotniho prostfedi jako napt. manganistanu ¢i kyseliny chromové.

Hojo et al. [16] se zabyvali studiem oxidace cholesterolu a vybranych oxysterold,
fytosterolii a ptibuznych sloucenin v bezvodych prosttedich. Cholesterol mize byt oxidovan
pfi silné pozitivnim potencialu na elektrodé ze skelného uhliku ve smési acetonitrilu a
2-propanolu (9:1, v/v) obsahujicim 0,05 mol I'* chloristan lithny jako zakladni elektrolyt.
Nejprve byly provedeny pokusy na zlaté elektrod¢, protoze je obecné znamo, Ze je vhodna
k elektrooxidaci hydroxylovych skupin cukri. AvSak, pravdépodobné kvili adsorpci
reak¢nich produktt cholesterolu na elektrodu, nebyly tyto vysledky pfilis reprodukovatelné.
Pik cholesterolu se na elektrod¢ ze skelného uhliku objevil okolo 1,8 V proti Ag/AgCI.
Voltamogram pofizeny za téchto podminek je zobrazen na obr. 1.4. Je vidét, ze jisty proud byl
naméfen | pii absenci vzorku. To muze byt zptisobeno oxidaci povrchu uhlikové elektrody
a/nebo rozpoustédel. Limit detekce cholesterolu byl 3,6x107" mol I, Pozdgji bylo prokézano,
ze oxidace cholesterolu v acetonitrilu probiha ctyfelektronovym, Ctyfprotonovym pienosem
na cholestea-4,6-dien-3-on. To naznacuje, Ze mistem elektrochemické oxidace je hydroxylova
skupina v pozici 3B. Toto bylo potvrzeno oxidaci cholestanolu, ktery mél ve struktufe pouze

3B hydroxylovou skupinu.
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Obr. 1.4 Cyklické voltamogramy na elektrodé ze skleného uhliku v prostiedi acetonitril:2-propanol (9:1, v/v)
obsahujici 0,05 mol 1" LiClO4 v nepfitomnosti (A) nebo pfitomnosti 0,45x10° mol I™* cholesterolu (B).

Rychlost scanu 0.1 V/s, potencial méten proti Ag/AgCl referenéni elektrodé (pievzato z [16]).

Kotani et al. [19] pouzili pro stanoveni obsahu cholesterolu v riznych vzorcich masa
borem dopovanou diamantovou elektrodu (BDDE). Tu pouzili v kombinaci HPLC-ED
v prittokové cele. Jako zakladni elektrolyt poslouzil 0,05 mol I roztok chloristanu lithného
v acetonitrilu. Po optimalizaci metody byl zjistén limit detekce 8x10° mol I™* pfi potencialu
+2,2 V proti Ag/AgCl referentni elektrodé. Vysledky stanoveni byly validovany se
stanovenim cholesterolu certifikovanou metodou (isotopové ziedéni méfené GC-MS). Navic i
pres to, ze vzorky masa maji pomérn¢ slozitou matrici, zistala odezva BDDE stabilni po dobu

delsi nez ¢ty mésici (pii 0Smi analyzach denng).

Matsunaga et al. [20] pouzili metodu semi-mikro HPLC-ED s acetonitrilem obsahujicim
0,05 mol I* chloristan lithny jako mobilni fazi a s C30 mikroborovou kolonou; jako vnitini
standard byl pouZit rostlinny sterol stigmasterol. Aplikovany potencial byl 2,8 V proti
Ag/AgCl referencni elektrod€. Pracovni elektrodou byla elektroda ze skelného uhliku. Tato
metoda byla pouzita pro stanoveni oxysteroli v oxidacné modifikovaném nizkodenzitni
lipoproteinu. Metoda ma oproti stavajicim nékolik vyhod, jmenujme napiiklad to, ze oproti
certifikované metod¢ isotopového zifedéni méfeného GC-MS nevyzaduje piecisténi po
derivatizaci, ani pfipravu isotopové zna¢en¢ho vnitiniho standardu. V porovnani s LC-MS se

tato metoda pro stanoveni oxysterolll v oxidacné modifikovaném nizkodenzitni lipoproteinu
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ukdzala obdobné citlivou, avSak levnéjsi. Diky tomu se jedna o metodu, kterou lze pouzit

Vv laboratoftich, které nedisponuji GC-MS a LC-MS, ale maji k dispozici HPLC systém.

Prezentované metody umoziujici ptimou detekci cholesterolu, fytosterolu a ptibuznych
slouc¢enin bez predchozi derivatizace ukazuji velky potencial, ktery se v tomto alternativnim

piistupu k jejich detekci skryva.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Studované latky

Byla studovana elektrochemické oxidace Sesti vybranych Zlu¢ovych kyselin: dehydrocholova,
deoxycholova, cholova, litocholova, tauroursodeoxycholova a ursodeoxycholova kyselina.
Latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Deklarovana minimalni koncentrace byla
99,98%.

2.2 Pouzité chemikalie

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni uddno jinak) analytické Cistoty: acetonitril pro
HPLC (Sigma-Aldrich), bezvody chloristan sodny pro HPLC (Fluka), dusi¢nan stiibrny
Ph. Eur. 3 (Fluka), hexakyanoZeleznatan draselny (Lachema), kyselina dusi¢éna 65%
(Lach-Ner), kyselina sirova 96% (Lach-Ner), methanol pro HPLC (Sigma-Aldrich).

2.3 Metody méreni a zpracovani dat

2.3.1 Priprava zasobnich roztoki Zlucovych kyselin

Zasobni roztoky studovanych Zlucovych kyselin o koncentraci 1x1072 mol I"* byly ptipraveny
pfesnym odvazenim piislusného mnozstvi zlucové kyseliny a jeho rozpusténim v 1 ml

methanolu.
2.3.2 DC voltametrie

Voltametrickd méfeni byla provadéna na piistroji Eko-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, CR).
Jako zékladni elektrolyt byl pouzit 0,1 mol I roztok chloristanu sodného v acetonitrilu. Do
elektrochemické cely bylo nedé€lenou pipetou pipetovano 10 ml zakladniho elektrolytu a byl
zméten voltamogram zakladniho elektrolytu. Poté byl postupné (v ptidavcich o objemu 50 pl)

piidavéan zasobni roztok studované zlucové kyseliny do celkového objemu piidavku 200 pl.
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Po kazdém piidavku byla zaznamenéna voltametricka kiivka. Mezi jednotlivymi méfenimi

byl povrch elektrody ¢istén bunicinou.

Me¢feni probihalo metodou direct current (DC) voltametrie, tedy voltametrie za pouziti
stejnosmérného proudu. Potencialové rozmezi, ve kterém méfeni probihalo, bylo nastaveno na
1,4-2,2 V. M¢éfeni probihalo v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byly: a) rotujici
diskova platinova elektroda (d = 2 mm) firmy Radiometer Copenhagen (Dansko), b) rotujici
diskova elektroda ze skelného uhliku (d = 3 mm) firmy Radiometer Analytical SAS (Francie).
Rotace pracovni elektrody byla 1226 ot min™, rychlost polarizace 10 mV s*. Referen¢ni
elektrodou byla Pleskovova elektroda (Ag/0,01 mol ' AgNOs/1 mol It NaClO,
V acetonitrilu), oddélena od méfeného roztoku meziprostorem s naplni 0,5 mol It NaClO,

v acetonitrilu. Pomocnou elektrodou byl platinovy plisek.

Zaznamenani vysledkil probihalo pomoci programu Polar 0.2F (Polaro-Sensors, CR).
Kazdé méfeni bylo opakovano nejméné tiikrat, prezentované vysledky jsou medianem
Z téchto opakovanych meéfeni. Ke zpracovani naméfenych dat byly pouZzity programy
Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) a Microcal Origin 6.0 Professional
(Microcal Software, USA), OriginPro 8.1 (Microcal Software, USA).
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3 Vysledky a diskuze

Na zaklad¢é dostupné literatury (kap. 1.4.2) bylo jako prostiedi pro studium elektrochemické
oxidace vybranych Sesti ZluCovych kyselin (dehydrocholova, deoxycholova, cholova,
litocholova, tauroursodeoxycholova a wursodeoxycholova Kkyselina) zvoleno prostiedi
bezvodého acetonitrilu, jako zakladni elektrolyt byl pouzit chloristan sodny. Jako pracovni

elektrody byly pouzity rotujici diskové elektrody platinova a ze skelného uhliku.

Bylo zjisténo, Ze rozpustnost zlu¢ovych kyselin v acetonitrilu za laboratorni teploty je

velmi mald, proto byly zasobni roztoky pfipravovany v methanolu.

K elektrochemickému studiu byla nejprve pouzita metoda cyklické voltametrie, pii niz se
vsak ukazalo, Ze naméfené voltamogramy nejsou reprodukovatelné, pravdépodobné z divodu
ulpivani oxida¢nich produktii Zlu¢ovych kyselin na povrchu elektrody, proto byla jako metoda

zvolena DC voltametrie na rotujici diskové elektrodé.

3.1 Voltametricka méreni

Pro studium elektrochemické oxidace vybranych Zlucovych kyselin byly vybrany dva rtzné
elektrodové materidly. Namétfené voltamogramy na rotujici diskové platinové elektrodé jsou
uvedeny na obr. 3.1-3.6. Naméfené voltamogramy na rotujici diskové elektrodé ze skelného
uhliku pak na obr. 3.7-3.12.
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Obr. 3.1 DC voltamogramy dehydrocholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na platinové elektrod€. Koncentra-
ce dehydrocholové kyseliny: (a) 5,0x107°> mol I}, (b) 1,0x10™* mol I}, (¢) 1,5%x10™* mol I}, (d) 2,0x10™* mol I,
Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1 chloristan sodny (tekovana kiivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha
elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min*, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol I"* AgNO3/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.2 DC voltamogramy deoxycholové kyseliny v prostredi acetonitrilu na platinové elektrod€. Koncentrace
deoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I%, (b) 1,0x10* mol I}, (c) 1,5%x10™ mol I}, (d) 2,0x10* mol I,
Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan sodny (te¢kovana k¥ivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha
elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min ', potencial mé&fen proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I'* NaClO,.
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Obr. 3.3 DC voltamogramy cholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na platinové elektrodé. Koncentrace
cholové kyseliny: (a) 5,0x107° mol I}, (b) 1,0x10* mol I%, (c) 1,5x10™* mol 1%, (d) 2,0x10* mol I'*. Zakladni
elektrolyt 0,1 mol I chloristan sodny (te¢kovana kiivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha elektrody
3,1 mm?, 1226 ot min*, potencial mé&ken proti Ag/0,01 mol I AgNO4/1 mol I'* NaClO,.
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Obr. 3.4 DC voltamogramy litocholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na platinové elektrodé. Koncentrace
litocholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I, (b) 1,0x10* mol I}, (c) 1,510 mol 1%, (d) 2,0x10™* mol I,
Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan sodny (te¢kovana k¥ivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha
elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min ', potencial mé&fen proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I'* NaClO,.
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Obr. 3.5 DC voltamogramy tauroursodeoxycholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na platinové elektrodg.
Koncentrace tauroursodeoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I}, (b) 1,0x10* mol I}, (c) 1,5%x107* mol I,
(d) 2,010 mol I'". Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1 chloristan sodny (te¢kovana kfivka), rychlost polarizace
10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm? 1226 ot min™, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1" AgNO4/1 mol I*
NaClO,.
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Obr. 3.6 DC voltamogramy ursodeoxycholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na platinové elektrodg.
Koncentrace ursodeoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I, (b) 1,0x10* mol I'%, (¢) 1,510 mol I,
(d) 2,0x10* mol I'!. Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1" chloristan sodny (te¢kovana k¥ivka), rychlost polarizace

10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min*, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1 AgNOs/1 mol I
NaC|O4.
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Obr. 3.7 DC voltamogramy dehydrocholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku.
Koncentrace dehydrocholové kyseliny: (a) 5,010 mol I, (b) 1,0x10* mol I}, (¢) 1,510 mol I,
(d) 2,0x10* mol I'". Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1 chloristan sodny (te¢kovana kfivka), rychlost polarizace

10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm? 1226 ot min™, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1" AgNO4/1 mol I*
NaClO,.
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Obr. 3.8 DC voltamogramy deoxycholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku.
Koncentrace deoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I'Y, (b) 1,0x10* mol I'Y, (¢) 1,5x10* mol I
(d) 2,0x10* mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1" chloristan sodny (te¢kovana kiivka), rychlost polarizace

10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm? 1226 ot min™, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1" AgNO4/1 mol I
NaClo,.
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Obr. 3.9 DC voltamogramy cholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku. Kon-

centrace cholové kyseliny: (a) 5,0x107> mol I}, (b) 1,0x10™ mol I'%, (c) 1,5x10™* mol 1%, (d) 2,0x10* mol I,

Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan sodny (tekovana kiivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha
elektrody 3,1 mm? 1226 ot min*, potencial mé&fen proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.10 DC voltamogramy litocholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku. Kon-

centrace litocholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I'%, (b) 1,0x10* mol I, (¢) 1,510 *mol I'%, (d) 2,0x10™* mol I

Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan sodny (te¢kovana k¥ivka), rychlost polarizace 10 mV s*, plocha
elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min ', potencial méfen proti Ag/0,01 mol I"* AgNOs/1 mol I'* NaClO,.
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Obr. 3.11 DC voltamogramy tauroursodeoxycholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného
uhliku. Koncentrace tauroursodeoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I, (b) 1,0x10* mol I
(¢) 1,510 mol IY, (d) 2,0x10™* mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol I™* chloristan sodny (tedkovana kiivka),
rychlost polarizace 10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min ™, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol I
AgNOy/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.12 DC voltamogramy ursodeoxycholové Kkyseliny v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného
uhliku. Koncentrace ursodeoxycholové kyseliny: (a) 5,0x10° mol I'%, (b) 1,0x10™* mol ', (¢) 1,5x10* mol I,
(d) 2,0x10* mol I'!. Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1" chloristan sodny (te¢kovana kfivka), rychlost polarizace
10 mV s, plocha elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min*, potencial méfen proti Ag/0,01 mol 1 AgNOs/1 mol I
NaClO,.
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3.2 Diskuze

Z naméfenych dat vyplyva, Ze platinova elektroda neni pro stanoveni zluovych kyselin
oxidaci vhodna, coz je v souladu s literaturou, kde se kovova (zlata) elektroda také ukazala
jako ne pftilis vhodna [13]. Voltametrické viny ziskané na této elektrod¢ jsou velmi tahlé a

nelze z nich odecist ani pilvinovy potencidl ani limitni konvektivné-difuzni proud.

Voltametrické viny namétené na elektrodé ze skelného uhliku byly jiz mnohem Iépe
vyvinuté a bylo z nich mozné odecist obé voltametrické charakteristiky. Palvlnové potencialy
byly odeéteny pomoci derivace voltametrické vlny pii koncentraci kyseliny 2,0x10~* mol I,
Zjisténé hodnoty jsou shrnuty v tab. 3.1. Jak je ovSem patrné, hodnoty pulvinovych potencialt
jednotlivych kyselin jsou velmi podobné, v rozsahu 45 mV (ilustrovano na obr 3.13), a bez
dalsi optimalizace neni tedy tuto metodu mozné pouzit pro piimou identifikaci Zlu¢ovych

kyselin a je nutné pouZit pfedchozi separaéni krok, naptiklad HPLC.

Tab. 3.1 Pilvlnové potencialy studovanych Zlu€ovych kyselin na elektrodé ze skelného uhliku v prostredi

0,1 mol I'* chloristanu sodného v acetonitrilu (potencial proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I NaClO,).

kyselina Eiz, mV
dehydrocholova kyselina 1760
deoxycholova kyselina 1760
cholova kyselina 1780
litocholova kyselina 1735
tauroursodeoxycholova kyselina 1750

ursodeoxycholova kyselina 1760
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Obr. 3.13 Porovnani DC voltamogramu (a) litocholové kyseliny, (b) deoxycholové kyseliny a (¢) cholové
kyseliny v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku. Koncentrace viech kyselin 2,0x10* mol I,
zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan sodny (tekovana kiivka), rychlost polarizace 10 mV s, plocha
elektrody 3,1 mm? 1226 ot min*, potencial mé&fen proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I NaClO,.

Koncentra¢ni zavislosti limitniho konvektivné-difuzniho proudu bylo, jak je uvedeno vyse,
mozné odecist pouze u méteni provedenych na elektrodé ze skelného uhliku. Ziskané rovnice
kalibra¢ni pfimky jsou uvedeny v tab. 3.2. Na obr. 3.14 je pro ilustraci uvedena kalibra¢ni
zavislost pro litocholovou kyselinu. Jak je patrné z hodnot korela¢nich koeficientt, linearita
kalibra¢nich zéavislosti je v nékterych ptipadech zhorSena. Obtiznost odecitani limitniho
konventivné-difuzniho proudu mtize souviset se sorpci produktii elektrooxidace na povrch
elektrody; proto by bylo vhodné v budoucnosti elektrodu mezi jednotlivymi méfenimi Cistit

ucinnéjSim zpusobem, nez pouhym otfenim bunicinou.

Tab. 3.2 Rovnice kalibra¢nich piimek pro stanoveni studovanych Zlu¢ovych kyselin DC voltametrii na skelném

uhliku v prostiedi acetonitrilu a pfislusné regresni koeficienty.

kyselina rovnice kalibra¢ni pfimky R

dehydrocholova lim [MA] = 34000 x ¢ [mol I"]+1,9  0,9948
deoxycholova Lim [RA] = 31000 x ¢ [mol I''] 0,9771
cholova Lim [MA] = 26000 % ¢ [mol 1] 0,9189
litocholova lim [LA] = 38000 x ¢ [mol 1] - 0,2 0,9972

tauroursodeoxycholova  ljim [nA] =31000 x ¢ [mol I''] - 0,4  0,9771
ursodeoxycholova Lim [LA] = 30000 x ¢ [mol I''] -2 0,9184
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Obr. 3.14 Zavislost limitniho konvektivné-difuzniho proudu na koncentraci pti stanoveni litocholové kyseliny
DC voltametrii v prostiedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku. Zakladni elektrolyt 0,1 mol I'* chloristan

sodny, rychlost polarizace 10 mV st plocha elektrody 3,1 mm?, 1226 ot min*.
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4 Z.avér

Tato bakalaiskd prace si kladla za cil vyhodnotit vhodnost elektrodovych materiald pro
piimou oxidaci vybranych zlucovych kyselin v prostfedi acetonitrilu. Byla pouzita metoda
DC voltametrie. Byly vyuzity dva elektrodové materialy, platinova elektroda a elektroda ze
skelného uhliku.

Bylo zjisténo, ze platina neni vhodnym materidlem pro oxidaci zlu€ovych kyselin

Vv prostiedi acetonitrilu, protoze ziskané voltamogramy nelze vyhodnotit.

Elektroda ze skelného uhliku se ukazala jako vhodné&jsi, z dat na ni naméfenych bylo
mozné urcit pulvlnové potencialy jednotlivych Zlu¢ovych kyselin. Potencialy jsou vSak velice
podobné, dokonce i ve tfech piipadech stejné, a proto by byla identifikace jednotlivych
kyselin ve smési velmi tézkd, ne-li nemozné. Pro ucely identifikace zlucovych kyselin neni
proto tato metoda v soucasné¢ podobé vhodna a je nutné ji spojit se separacnim krokem.
Stanoveni Zlu¢ovych kyselin na GCE je mozZzné za pfedpokladu kvalitniho €isténi povrchu

elektrody od oxidacnich produkti mezi jednotlivymi méfenimi.
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