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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat moznost elektrochemické oxidace sedmi
vybranych Zlucovych kyselin a vyhodnotit vhodnost téchto procest pro analytickou aplikaci.
Sekundéarnim cilem bylo popsat produkty elektrolyzy zlu€ovych kyselin. Méfeni probihala
vV nevodném prostiedi acetonitrilu a ve smésném prostiedi acetonitril:voda za pouziti linear
sweep a cyklické voltametriec na pracovnich elektrodach z vysoce orientovaného
pyrolytického grafitu, B-cyklodextrinem zmodifikované elektrod¢ ze skelného uhliku a borem
dopované diamantové elektrod¢. Preparativni elektrolyza probéhla na platinové elektrodé,
taktéz v nevodném prostiedi acetonitrilu. M¢éfeni ukazala, ze ani elektroda z vysoce
orientovaného pyrolytického grafitu, ani B-cyklodextrinem zmodifikovana elektroda ze
skelného uhliku nejsou za zvolenych podminek pro analytickou aplikaci vhodné. Na borem
dopované diamantové elektrod¢ bylo dosazeno vysledkl v literatufe dosud nepopsanych. Ve
smésném  prostfedi  acetonitril:voda se  primarni  ZluCové  kyseliny  cholova
a chenodeoxycholova oxidovaly pifi pfiblizné o 0,5V niz§im potencidlu, neZ v dodnes
publikovanych pracich na uhlikovych elektrodach. Produkty oxidace na platinové elektrodé
byly separovany pomoci TLC a charakterizovany pomoci UV a IC spektrometrie, aviak pro

jejich plnou identifikaci bude tieba provést dalsi analyzy.
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Abstract

The goal of this master's thesis was to examine the possibility of oxidation of seven selected
bile acids and evaluate whether such processes are suitable for analytical purposes. The
secondary goal was to describe the oxidation products of bile acid electrolysis. The
experiments were carried out in a non-aqueous medium of acetonitrile and in a mixed medium
of acetonitrile:water using linear sweep and cyclic voltammetry. The working electrode
materials employed for voltammetric experiments were: highly oriented pyrolytic graphite,
-cyclodextrin modified glassy carbon and boron doped diamond. Preparative electrolysis
was carried out on a platinum electrode in the non-aqueous medium of acetonitrile.
Experiments have shown that neither the highly oriented pyrolytic graphite electrode nor the
B-cyclodextrin modified glassy carbon electrode are suitable for analytical purposes under
conditions used. The results achieved on the boron doped diamond electrode, on the other
hand, have not yet been described in the literature. Primary bile acids cholic and
chenodeoxycholic were oxidized at approximately 0.5 V lower potential in the mixed medium
of acetonitrile:water than in the papers using carbon electrodes published until now. Products
of oxidation on the platinum electrode were separated by TLC and characterized by UV and
IR spectrometry. Nevertheless, further analyses need to be carried out for the full

identification of the products.
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1 Teoreticka Cast

1 Teoreticka c¢ast

1.1 Uvod

Cilem této prace je prostudovat moznosti analytického vyuziti elektrochemické oxidace
zluCovych kyselin na vybranych elektrodovych materidlech. Sekundarnim cilem je

charakterizace vlastnosti a identifikace oxidacnich produkti Zlu€ovych kyselin.

Moznosti oxidace zlu€ovych kyselin na platinové elektrod¢ a elektrodé¢ ze skelného
uhliku byly popsany v mé bakaléaiské praci, v niz byla moZznost elektrochemické
oxidace na téchto materialech v nevodném prostiedi potvrzena [1]. Diplomova prace je
vénovana moznostem oxidace na dalSich elektrodovych materidlech (borem dopovany
diamant, vysoce orientovany pyrolyticky grafit) v riznych prostfedich, na
modifikovanych elektrodach (skelny uhlik modifikovany p-cyklodextrinem) a také
popisu produktt elektrochemické oxidace na platinové elektrodé. Produkty preparativni
elektrolyzy na platinové elektrodé byly analyzovany metodami nuklearni magnetické

rezonance, ultrafialové a infracervené spektrometrie a tenkovrstvé chromatografie.

Teoretickd ¢ast je vénovana predevSim shrnuti dosavadnich poznatkli
0 elektrodovych materidlech, které byly v praci pouzity, cyklodextrinim, které byly
vyuzity jako elektrodové modifikdtory, a shrnuti zikladnich vlastnosti zlucovych

kyselin.

Tato diplomova prace je soucasti Sir§tho vyzkumného projektu, ktery je vénovan
studiu elektrochemickych vlastnosti pfirodnich steroidnich sloucenin (napf. zlu¢ovych
kyselin, fytosteroli). Ty mohou byt vyuzity pro charakterizaci jejich vzdjemnych
supramolekuldrnich interakci a interakci konjugatt, které se z téchto molekul ptipravuji.
Soucasti projektu je i studium moznosti vyuziti elektrochemické oxidace a redukce

steroidnich sloucenin v elektroanalyze.



1 Teoreticka Cast

1.2 Pouzité elektrodové materialy

V této praci byly pouzity ctyfi typy elektrodovych materiali, ve tifech ptipadech
obsahovaly material na bazi uhliku, pro preparativni oxidaci byla pouzita platinova
elektroda. Byly pouzity nasledujici elektrody na bazi uhliku: borem dopovana
diamantova elektroda, na které prob¢hla vétsina méfeni, dale pak elektroda z vysoce

orientovaného pyrolytického grafitu a elektroda ze skelného uhliku.

1.2.1 Borem dopovany diamant

Era diamantovych elektrod zapodala v osmdesatych letech 20. stoleti. Od té doby prosly
vyznamnym vyvojem a jejich vyuziti se rizni od elektrosyntézy, ptes elektroanalyzu,
pouziti v Li-ionovych bateriich a palivovych ¢lancich az po diamantové biosensory.
Jako elektrodovy material je borem dopovany diamant (BDD) pouzivany relativné
kratce, popularni zacal byt az zacatkem devadesatych let 20. stoleti [2]. Elektroanalyza
organickych sloucenin na BDD elektrodach byla pak poprvé navrzena roku 1993 [3].
Jejich vlastnosti jsou ptehledné shrnuty v review Peckové et al. z roku 2009 [4]. Dalsi
piehledné ¢lanky se zabyvaji obecnymi elektrochemickymi vlastnostmi [5],
modifikacemi elektrodového povrchu [6] a elektroanalytickymi aplikacemi [7-11]
BDD. Zaroven také vysla dvé ucelena review [12, 13] a kniha zaméfena na
elektrochemii diamantu [14]. Nejnovéjsi review zabyvajici se tématem diamantovych
elektrod vyslo v roce 2014 [15].

Diamant je jako extrémné tvrdd krystalicka forma uhliku vyuZivan pro své
chemické a fyzikalni vlastnosti. Mezi n¢ se fadi vysoky elektricky odpor, velka tepelna
vodivost a chemicka inertnost [3]. Nedopovany synteticky diamant bez necistot se
chova jako elektricky izolant s mémym odporem vétSim nez 102 Qcem, s energif
zakazané¢ho pasu 5,4-5,7 eV. Pokud je diamant dopovany borem, mérny odpor se mtize
snizit az na 0,01 Q cm. Bor, ktery ma ve své valen¢ni vrstvé o jeden elektron méné nez
uhlik, se po pfidani do diamantové miizky chové jako akceptor elektroni, ktery tvoii

vodivy péas piiblizn¢€ 0,35 eV nad hranou valen¢niho pésu a ddva vzniklému materialu
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1 Teoreticka Cast

vlastnosti p-polovodice [16]. V zavislosti na koncentraci dopantu mize diamant ziskat

vlastnosti az polokovové [17].

Strukturnd je diamant kubickd mftizka slozend z sp® hybridizovanych tetraedicky
uspofadanych uhlikovych atomu, kdy je kazdy atom vazan na Ctyfi dalsi uhliky [3].
Sekvence vrstev je ABCABC, kazda tieti vrstva je tedy identicka. Tato struktura se
zasadn¢ 1i8i od ostatnich uhlikovych elektrodovych materiald (skelny uhlik, grafit),
které se skladaji z vrstev kondenzovanych polyaromatickych sp? hybridizovanych kruht
s kazdym uhlikovym atomem navizanym na tfi sousedici atomy, pfiCemz zbyvajici
p orbitaly tvoii systém delokalizovanych 7 elektronti, které zajistuji elektrickou
vodivost. Jednotlivé sp” materialy se od sebe lisi pfedeviim velikosti a usporadanim
krystalickych domén. Jejich povrch je nehomogenni a obsahuje mnozstvi funkénich
skupin, pfedev§im karbonylovych a hydroxylovych [17]. Karbonylové skupiny u sp’
uhlikovych elektrod pomahaji zprostifedkovavat elektronovy pienos [18]. Sekvence
vrstev je u grafitu ABAB, kdy je kazda druha vrstva identicka. Struktura diamantu

I grafitu je znazornéna na obr. 1.1.

Obr. 1.1 Znazornéni struktury diamantu a grafitu. Obrazek dostupny online z: http://a.files.bbci.co.uk/-

bam/live/content/zn46yrd/.

Borem dopované diamantové filmy jsou bud’ komeréné dostupné a nebo je mozné
je pripravit v laboratornich podminkach [19]. BDD filmy jsou pfipravovany jednou

zmetod chemické depozice par, kdy se deponuji na kifemikovy zéklad ze smési

11



1 Teoreticka Cast

uhlovodikového plynu (typicky methanu), vodiku a diboranu, ktery slouzi jako zdroj
boru [4, 20]. Pfed depozici je nutné pary vhodn¢ aktivovat, k tomu se nejcastéji pouziva
zhavené vlakno nebo mikrovinna plazma. Bé€zné podminky vzniku BDD filma jsou
nasledujici: C/H pomér 0,5-2%, tlak 10-150 torr, teplota 700-1000 °C a mikrovinny
vykon 1000-1300 W nebo teplota zhaveného vldkna 2400-2800 °C. Rychlost rustu
filmu se pohybuje v fadu desetin az jednotek mikrometriit za hodinu. Odpor takto

ptipravovanych filmi se pohybuje okolo 0,1  cm [21].

Obr. 1.2 Obrazek vysoce kvalitniho diamantového filmu ziskany za pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.

Pievzato z [18].

Borem dopovany diamant je v analytické elektrochemii nejCastéji vyuzivan ve
form¢ tenkych polykrystalickych filmt (obr 1.2) [17]. Povrch téchto filmd je po
ptipravé terminovany vodikem (H-terminace), je vSak mozné ho zoxidovat
(O-terminace) a znamy jsou i terminace dalsimi prvky. Z elektroanalytického hlediska
patii ve srovnani s ostatnimi uhlikovymi elektrodovymi materidly mezi dulezité
vlastnosti BDD mechanickda 1 chemicka stabilita, nizky zbytkovy proud
a biokompatibilita [20]. Dale pak také Siroké potencialové okno, které, zavisejic na
kvalité filmu, dosahuje nejcastéji hodnot kolem 3,5 V v neutralnich a kyselych vodnych
roztocich, pti vysoké kvalité filmu vsak az 4,4V [18]. Diky témto vlastnostem
umoziuji BDD elektrody provadét elektrochemické reakce pii potencialech, které jsou

jinak bézn¢ nedosazitelné, zvlaste pak v anodické oblasti. Borem dopované diamantové

12



1 Teoreticka Cast

elektrody nabizeji vicero vhodnych vlastnosti pro organickou analyzu, 1ze mezi né
zaradit naptiklad mensi nachylnost vicéi ireverzibilni adsorpci analytu (¢i dalSich slozek
méfeného vzorku) na povrch elektrody. Ireverzibilni adsorpce je pomérné béznym
problémem u elektrod z jinych uhlikovych materialt, protoze vede Kk jejich
pasivaci [20]. Divodem je jiz zminéna rozdilnd hybridizace uhliku, vétSina elektrod
obsahujicich uhlik s sp® hybridizaci je diky p¥itomnosti polarnich skupin na svém
povrchu k pasivaci vice nachylna, aviak sp® diamant je via¢i ni naopak zna¢né

rezistentni.

Vyznamny Vvliv na elektrochemické vlastnosti povrchu BDD a jeho vyuziti
Vv elektroanalyze ma terminace povrchu. O-terminace mize vést ke zvySeni selektivity
borem dopovanych diamantovych elektrod, ¢i usnadni dal$i modifikace [22].
Jednoducha elektrochemicka oxidace povrchu BDD a nizka nachylnost zoxidovaného
povrchu Kk adsorpci byla prezentovana v roce 2000 [23]. Povrch BDD elektrody byl
I zmodifikovan, a to karboxylovymi [24] a amino skupinami [25]. O-terminované BDD
filmy maji na rozdil od H-terminovanych hydrofilni charakter a zaroven také vykazuji
niz8§i vodivost. Jak O-terminovaného, tak H-terminovaného povrchu lze dosahnout
katodickou ¢i anodickou piedptipravou elektrody ve vodném roztoku elektrolytu [26].

Pti vlozeni dostatecného anodického potencialu dochazi k rozkladu vody podle rovnice:
H,OBDD) — HO: + H" + &~ (1)

Vznikajici radikély jsou zodpovédné jednak za oxidaci povrchu BDD filmu, vedouci
k jeho O-terminaci, jednak mohou byt mediatorem pro oxidaci latek, jejichz oxidace by
byla na jinych elektrodovych materialech nedosazitelna [24]. Obdobné H-terminace lze
dosdhnout vlozenim zéporného potencidlu v oblasti vyvoje vodiku. Takto ziskana
H-terminace je vSak do zna¢né miry nestabilni, dochazi totiz k postupné oxidaci

povrchu vzdusnym kyslikem.

Diamantové filmy je mozno charakterizovat za pomoci Ramanovy spektrometrie,
kde poskytuji charakteristicky pas pii 1332 cm [28]. Ptfitomnost nediamantovych
uhlikovych forem se pak projevi mezi 1500-1600 cm ™.

13



1 Teoreticka Cast

1.2.2 Vysoce orientovany pyrolyticky grafit

Vysoce orientovany pyrolyticky grafit (HOPG) je pomérné inertni, dobfe strukturné
definovana forma uhliku, pouzivana jako elektrodovy material s minimalni katalytickou
aktivitou [29]. Vysoce orientovany pyrolyticky grafit se sklada z vrstev hexagonalné
uspofadanych sp? uhlikovych atomd, jak je ilustrovano pro grafit na obr. 1.1. V ramci
jedné vrstvy, kterd se nazyva bazalni vrstva, jsou atomy silné vazany, avsak vazby mezi
vrstvami, kde se jedna piedevs§im o van der Waalsovy sily, jsou vyrazné slabsi. Diky
tomu je mozné postupné odstranovat jednotlivé vrstvy a obnovovat tak elektrodovy
povrch. Pyrolyticky grafit vznikda Zzihdnim pyrolytického uhliku, materidlu
piipravovaného rozkladem uhlovodikovych plynd na rozzhaveném povrchu pii teploté
okolo 2500 K. Dalsim tepelnym zpracovanim za zvySeného tlaku pak pii teplotach pies
3000 K vznikd vysoce orientovany pyrolyticky grafit. Ten md wthlové rozpéti c-0s
(kolmych na bazalni vrstvy) jednotlivych krystalkti mensi nez jeden stupen, a to mu
dava strukturu podobnou monokrystalu [30]. Jedinda monoatomarni dvourozmérna
vrstva takto uspofddanych uhlikovych atomi se nazyva grafen nebo grafenovy nanolist,
ktery mize byt ,,Sbalen, aby vytvofil jednorozmérné uhlikové nanotrubice [31]. Pokud
je na sobé€ vice nez jedna a méné nez deset téchto vrstev, takto definovany material se
pak nazyva grafenovou nanodestickou. Pokud je vrstev vice nez deset, jedna se pak

0 trojrozmérny grafit.

1.2.3 Skelny uhlik

Skelny uhlik (GCE) je material v elektrochemii dlouho a Siroce pouzivany. Jedna se
0 prakticky neporovity material tvofeny amorfnim uhlikem, ktery je na rozdil od grafitu
tvrdy a strukturné izotropni [30]. Materidl je pfipravovan zahiivanim polyakrylonitrilu
nebo fenolové pryskyfice na teplotu mezi 1300 az 3300 K. Poskytuje pomérn¢ Siroké
anodické okno a casto je pouzivan jako zéklad pro elektrody s modifikovanym
povrchem, diky ¢emuz byl zvolen pro pouziti v této praci [32]. Vice o modifikaci GCE

je uvedeno v kapitole 1.3.
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1 Teoreticka Cast

1.2.4 Platina

Platinové elektrody se tadi mezi elektrody kovové a spolu se zlatymi jsou v této
kategorii pouzivany nejcastéji [30]. Platinové elektrody se obecné vyznacuji vysokou
rychlosti pfenosu nadboje a poskytuji relativné Siroké anodické potencidlové okno.
Katodické je pak, na platiné zejména, limitovano vyvojem vodiku. Dale u kovovych
elektrod pozorujeme oproti uhlikovym vyssi proud pozadi, coZ je zpisobeno oxidaci
jejich povrchu, adsorpci a desorpei H a dalsich iontd. Diky svym elektrochemickym
a mechanickym vlastnostem umoznujicim vyrobu elektrod o velkém povrchu jsou ¢asto

pouzivany pro preparativni elektrolyzu.

1.3 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou semipiirodni cyklické oligosacharidy. Tti zakladni
cyklodextriny jsou: a-CD, B-CD a y-CD, které jsou tvofeny Sesti, sedmi, respektive
osmi molekulami cukru [33]. Cukerné jednotky jsou tvofeny o-D-glukopyranosou
a jsou spojené 1—4 glykosidickou vazbou. Cyklodextriny jsou krystalické, homogenni
a nehygroskopické slouceniny. Diky jejich schopnosti tvotit komplexy s nejriznéj$imi
latkami mohou byt dalezité¢ vlastnosti téchto latek vyznamné€ modifikovany. Toto

»molekularni zapouzdfeni je vyuzivano v primyslu i v analytické praxi.

Jako dusledek 1—4 konformace glukopyranosovych jednotek jsou vSechny
sekundarni hydroxylové skupiny orientovany na jedné ze dvou hran kruhu, zatimco
primarni na druhé [33]. Takto uspotadana makromolekula ma tvar sefiznutého kuzele.
Struktura B-cyklodextrinu je zobrazena na obr. 1.3. Rozmér dutiny je vétsi na té strané,

kde se nachazeji sekundéarni hydroxylové skupiny.
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Obr. 1.3 Struktura B-cyklodextrinu. Obrazek dostupny online z: http://www.trc-canada.com/Structures/C987830.png.

Nevazebné elektronové pary atomu kysliku ucastnicich se glykosidické vazby
sméfuji dovnitt dutiny a tim zvySuji elektronovou hustotu — dutina tim ziskavé urcité
vlastnosti Lewisovské baze. Tvorba vodikovych mistkli mezi C,-OH a Cs;-OH
skupinami sousedicich glukopyranosovych jednotek ovliviiuje rozpustnost a rigiditu
cyklodextrini. Naptiklad B-CD, ve kterych se tvofi kompletni sekundarni pas
vodikovych vazeb, jsou spiSe rigidni struktury, malo rozpustné ve vodé. Naopak y-CD

jsou vice flexibilni a vice rozpustné [33].

1.3.1 Cyklodextriny jako elektrodové modifikatory

Cyklodextriny je mozné imobilizovat na elektrodé za pouziti adsorpce a jejich
schopnosti tvofit samousporadajici se monovrstvy, ptipravou polymernich filmt ¢i
jejich inkorporaci do membran ¢i pastovych elektrod [34]. Modifikované
cyklodextrinové komplexy jsou schopny mediace elektronového pienosu. Diky svému
tvaru mohou cyklodextriny tvofit host-guest komplexy se Sirokym spektrem
organickych i anorganickych ionti a molekul o vhodné velikosti (0,5-0,8 nm) ve
vodném, nevodném 1 smiSeném prostiedi. Komplexace vede k ukotveni malych c¢astic

do dutiny bez tvorby kovalentni chemické vazby a bez zmény jejich struktury.
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Prevladajicimi interakcemi pfi tomto déji jsou van der Waalsovy sily, vodikové mustky

a hydrofobni interakce.

Prikladem modifikace elektrody ze skelného uhliku a HOPG kovalentné
navazanymi cyklodextriny je studie Hernandezové-Muiiozové et al. [35]. Tato
modifikace probéhla s vyuzitim ferrocenu jako katalyzatoru, schématické znazornéni je
zobrazeno na obr 1.4. Metoda je zalozena na generaci cyklodextrinovych radikalt. Tyto
radikaly vznikaji mechanismem, ktery zahrnuje vznik ferroceniového Kkationtu,
oxidujiciho cyklodextrinovy monoanion, coz dava vzniknout volnému radikalu,

nasledné se kovalentné vazajicimu na povrch elektrody.

produkty do roztoku
A

"/.--‘ FC ‘-._\l" "/‘-_’. ﬁ'CD. . 4
A )‘

\!

N o oo rop

P L

Obr. 1.4 Schéma modifikace uhlikové elektrody cyklodextriny. P¥evzato z [35].

1.3.2 Cyklodextriny a Zlucové kyseliny

Egawa et al. [36] vyuzili ke studiu vlastnosti komplexti cyklodextrind a zlu¢ovych
kyselin zlatou elektrodu modifikovanou lipoylamino-3-CD a lipoylamino-y-CD. Tyto
cyklodextriny byly adsorbovany na povrch elektrody za vyuziti vazby sira-zlato. Pro
popis takto modifikované elektrody a jeji interakce se Zlucovymi kyselinami byl vyuZzit
systtm  [Fe(CN)s>™. Vysledné elektrody vykazovaly pro [Fe(CN)e*™
kvazireverzibilni voltamogramy ve vodném prostiedi a AE, se v tomto pfipad¢ rovnala
85 mV pii rychlosti polarizace 20 mV s, Po piidani ZzluGovych kyselin se v zavislosti

na koncentraci AEp zvysil na 200-300 mV. To bylo zpisobeno zménami elektrického
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potencidlu diky akumulaci negativniho naboje na povrchu elektrody a zvySenim
hydrofobicity elektrodového povrchu jako disledku navazani hydrofobnich Zlu¢ovych

kyselin do cyklodextrinovych membran.

1.4 Zlu€ové Kyseliny

HO

Obr. 1.5 Struktura cholesterolu.

vvvvvv

vylucovani cholesterolu, ktery je zobrazen na obr.15 [37]. Tyto latky se
z fyziologického hlediska podileji na vstiebavani tuki. Jedna se o amfipatické molekuly
[39]. Hlavni primarni zluéové kyseliny jsou u lidi cholova a chenodeoxycholova
kyselina. Ty vznikaji z cholesterolu v jatrech a poté jsou sekretovany se zluc¢i do
tenkého stieva. Zlu¢ové kyseliny byly ze Zlu¢i poprvé izolovany pocatkem 19. stoleti,
kdy jesté nebyla znama jejich struktura. Z toho divodu lze hledat pivod nazvu ve jméné
organismu, z n&hoz byla kyselina izolovdna, pfipadné v poznatcich ziskanych
elementarni analyzou. Bude-li jako ptiklad uvedena ursodeoxycholova kyselina, potom
zjistime, Ze byla poprvé izolovana ze zlu¢i medvéda a obsahuje o jeden atom kysliku

méne¢, nez cholova kyselina (ursus — lat. medvéd, chole — fec. zIuc).
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1.4.1 Struktura zZluc¢ovych kyselin

Na zéklad¢ poc¢tu atomli uhliku v molekule 1ze rozliSovat dva zékladni typy zlucovych
kyselin, a to Cy a Cy7 [39]. U saveu jsou dominantni Cy4 ZluCové kyseliny
s petiuhlikatym fetézcem na Ci7, jehoz soucasti je typicky také jedina karboxylova
skupina, kterou lze v téchto slouceninach nalézt. Hydroxylova a/nebo ketoskupina se
nachazi na Cs jako poziistatek cholesterolu a dale mohou byt stejné skupiny pfitomny na

C7 a Cy,. Hydroxylace na jinych pozicich se mohou v ptirodé vyskytnout, av§ak nejsou

bézné [40]. Struktury vybranych zlu¢ovych kyselin lze nalézt v tab. 1.1.

Tab. 1.1 Chemicka struktura vybranych zludovych kyselin.

kyselina kruhn A kruhB kruh C kruh D

cholova 3a0H 700H 120a0OH 17 C(CH;)CH,CH,COOH
chenodeoxycholova 300H 7 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
dehydrocholova 30 70 120 17 C(CH3)CH,CH,COOH
deoxycholova 3 aOH 12 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
litocholova 3 aOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
ursodeoxycholova 30a0H 7BOH 17 C(CH3)CH,CH,COOH
tauroursodeoxycholovda 3 aOH 7 BOH 17 C(CH3)CH,CH,CONHCH,CH,S05~
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1.4.2 Biochemie Zlucovych Kyselin

Konverze cholesterolu na zlucové kyseliny je prikladem vysoké kapacity jater
preménovat lipofilni latky na ve vodé rozpustné a vylucCitelné produkty. Jedna se
0 reakce velmi podobné standardnimu metabolismu a zbavovani se lipid a xenobiotik:
hydroxylace, oxidace a konjugace. Rozdil je vSak v tom, Ze reakce vzniku Zlu¢ovych
kyselin jsou vysoce specifické a minimaln€¢ jedna z hydroxylaci je metabolicky

kontrolovana [39].

Reakce bézné probihajici pfi metabolismu cholesterolu jsou: nasyceni dvojné
vazby mezi Cs a Cg, epimerizace 3B-hydroxylové skupiny a piipadné zavedeni
hydroxylovych skupin na pozice 7o a1l2a [37]. Dale pak oxidace osmiuhlikatého
postranniho fetézce vdzaného na Ci; na Cys karboxylovou kyselinu. Po biosyntéze
z cholesterolu jsou Cy4 zluové kyseliny aktivovany koenzymem A a konjugovany
s taurinem ¢i glycinem [39]. Konjugace probiha vznikem amidové vazby mezi
karboxylovou skupinou Zlucové kyseliny a amino skupinou taurinu (glycinu). DalSimi
moznostmi konjugace jsou sulfatace, esterovd glukuronidace, etherova konjugace na

jadie a C; N-acetylglukosaminace.

Poté, co jsou takto vzniklé primarni zlucové kyseliny, piedev§im tedy cholova
a chenodeoxycholova, sekretovany do stfeva, mohou byt pteménény mikroorganismy.
Tyto modifikace zahrnuji naptiklad oxidaci, epimerizaci ¢i ztratu hydroxylovych skupin
na steroidnim jadfe. Takto vznikaji sekundarni Zlucové kyseliny, jako napfiiklad
litocholovda ¢i  deoxycholovd  kyselina (vznik  konjugovanych  primarnich
a nekonjugovanych sekundarnich Zlu¢ovych kyselin je naznacen na obr. 1.6). VétSina
zlucovych kyselin je ve stievé opét absorbovana a s portalni krvi vracena do jater.
Pouze ptiblizn¢ 0,5 g cholesterolu, coz zhruba odpovida jeho denni produkci v lidském
organismu, je vyloudeno ve stolici. Zluéové kyseliny, vracejici se enterohepatalnim
cyklem zpét do jater, mohou byt pied opctovnym vyloucenim do zluc¢i dale

metabolizovany.
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Obr. 1.6 Pieména cholesterolu na primarni Zlu¢ové kyseliny taurochenodeoxycholovou a taurocholovou a poté na

sekundarni zlu¢ové kyseliny litocholovou a deocycholovou. Pievzato z [37].

1.4.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti Zlucovych kyselin

Bézné zlucové kyseliny jsou amfifilni molekuly obsahujici dvé rozdilné uhlovodikové
¢asti, hydrofobnéjsi B ¢ast postradajici hydrofilni substituenty a hydrofiln€jsi o Cast
molekuly, kterd obsahuje jednu, dvé nebo tfi hydroxylové (méné casto pak
glukuronatové ¢i  sulfatové) funkéni skupiny [41]. Konformaéni vzorec

chenodeoxycholové kyseliny je znazornén na obr. 1.7.
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Obr. 1.7 Konformaéni vzorec chenodeoxycholové kyseliny. Horni ¢ast molekuly je hydrofobng&jsi B ¢ast a spodni

pak o ¢ast, kam smétuji hydroxylové skupiny a je hydrofilngjsi. Pfevzato z [39].

1.4.3.1 Hydrofilita a hydrofobicita

Vétsinu fyziologickych, patofyziologickych a metabolickych vlastnosti zlucovych
kyselin a soli mizeme pfisoudit jejich fyzikalné-chemickym vlastnostem jako napiiklad
povrchové aktivit¢ a chovani podobnému detergentim [38]. Ruzné, v predchozich
odstavcich zmifiované modifikace (hydroxalace, oxidace, konjugace) maji velky vliv na
polaritu jak steroidniho jadra, tak postranniho fetézce. Celkovy vliv hydrofilnich
funkénich skupin oproti vlivu uhlovodikového skeletu exponovaného vod¢ se nazyva
hydrofilné-hydrofobni rovnovéaha. Pro kvantitativni stanoveni hydrofilné-hydrofobnich
vlastnosti soli Armstrong et al. [41] pouzili HPLC s reverznimi fazemi a ukazali, ze
RP-HPLC mobilita, kterd koreluje s hydrofilitou, byla znacn€ ovlivnéna jak pozici, tak
orientaci hydroxylovych skupin. Mobilita klesala v potfadi ursodeoxycholat > cholat >
chenodeoxycholat > deoxycholat. Mobilitu taktéz ovliviiovala konjugace. Ukazalo se,
ze byla vyssi pro konjugaty s taurinem nez s glycinem, které zase vykazovaly vyssi

mobilitu nez volné soli.

1.4.3.2 Rozpustnost a kriticka micelarni koncentrace

Zlu¢ové kyseliny konjugované s taurinem jsou in vitro ve vodé rozpustné pii silné
kyselém pH, s glycinem konjugované jsou Spatné rozpustné v mirn¢ kyselych roztocich

a mnohé nekonjugované zluCové kyseliny jsou nerozpustné pii neutralnim pH [42].
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Rozpustnost jak s glycinem konjugovanych, tak nekonjugovanych zlucovych kyselin
roste se zvySujicim se pH, dokud nedoséhne kritické micelarni koncentrace, kdy se

jejich rozpustnost stane prakticky neomezenou.

In vivo se ZluCové kyseliny mohou vyskytovat jako: nerozpusténa protonovana
kyselina; rozpusténa protonovana kyselina a/nebo jeji aniont; micela; soucast slozitéjsi
micely a nebo nerozpustna vapenata sul [42]. Srazeni zluCovych kyselin ve vySe

uvedenych nerozpustnych formach lze docilit zménou pH a nebo aktivity Ca®" iontd.

Snaha hydrofobni ¢asti molekuly minimalizovat kontakt s vodou vede k formaci
micel, coz se d&e pii dosazeni koncentrace znamé jako kriticka micelarni
koncentrace (CMC). Diilezita vlastnost Zlucovych kyselin je, Ze tvoii smiSené micely
s jinak ve vodé nerozpustnymi slouceninami (naptiklad lecitinem, mastnymi kyselinami
nebo cholesterolem), a tim zvysuji jejich rozpustnost [43]. Micelizace neni hnana pouze
hydrofobnim efektem, ale také vznikem vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi
skupinami [44]. Specificka povaha vodikovych vazeb omezuje mozné orientace
jednotlivych molekul a zvySuje ,,pevnost™ vzniklych agregati. Nejedna se o molekuly
s malou hydrofilni ,,hlavou® a dlouhym flexibilnim hydrofobnim ,,ocasem®, jak Casto
vypadaji klasické amfifilni molekuly, ale spiSe o pevnou strukturu supramolekularniho
charakteru s nepfili§ jasné oddélenou hydrofilni a hydrofobni ¢asti, coz vede ke

specifickym samoskladnym vlastnostem.

Méfeni kritické micelarni koncentrace zlucovych kyselin naznacilo, ze CMC je
ovlivnéna jak postrannim fetézcem, tak strukturou steroidniho jadra [45]. Pfi méfeni
hodnot CMC pro vice nez 50 Zlucovych soli se jeji hodnoty pohybovaly mezi 1 a vice
nez 250 mmol I™* [46]. Kritickd micelarni koncentrace se zvysuje s rostoucim podtem
hydroxylovych ¢i ketoskupin a pfi stejném poctu substituentll se zvysuje pii nahrazeni
hydroxylové skupiny ketoskupinou. Roli hraje také orientace hydroxylovych skupin, pii
zméné orientace z o na P dojde opét ke zvyseni CMC. Studium prostorovych modelt
CMC. Kiriticka micelarni koncentrace se také exponencialné zvysuje se zkracovanim
postranniho fetézce. Konjugace s glycinem a taurinem zpusobuje jen malou zménu

CMC [46].

23



1 Teoreticka Cast

1.5 Analyticka chemie Zluc¢ovych kyselin

Elektroanalytické metody ¢asto nejsou prvni volbou pro stanoveni zlu¢ovych kyselin.
Nejcitlivéjsi jsou metody vyuzivajici hmotnostni detekce, avsak vysokd cena téchto
analyz a naroky na odbornou kvalifikaci obsluhujiciho personalu limituji jejich bézné

vyuziti [47].

Z metod vyuzivajicich hmotnostni detekci nachézeji pii analyze Zlucovych kyselin
nejvetsi uplatnéni metody GC-MS a kapilarni LC-MS [48]. Plynova chromatografie
v tandemu s hmotnostni detekei je méné citliva, ale nabizi rozsitené, na struktute zavislé
moznosti fragmentace, coz zvySuje selektivitu analyz izomert zlu¢ovych kyselin
0 stejné molekulové hmotnosti. Pfed analyzou za pomoci plynové chromatografie je
tteba zluCové kyseliny derivatizovat, naptiklad ptipravou jejich trifluoracetatovych nebo
trimethylsilyl etherovych derivatd [49]. Limity detekce kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci, vyuzivajici ionizaci elektrosprejem a kvadrupo6lovy hmotnostni

analyzator, jsou 10-50 pg absolutniho mnozstvi v nastiiku.

Dalsi text bude spiSe zaméfen na jednodussi ,, fit for purpose “ metody pro rutinni
analyzy. Tyto postupy vétSinou zahrnuji HPLC separaci s UV ¢i fluorescenéni detekcei
nebo naptiklad enzymatickou redukci NAD®. Také je mozné pouZit enzymovou

imunoanalyzu.

Kakiyama et al. [47] vyvinuli RP-HPLC-UV metodu pro stanoveni
nekonjugovanych Zlucovych kyselin ve stolici. Stanovovany byly ve formé
24-fenacylovych esterti. Po nezbytné Upraveé vzorku, izolaci a derivatizaci Zlucovych
kyselin probéhla HPLC separace, kdy byly piky méfeny fotometricky pii 254 nm.
Stanoveni bylo jednoduché a pfesné (pfedev§im pro koncentrace vyS$i nez
2x107° mol g ™). Metoda byla pouZita pro stanoveni celkové koncentrace a také profilu
slozeni ZluCovych kyselin ve stolici cirhotickych pacienti. Byla validovana pomoci

metod GC-MS a LC-MS.
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Gatti et al. [50] popsali metodu pro stanoveni jak konjugovanych, tak
nekonjugovanych zlucovych kyselin v krevnim séru pacientii s priméarni biliarni
cirhdzou. Tato metoda je zalozena na HPLC separaci s fluorescencni detekci. Volné
i konjugované ZluCové kyseliny byly rozdé€leny za uziti extrakce na pevné fazi
a taurinové konjugaty byly enzymaticky hydrolyzovany za uziti cholyglycin hydrolazy.
Frakce byly derivatizovany za uziti 2-bromacetyl-6-methoxynaftalenu ve vodném
roztoku obsahujicim tetrakis(decyl)amonium bromid a detekovany fluorometricky
(Aexc =300 Nnm, Aem =460 nm). Jak reprodukovatelnost, tak separace jednotlivych
7ludovych kyselin byly uspokojivé. Mez detekce byla 2x10° mol I,

Hirano et al. [51] navrhli metodu pro analyzu 3-sulfatovanych a nesulfatovanych
zlucovych kyselin za vyuziti solvolyzy trifluoroctovou kyselinou. Separace na HPLC
kolon¢ probéhla za pomoci imobilizované 3a-hydroxysteroid dehydrogenazy pro
analyzu séra pacientll se Zloutenkou posthepatalniho ptivodu. Pro analyzu byla vyuzita
aparatura s fluorometrickou detekci (Aexc =345 nM, Aery =470 nm). Flurometricky
detekovany byl redukovany NAD", produkovany enzymatickou reakci mezi zlu¢ovymi
kyselinami a imbolizovanou 3a-hydroxysteroid dehydrogenazou. Vytéznost metody se

pohybovala okolo 97%.

Kobayashi et al. [52] izolovali protilatky z mysi sleziny, které pouzili pro vytvofeni
selektivni ELISA metody pro stanoveni 7-N-acetylglukosaminidii ursodeoxycholové
kyseliny, o kterych se piepokldda, ze jsou specifickymi ukazateli primarni biliarni

cirhozy.

1.6 Elektrochemické vlastnosti Zlucovych kyselin

Z elektroanalytick¢ého hlediska nepatii Zlucové kyseliny kvali své nizké
elektrochemické reaktivité¢ mezi Casto studované latky. Prehledné shrnuti poznatkli do
roku 2012 pfinasi review Peckové a Nesméraka [53]. V literatufe jsou popsany jak
ptiklady elektrochemické redukce, tak oxidace. Jelikoz redukce Zlucovych kyselin neni

predmétem diplomové prace, budu se ji zabyvat jen zbézn¢.
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1.6.1 Redukce Zlu€ovych kyselin

Elektrochemickou redukci umoziuje pritomnost karboxylové skupiny na Cys, ptipadné
Cy7. Pocet studii, které se redukci zabyvaly, je velice omezeny. Na klasické kapajici
rtutové elektrodé stanovoval zlu¢ové kyseliny v 1é¢ivych piipravcich Ferri et al. [54].
Vysledky byly porovnatelné s témi ziskanymi enzymatickymi-spektrofotometrickymi
metodami, zjiSténé linedrni rozsahy se pohybovaly pro diferencni pulzni polarografii
mezi 2x10° az 1x10~* mol I'". Dale byla redukce Zlucovych kyselin pfedmétem zajmu
nékolika bakalatskych praci na Pfirodovédecké fakulté¢ Univerzity Karlovy v Praze,
konkrétn¢ redukce chenodeoxycholové kyseliny v praci Patakové [55], deoxycholové
a ursodeoxycholové kyseliny v praci Rakosnikové [56] a tauroursodeoxycholové

kyseliny v praci Pisnové [57]. VSechny autorky vyuzivaly rovnéz rtut'ové elektrody.

1.6.2 Oxidace Zlucovych kyselin

Od roku 2012, kdy vyslo review Peckové a Nesméraka [53], nevznikly, pokud je mi
znamo, zadné nové ¢lanky vénujici se oxidaci zlucovych kyselin. Jeden ¢lanek z roku
2013 se vénuje vyvoji elektrochemického biosensoru cholesterolu [58]. Na
nasledujicich fadcich budou shrnuty dosavadni poznatky o moZnostech elektrochemické
oxidace zluCovych kyselin a cholesterolu s dirazem na oxidaci na borem dopované

diamantové elektrodé.

Dosahnout ptfimé elektrochemické oxidace Zzlu€ovych kyselin je pomérné obtizné
a zpravidla je to mozné pouze v nevodném prostiedi, v prostiedi s vysokym obsahem
organické faze, a nebo za pomoci mediitorového iontu. Obecné jsou podminky pro
pfimou oxidaci cholesterolu a ptibuznych latek nésledujici: jako rozpoustédlo je pouzit
acetonitril, jako zakladni elektrolyt chloristan lithny a elektrody na bazi uhliku (GCE
a BDDE) jako vhodné pracovni elektrody [59-64]. Dal§im spole¢nym jmenovatelem
analytického vyuziti elektrochemické oxidace téchto latek je pfedchozi separace pomoci

HPLC.

Ve mé bakalatské praci byla zkoumana oxidace zlucovych kyseliny na platinové

elektrod¢ a elektrodé ze skelné¢ho uhliku [1].  Bylo zjisténo, Ze platina neni vhodnym
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materidlem pro oxidaci zlucovych kyselin v prostfedi acetonitrilu, protoze ziskané
voltamogramy nebylo mozné vyhodnotit. Elektroda ze skelného uhliku se ukazala jako
vhodnéjsi, z dat na ni namétenych bylo mozné urcit ptalvinové potencialy jednotlivych
zluCovych kyselin. Potencialy byly vSak velice podobné, dokonce i ve tiech piipadech
stejné, a proto byla identifikace jednotlivych kyselin ve smési nemozna. Stanoveni
zlucovych kyselin na GCE bylo mozné za predpokladu kvalitniho ¢isténi povrchu

elektrody od oxida¢nich produktti mezi jednotlivymi méfenimi.

Medici et al. [65] vyhodnotili regioselektivitu nepiimé elektrochemické oxidace
cholové kyseliny na riznych anoddch v zéasaditém vodném prostiedi za pouziti
chloristanu sodného jako zadkladniho elektrolytu. Pro oxidaci pouzili jako mediator
elektronového pienosu chloridovy aniont a nasledujici elektrodové materialy: PbO,
anodu, na niz je mozné cholovou kyselinu kvantitativné pfeménit na dehydrocholovou
kyselinu, platinovou elektrodu, na niz byla produktem 7-ketocholova kyselina a GCE,
ktera  poskytovala Vv zavislosti na podminkach dehydrocholovou kyselinu
v kvantitativnim vytézku a nebo jeji smés s dalSimi oxidacnimi produkty. Schéma
mediovaného pienosu elektronu je znazornéno na obr. 1.8. Bylo zjisténo, Zze za téchto
podminek se jednotlivé hydroxylové skupiny oxiduji v nasledujicim potadi: C7 > C12 >
C3. Tato skupina dale popsala pfimo metodu elektrochemické syntézy dehydrocholové
kyseliny za pouziti cholové kyseliny jako vychozi latky [66]. Jako vhodné pro tuto
nepiimou elektrochemickou oxidaci se ukéazaly elektrody s vysokym piepétim kysliku

(PbO; a grafitova). Pouzita proudova hustota pro syntézu byla 125 A mZ.
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/
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Obr. 1.8 Schematické znazornéni mediované elektrochemické oxidace. Pievzato z [65].
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Hojo et al. oxidovali cholesterol ve smési acetonitrilu a propan-2-olu (9:1, v/v) na
GCE [59]. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 5x107% mol I* chloristan lithny. Produkty
oxidace byly podrobeny IC, NMR a MALDI-TOF-MS analyze a produkt byl
identifikovan jako cholesta-4,6-dien-3-on. Jako mechanismus této elektrochemické
oxidace navrhli ¢tyfelektronovy, ¢tyfprotonovy proces. Limit detekce cholesterolu byl
v tomto piipadé 3,6x107" mol I, Stejna skupina se zabyvala stanovenim cholestanolu,
kdy dosahli limitu detekce 2,3x10~" mol I [60].

Kotani et al. [62] stanovili cholesterol za pomoci HPLC separace v kombinaci
s elektrochemickou detekci za pouziti nevodné mobilni faze. Jako pracovni elektrodu
zvolili BDDE. Nejprve byla porovnana moznost oxidace cholesterolu na GCE a BDDE,

vysledné voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 1.9.
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Obr. 1.9 Cyklické voltamogramy 5x10™ mol I™* cholesterolu v prostiedi acetonitrilu. Zakladni elektrolyt:
5x1072 mol I™* LiClO,. Elektrodové materily: (A) GCE a (B) BDDE. Rychlost polarizace byla 20 mV s, potencial

méfen proti Ag/AgCl referenéni elektrodé. Prevzato z [62].

Cholesterol se na obou elektrodach oxiduje pii vysokych kladnych potencidlech

(+2,02 V pro GCE a +2,05 V pro BDD elektrodu proti Ag/AgCl) a tento d¢j je fizen
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difuzi. Proudova hustota anodického piku byla vyssi a pomér signal-pozadi byl lepsi pro
oxidaci na BDD elektrodé. Nizky nabijeci proud na BDD elektrodé autofi pfisuzuji
kompaktnimu, neporéznimu povrchu elektrody stejné jako dominujicim H-terminacim
BDD. Naopak relativné vysoky nabijeci proud GCE ma podle autorti ptivod ve vnikani
molekul acetonitrilu mezi tenké vrstvy krystalizovaného grafitu. Potencidl pro
amperometrickou detekci cholesterolu metodou HPLC-ED byl stanoven jako +2,2 V
proti Ag/AgCI.

Borem dopovand diamantovd elektroda byla, jakozto vhodnéjsi elektrodovy
material, pouzita pro stanoveni cholesterolu v riznorodych vzorcich masa, pfi¢emz se
ukazalo, ze se jednd o presnou metodu s dobrou vytéznosti i reprodukovatelnosti, ktera
umoziiuje analyzu i ve slozité matrici. Limit detekce byl 8x107° mol I, Signalova

odezva byla stabilni po dobu vice nez ¢tyf mésicti pti 0Smi analyzach denné.
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2 Experimentalni Cast

2.1  Studované latky

Byla studovana elektrochemicka oxidace sedmi vybranych zlucovych kyselin: cholové,
chenodeoxycholové, dehydrocholové, litocholové, deoxycholové, ursodeoxycholové,
tauroursodeoxycholové a cholesterolu. Latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

Deklarovana minimalni Cistota byla 99,98%.

2.2 Pouzité chemikalie

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni udano jinak) analytické Cistoty: B-cyklodextrin
(Merck), aceton (Sigma-Aldrich), acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich), alumina
(Elektrochemické detektory), bezvody chloristan sodny pro HPLC (Fluka), diethylether
(Lachema), dimethylsulfoxid pro HPLC (Macron), dusi¢nan stéibrny Ph. Eur. 3 (Fluka),
ethylacetat (Lachema), ferrocen (Sigma-Aldrich), hexakyanozeleznatan draselny (Lachema),
isooktan pro HPLC (Sigma-Aldrich), kyselina fosfomolybdenova 20% (Sigma-Aldrich),
kyselina chlorista 70% (Sigma-Aldrich), kyselina sirova 96% (Lach-Ner), methanol pro
HPLC (Sigma-Aldrich), n-butanol (Penta), octova kyselina p.a. (Lachner)

a tetrabutylamonium hexafluorborat (Fluka).

2.3  Metody méreni a zpracovani dat

Vsechna voltametricka méfeni prob&hla na pfistroji EZStat Pro od firmy NuVant Systems
(Crown Point, IN, USA) za pomoci vyrobcem dodaného softwaru. Ke zpracovani namétenych
dat byly pouzity nasledujici pocitacové programy: OriginPro 2015 od frimy OriginLab
Corporation (Northampton, MA, USA), MS Excel od firmy Microsoft Corporation (USA)
a QCAD 3.9.5 od firmy RibbonSoft (Sarnen, Svycarsko).
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2.3.1 Voltametrie na elektrodé z HOPG

Jako pracovni elektroda byla pouzita elektroda z HOPG o rozmérech 10x10x6 mm, kvality
ZYB od firmy SPI Suppliers/Structure Probe (West Chester, PA, USA). Vlastni vrstva
HOPG, slouzici jako pracovni elektroda, byla pfed kazdym zdznamem voltametrické kiivky
oddélena z ptivodni desticky oboustrannou adhezni paskou, pfipevnéna na podlozku a vodiveé
spojena s méficim zafizenim. M¢éfeni probihala v mikroelektrochemické nédobce,
schematicky zobrazené na obr. 2.1. Objem méfenych roztokd byl 1,00 ml. Dno cely bylo
tvofeno pracovni elektrodou, na kter¢ bylo uloZeno té€snéni Viton (fluoropolymer)
S centralnim otvorem o priméru 4 mm. Mezi té€snéni a pracovni elektrodu byl vloZen vodivy
kontakt tvofeny médénym pliskem. Cela byla seviena mosaznym svérakem slouzicim zaroven
jako kontakt pracovni elektrody. Jako zakladni elektrolyt byl pro mé&feni pouzit 0,5 mol I
chloristan sodny v acetonitrilu. Méfeni probéhlo v potencidlovém rozsahu —1,0 az +2,8 V.
Rychlost polarizace byla 100 mV s™. Jako referenéni elektroda byla vyuzita Pleskovova
nevodna referencni elektroda a jako pomocna elektroda slouzil platinovy dratek. Zméfen byl

roztok litocholové kyseliny o koncentraci 510~ mol I,

(b) (c)

(a)

Obr. 2.1 Mikroelektrochemicka cela pouZitd pro méfeni s HOPG, kde (a) je pracovni elektroda piekrytd tésnénim Viton,
(b) Pleskovova nevodna referen¢ni elektroda, (c) platinovy dratek jako pomocna elektroda, (d) pracovni prostor

a (e) mosazny svérak.
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2.3.2 Voltametrie na GCE modifikované B-cyklodextrinem

Na elektrod¢ ze skelného uhliku (d = 3mm) od firmy Radiometer Analytical SAS
(Villeurbanne, Francie) nejprve prob&éhlo méfeni za pouziti jeji nezmodifikované podoby.
Mg¢éteni probihalo ve voltametrické cele schematicky zobrazené na obr. 2.2. Objem méfenych
roztokii byl 20ml. Jako zékladni elektrolyt byl pouzit 0,5mol I chloristan sodny
V acetonitrilu. Méfeni probihalo v potencialovém rozmezi +0,2 az +2,4 V, rychlost polarizace
elektrody byla 50 mV s*. Jako referen¢ni elektroda byla pouzita Pleskovova nevodna
referencni elektroda a jako pomocna elektroda platinovy plisSek. Byly zaznamenany

LS voltamogramy roztoku chenodeoxycholové kyseliny.

Postup modifikace byl inspirovany ¢lankem Hernandezové-Mufiozové et al. [35]. Byl
pfipraven modifikacni roztok o nasledujicim sloZeni: jako rozpoustédlo byl pouzit
dimethylsulfoxid, jako zakladni elektrolyt 0,2 mol I tetrabutylamonium hexafluorborat, jako
mediator elektronového prenosu 0,001 mol It ferrocen a cyklodextriny byly v roztoku
zastoupeny B-cyklodextrinem o koncentraci 0,01 mol I'!. Poté byla elektroda cyklovana
Vv rozsahu potencialu od —0,5 do +0,8 V rychlosti 50 mV s *. Jako referenéni elektroda byla

pouzita Pleskovova nevodna referencni elektroda a jako pomocna elektroda platinovy plisek.

Na zmodifikované elektrodé byly za stejnych podminek jako pfed modifikaci naméfeny

voltamogramy pro chenodeoxycholovou kyselinu.
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(@) (b) (€)

(f) (e) (d)

Obr. 2.2 Elektrochemicka cela pouzitd pro méfeni s GCE a BDDE, kde (a) je pracovni elektroda (BDDE, GCE),
(b) platinovy plisek jako pomocna elektroda, (c) stiibrny pliSek jako soudast referen¢ni elektrody, (d) prostor referenéni
elektrody obsahujici 0,01 mol I* AgNOs a 1 mol I* NaClO, v acetonitrilu, (e) meziprostor obsahujici 0,5 mol 1™ NaClO,

v acetonitrilu a (f) pracovni prostor.

2.3.3 Voltametrie na BDDE

Jako pracovni elektroda byla pouzita komeréné¢ dostupnd borem dopovana diamantova
elektroda (d =3 mm) v teflonovém téle od firmy Windsor Scientific Ltd. (Slough, Velka
Britanie) a elektroda D8x2 v téle z polyetheretherketonu (d = 6 mm) od firmy OrigaLys
(Rillieux la Pape, Francie). M¢teni probihala ve voltametrické cele zobrazené na obr. 2.2
a objem meéfenych roztokti byl 20 ml. Jako referencni elektroda byla pouzita Pleskovova

nevodna referencni elektroda. Jako pomocna elektroda byl pouZit platinovy plisek.

2.3.3.1 Vliv methanolu a vody na Sifku potencidlového okna

Me¢feni probihalo na elektrodé¢ Windsor. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit chloristan sodny
o koncentraci 0,5 mol I'* rozpustény v acetonitrilu. Mé&feny potencialovy rozsah byl —1,0 az
2,85 V. Rychlost polarizace pracovni elektrody byla 100 mV st Byly pfipraveny roztoky

S rliznym zastoupenim methanolu a vody a byly zaznamenany jejich voltamogramy.
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2.3.3.2 Vliv aktivace a predpripravy BDDE na oxidaci Zlu¢ovych kyselin

Byla studovana jak katodicka, tak anodicka aktivace mezi zaznamy jednotlivych kiivek

a celkova predpriprava elektrody pred sérii méfeni. Méfeni probihalo na elektrodé D8x2.

Katodicka ptedptiprava elektrody probihala nasledujicim zplisobem: nejprve byl na
elektrodu po dobu 10 minut vkladan katodicky proud —70 mA ve vodném roztoku kyseliny
sirové o koncentraci 0,1 mol 1'%, Poté, uZ v nevodném prostfedi obsahujicim chloristan sodny
o koncentraci 0,5 mol I v acetonitrilu, prob&hla m&feni litocholové kyseliny v potencialovém
rozmezi +0,2 aZ +2.4 V rychlosti polarizace 50 mV s *. Pfed kazdym jednotlivym z4znamem
voltametrické kiivky probéhla katodicka aktivace elektrody pfti potencialu —2,0 V po dobu 1,
5,10,30a60s.

Anodicka piedpiiprava elektrody probihala nasledovné: na elektrodu byl po dobu
10 minut vkladdn potencidl +2,8 V ve vodném roztoku kyseliny sirové o koncentraci
0,1 mol I'Y. V nevodném prostiedi poté prob&hla méfeni litocholové kyseliny za stejnych
podminek jako po katodické piedptipravé. Rozdilna byla pouze anodicka aktivace elektrody,
ktera probihala pfed kazdym zdznamem voltametrické kiivky pfii potencialu +2,8 V po dobu
1,5,10,30a60s.

2.3.3.3 Oxidace Zlu¢ovych kyselin ve smésném prostiedi

Me¢teni probihalo na elektrodé Windsor. Predbézna meéteni probéhla v roztocich
zékladniho elektrolytu (smési acetonitrilu a 1 mol I™* roztoku kyseliny chloristé), které se
lisily obsahem vody a kyseliny. Rozpusténim v téchto roztocich zékladniho elektrolytu byly
piipraveny roztoky chenodeoxycholové kyseliny, jejichz voltamogramy byly nasledné
zaznamenany. Méfeni probéhla v potencidlovém rozsahu +0,2 az +2,0 V rychlosti polarizace
50 mV s . Povrch elektrody byl mezi jednotlivymi koncentracemi zakladniho elektrolytu
lestén po dobu péti minut na aluming, poté byl oplachnut acetonem a osusen bunic¢inou. Byl
vyhodnocen optimalni pomér acetonitril:voda a vybrana vhodna koncentrace kyseliny

chloristé.

Me¢éieni kalibracnich piimek vybranych zluCovych kyselin probihala v zakladnim
elektrolytu obsahujicim 0,1 mol I* kyselinu chloristou a obsah vody byl 0,26 % v/v. Zasobni
roztoky vzorkil zluCovych kyselin byly pfipraveny odvéazenim zakoupeného standardu

zluCové kyseliny, jeho rozpusténim v acetonitrilu a nasledné sonikaci po dobu patnacti minut.
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Ze zasobnich roztokd byly pfipraveny vzorky o zvolenych koncentracich. Tyto vzorky byly
podrobeny voltametrickému méteni v potencidlovém rozsahu +0,2 az +2,0 V. Pied kazdym
zaznamem voltametrické kiivky byl na elektrodu vlozen potencial +0,2 V po dobu 5s.
Rychlost polarizace byla 50 mV s . Kazdé méfeni bylo pétkrat opakovano. Povrch elektrody
byl mezi jednotlivymi koncentracemi zlucovych kyselin lestén po dobu 5 minut na aluming,

poté byl oplachnut acetonem a osusen buni¢inou.

2.3.4 Preparativni elektrolyza na platinové elektrodé

Preparativni elektrolyza probihala na velkoplo$né platinové elektrodé v nddobce zobrazené na
obr. 2.3 v ptivodni (1) a upravené (2) podobé s odd€lenou referencni elektrodou. Objem
elektrolyzovanych roztokdi byl 40 ml. Potencidl byl kontrolovan potenciostatem EG&G
Princeton Applied Research 273 (Oak Ridge, TN, USA). Jako zakladni elektrolyt byl pouzit
chloristan sodny o koncetraci 0,5 mol I'* rozpu§tény v acetonitrilu. V obou ptipadech byla

pouzita Pleskovova nevodna referencni elektroda a platinova sitka jako pomocna elektroda.

Na velkoplosné platinové elektrodé byly v pivodni nadobce (obr. 2.3, 1) oxidovany
nasledujici ZluCoveé kyseliny: litocholovéa, cholovéd, chenodeoxycholova, dehydrocholova
ataké cholesterol. Nejprve probéhla pfedbézna elektrolyza zdkladniho elektrolytu pfi
potencialu +2,0 V po dobu dvaceti minut. Poté byly vzorky Zlu€ovych kyselin kvantitativné
pievedeny do meéfici nadobky. Samotnéd elektrolyza probéhla po dobu jedné hodiny pii
potencialu +2,0 V. Po elektrolyze byl vysledny roztok odpaien na vakuové odparce, produkt
oxidace byl extrahovan do chloroformu a znovu odparen. Nakonec byl rozpustén v malém

mnozstvi chloroformu, pfeveden do vialky a vysusen Vv susarné pii teploté 100 °C.

V upravené nadobce (obr. 2.3, 2) byla na velkoplo$né platinové elektrodé oxidovana
chenodeoxycholova kyselina. Podminky elektrolyzy byly stejné jako v plivodni nadobce,
lisily se pouze doby oxidace, ty byly 4,5 a 8,5 hodiny. Po elektrolyze byl vysledny roztok

odpaten na vakuové odparce, produkt oxidace extrahovéan do chloroformu a znovu odpaten.



2 Experimentalni ¢ast 36

(@) (b) (c)

(e)

1)

(e) (d)
2)

Obr. 2.3 Elektrochemické cely pouzité pro preparativni analyzu s platinovou elektrodou, kde (a) pomocna platinova sitkova
elektroda, (b) pracovni platinova sitkova elektroda, (c) referen¢ni Pleskovova nevodné elektroda oddélend meziprostorem,
(d) prostor pracovni elektrody, (e) prostor pomocné elektrody, (f) meziprostor obsahujici 0,5 mol 1" NaClO, v acetonitrilu

a (g) magnetické/rotacni michadlo.

2.3.5 Spektrofotometricka méreni

Sledovani prabéhu elektrolyzy probéhlo pomoci spektrofotometrického méfeni na
spektrofotometru Hewlett-Packard 8454 (USA) v kiemenné kyveté¢ Hellma 108.022-QS
10 mm (Miillheim, Némecko). Méfeni probihala v rozmezi vinovych délek 190-1100 nm.

2.3.6 Tenkovrstva chromatografie

Produkty ziskané preparativni elektrolyzou byly podrobeny TLC analyze. Pro tenkovrstvou

chromatografii byly pouzity komeré&ni tenké vrstvy Silufol od firmy Kavalier (Votice, CR) se
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sorbentem Silpearl. Jako mobilni faze byla na zaklad¢ literatury pouzita smés isooktan:diethyl
ether:n-butanol:kyselina octova v poméru 10:2,5:1:1 v/v [67]. Pro vizualizaci byla vyuzita
kombinace postiiku 5% kyselinou fosfomolybdenovou, 10% Kkyselinou sirovou a zahtati
Vv picce na 90 °C po dobu 10 minut. Zaroven byla také vyuzita UV lampa Kriiss (Hamburg,

Némecko) pracujici se zafenim 0 vinovych délkach 254 a 366 nm.

2.3.7 Infracervena spektrometrie

K charakterizaci oxida¢nich produktii ziskanych preparativni elektrolyzou byla pouzita
infraervena spektrometrie. Analyza byla provedena za pomoci Mgr. Michala Schwarze, PhD.
Spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet ve stiedni IC oblasti 4000-600 cm ™.
K meéfeni infraervenych spekter vzorkli bylo vyuZzito odrazového méfeni — metoda zeslabeni
uplného odrazu (attenuated total reflection) ATR-FTIR. ATR nastavec obsahuje ZnSe
krystal, na ktery byl umistén vzorek, pfitlaen piitlackou (pro zajisténi dokonalého kontaktu

vzorku s ZnSe krystalem) a nasledné bylo zméteno IC spektrum.

2.3.8 Nuklearni magneticka rezonance

Analyza nuklearni magnetickou rezonanci byla provedena na Ustavu organické chemie
abiochemie AV CR RNDr. Martinem Dra¢inskym, PhD. Spektra vzorkii rozpusténych
Vv deuterovaném dimethylsulfoxidu byla méfena na spektrometru Bruker AVANCE Il

pracujicim na frekvenci 500,0 MHz pro jadra *H a 125,7 MHz pro jadra Bc.
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3 Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou prezentovany vysledky studia moznosti oxidace vybranych zlucovych
kyselin na elektrodach z vysoce orientovaného pyrolytického grafitu, skelného uhliku a borem
dopovaného diamantu. Dale také vysledky preparativni oxidace vybranych zluCovych kyselin

a cholesterolu na platinové elektrodé.

3.1 Voltametrie na HOPG
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Obr. 3.1 LS voltamogram litocholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na elektrodé z HOPG. Koncentrace litocholové
kyseliny: 5,0x10~° mol I}, Zakladni elektrolyt 0,1 mol I chloristan sodny (te¢kovana kfivka, tf nezavisla méfeni), rychlost

polarizace 50 mV s, plocha elektrody 12,6 mm?, potencial mé&en proti Ag/0,01 mol It AgNO4/1 mol I* NaClO,.

Na HOPG probéhlo méfeni litocholové kyseliny v nevodném prostedi acetonitrilu. Méfeni
byla podnicena vysledky, kterych bylo dosazeno na GCE a jsou popsany v mé bakalaiské
praci [1]. Vysledné voltamogramy se vSak vyznacovaly S$patnou reprodukovatelnosti.
Naméfené kiivky jsou zobrazeny na obr. 3.1. Je zfejmé, ze i voltamogramy zakladniho
elektrolytu se pomérné zasadné¢ lisi. Toto muze byt zplsobeno nedokonalym oddélenim

jednotlivych vrstev HOPG, kdy pifi tomto ukonu mohla byt bazalni vrstva poskozena,
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dasledkem cehoz by byl elektrodovy povrch Spatné definovany. Nicméné vzdy plati, Ze
Voltamogram naméfeny za pritomnosti litocholové kyseliny vykazuje pozd¢jsi tunik
elektrolytu, coz naznacuje, Ze prob¢hla sorpce analytu na elektrodovy povrch. Na kiivce

litocholové kyseliny je kolem +1,8 V zifejmy naznak viny, coz je v souladu s daty ziskanymi

na GCE [1].

V literatuie je popsano, ze nedokonalé oddé€leni jednotlivych vrstev HOPG muze mit za
nasledek vysoky proud pozadi a také zvySovat rozsah adsorpce, a proto lze netspéch pii
zavedeni tohoto materialu pro elektrochemickou oxidaci Zluovych kyselin velice
pravdépodobné ptipsat nedokonalému provedeni experimentu a ne samotnému materialu,
ktery by v budoucnu mohl pfinést pozitivni vysledky [30]. Z vySe popsanych divodd, tedy
za danych podminek piiliS§ uzkého potencidlového okna a nereprodukovatelnych
voltamogramti, bylo od dalSich experimentii na elektrodach z vysoce orientovaného

pyrolytického grafitu upusténo.

3.2 Voltametrie na B-cyklodextrinem modifikované GCE

Na elektrodé ze skelného uhliku byly nejprve naméfeny LS voltamogramy
chenodeoxycholové kyseliny (obr 3.2), poté byla provedena modifikace cyklodextriny
(obr. 3.3) a nasledné¢ byly znovu zméfeny voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny
(obr. 3.4). Pfitomnost chenodeoxycholové kyseliny na GCE se projevuje zvySenim proudu pfi
piiblizné¢ +1,8 V a voltamogramy jsou dobie opakovateln¢ 1 bez jakékoliv aktivace mezi
zaznamy kitivek. Modifikace nevedla k pozitivni zméné prubéhu voltametrickych kiivek
a jedinym pozorovatelnym dusledkem byla naopak snizena reprodukovatelnost kiivek
(obr. 3.4). Na zakladé zkuSenosti ziskanych témito ptredbéznymi pokusy je mozné do
budoucna doporucit, aby byl povrch elektrody pted a po modifikaci charakterizovan napiiklad
za pomoci mikroskopie atomovych sil, ktera by umoznila prikaznéjsi potvrzeni modifikace,
nez pouhy prubéh voltametrickych ktivek (viz obr. 3.3), ktery byl v souladu s literaturou [35].
Dtvodem klesani proudu v nasledovnych cyklech je pravdépodobné samo-inhibice elektrody,
zpusobena reakci mezi B-CD- a uhlikovymi atomy povrchu elektrody (viz schéma na
obr. 1.4).
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Obr. 3.2 LS voltamogram chenodeoxycholové kyseliny (ti kiivky) v prosttedi acetonitrilu na elektrodé ze skelného uhliku.
Koncentrace chenodeoxycholové kyseliny: 5,0x10™° mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol I™* chloristan sodny (tetkovana
kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial méken proti Ag/0,01 mol 1™ AgNO4/1 mol I
NaClO,.
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Obr. 3.3 Cyklické voltamogramy (20 cyklt) modifika¢niho roztoku v prostiedi dimethylsulfoxidu na elektrodé ze skelného
uhliku. Koncentrace B-cyklodextrinu 0,01 mol I* a ferrocenu 0,001 mol I"Y. Zakladni elektrolyt 0,2 mol I
tetrabutylamonium hexafluorborat, rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencidl méfen proti
Ag/0,01 mol It AgNO,/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.4 LS voltamogram chenodeoxycholové kyseliny (tfi kiivky) v prostfedi acetonitrilu na cyklodextriny zmodifikované
elektrodé ze skelného uhliku. Koncentrace chenodeoxycholové kyseliny: 5,0x107° mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1
chloristan sodny (tedkovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial m&fen proti
Ag/0,01 mol It AgNO4/1 mol I NaClO,.

3.3 Voltametrie na BDDE

Na borem dopované diamantové elektrodé probéhla vétSina méfeni. Byl studovan vliv
methanolu a vody na S§ifi potencidlového okna, vliv katodické a anodické ptredpfipravy
elektrody na oxidaci litocholové kyseliny a byl vyhodnocen nejvhodnéjsi pomér
acetonitril:voda pro analytické vyuziti oxidace vybranych Zlucovych kyselin. Dale byl
studovan vzajemny vliv ferrocenu a zlu¢ovych kyselin na jejich voltametrickou odezvu. Ve
smésném prostiedi acetonitril:voda byly namétfeny kalibracni ptimky pro vSechny vybrané
zlucové kyseliny s vyjimkou dehydrocholové, jejiz voltamogramy nebylo mozné analyticky

vyhodnotit.

Oxidace Zlu¢ovych kyselin je na BDDE ireverzibilni d¢j, coz je ilustrovano na obr. 3.5
cyklickym voltamogramem chenodeoxycholové kyseliny. Na tomto materidlu bylo dosazeno
vysledkti, které nebyly doposud v literatuie popsany a mohly by piispét k vyvoji

elektrochemického detektoru predevsim primarnich zlu¢ovych kyselin.



3 Vysledky a diskuze 42

30

11 uA

20 |

Obr. 3.5 Cyklicky voltamogram chenodeoxycholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé.
Zastoupeni vody: 0,26 % v/v. Koncentrace chenodeoxycholové kyseliny: 5x10% mol 1. Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1
kyselina chloristd (te¢kovana k¥ivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial m&fen proti

Ag/0,01 mol It AgNO4/1 mol I NaClO,.

3.3.1 Vliv methanolu a vody na §i¥i potencialového okna na BDDE

v

V této kapitole jsou popsany poznatky ziskané studiem vlivu methanolu a vody na Sifi
potencidlového okna. Studium vlivu téchto faktorti bylo provedeno z divodu mozného vyuziti
methanolu jako rozpoustédla Zlucovych kyselin a kvili zamySlenym experimentim ve

smeésném prostiedi acetonitril:voda.
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Obr. 3.6 Cyklické voltamogramy methanolu v prostiedi acetonitrilu na BDD elektrodé. Obsah methanolu: (a) 0 %, (b) 0,1 %,
(c) 1%, (d) 2%, (e) 5%. Zakladni elektrolyt 0,1 mol I chloristan sodny, rychlost polarizace 100 mV s, plocha elektrody
7,1 mm?, potencial m&ken proti Ag/0,01 mol 1™ AgNO4/1 mol I* NaClO,.

Protoze jsou zlucové kyseliny 1épe rozpustné v methanolu, byl studovan jeho vliv na §ifi
potencialového okna (obr. 3.6). Tato méfeni prokazala, Ze methanol neni mozné jako
rozpoustédlo zlu¢ovych kyselin pro jejich oxidaci na BDDE, protoze ty se bézné oxiduji pii
vysoce kladnych potencialech v blizkosti uniku zakladniho elektrolytu a oxidace methanolu

zna¢né€ zuzuje potencialové okno [68].

Jako rozpoustédlo pro piipravu vzorkll Zlu€ovych kyselin byl tedy pouZzivan vyhradné

acetonitril.
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Obr. 3.7 Cyklické voltamogramy roztoki obsahujicich vodu v prostiedi acetonitrilu na BDD elektrodé. Obsah vody: (a) 0 %,
() 0,1 %, (c) 1%, (d) 2%, (e) 5% v/v. Zékladni elektrolyt 0,1 mol 1"* chloristan sodny, rychlost polarizace 100 mV s,
plocha elektrody 7,1 mm?, potencial m&en proti Ag/0,01 mol It AgNO4/1 mol I NaClO,.

Méfeni vlivu vody na §ifi potencidlového okna prokazala, Ze voda, pfedev§im v niz§ich
koncentracich (ve vyfezu je na obr. 3.7 zvyraznén zakladni elektrolyt a koncentrace vody
0,1 % v/v), vyrazné nezuzuje potencialové okno, coz umoznuje provadét méfeni ve smésném
prostiedi acetonitril:voda. Zastoupeni vody 0,1 % je zvyraznéné proto, Ze je tato hodnota
nejbliZze zastoupeni vody v roztocich pouZitych pro konstrukei kalibraénich kiivek zlu€ovych

kyselin (kap. 3.3.3.2).

3.3.2 Anodicka a katodicka predpiiprava a aktivace elektrodového povrchu
BDDE

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny vysledky studia vlivu anodické a katodické
predpiipravy a aktivace BDDE na oxidaci zZlucovych kyselin. Kazdy z téchto pfistupti ma sva
pozitiva i negativa, ale v kone¢ném dusledku se z divodu reprodukovatelnosti voltamogrami

jevi jako vhodnéjsi udrzovat elektrodu v oxidovaném stavu.

Anodické predptiprava elektrody probéhla v kyseling€ sirové vlozenim vysoce kladného

potencialu pro zoxidovani elektrodového povrchu. Pro zajisténi vétsi reprodukovatelnosti
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podminek byla elektroda pted kazdym méfenim anodicky aktivovana po uvedené Casové

rozsahy ve studovaném roztoku.
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Obr. 3.8 LS voltamogramy litocholové kyseliny v prostiedi acetonitrilu na anodicky ptedpiipravené BDD elektrodé.
Zobrazeno je 5 kiivek pro aktivace trvajici 1's, 5's, 10's, 30 s a 60 s. Koncentrace litocholové kyseliny: 5x10~ mol I,
Zakladni elektrolyt 0,1 mol 17 chloristan sodny (teGkovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody
28,3 mm?, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1"t AgNO4/1 mol I NaCIO,.

Voltamogramy ziskané po anodické piedpiipravé elektrody (obr. 3.8) ukazuji, ze
ptitomnost litocholové kyseliny se projevuje prudkym nartstem proudu u +1,8 V, pficemz
unik samotného zakladniho elektrolytu se pohyboval okolo +2,1 V. Méfeni na takto
upraveném povrchu poskytuji velmi reprodukovatelné kiivky, nepftili§ zavislé na délce
aktivace. To je zplsobeno tim, Ze se s elektrodou pracuje pouze v anodické oblasti, a proto
povrch zlstavéa zoxidovany a dobfe definovany. Na voltamogramech vSak neni patrna zadna

vlna ¢i pik kyseliny, ktery by usnadnoval voltametrickou kvantifikaci.

Katodicka ptfedptiprava probéhla vloZenim katodického proudu na elektrodu v prostiedi
kyseliny sirové. Pfed zaznamem kazdého voltamogramu byla pak elektroda opét aktivovana,

tentokrat katodicky, po uvedené ¢asové rozsahy v méteném roztoku.



3 Vysledky a diskuze 46

500

7

400

300

200

100

E/V

Obr. 3.9 LS voltamogramy litocholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na katodicky aktivované BDD elektrodé. Zobrazeno
je 5 kiivek pro aktivace trvajici (8) 1's, (b) 55, () 10's, (d) 30's, (e) 60 s. Koncentrace litocholové kyseliny: 5,0x107 mol I,
Zakladni elektrolyt 0,1 mol I chloristan sodny (neni zobrazen), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 28,3 mm?,
potencial mé&ken proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol I* NaClO,.
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Obr. 3.10 LS voltamogramy zékladni elektrolytu (0,1 mol 1" chloristan sodny) v prostfedi acetonitrilu na katodicky
aktivované BDD elektrodé. Zobrazeno je 5 kiivek pro aktivace trvajici (a) 1 s, (b) 5's, (c) 10 s, (d) 30 s, (e) 60 s, rychlost
polarizace 50 mV s, plocha elektrody 28,3 mm?, potencial méen proti Ag/0,01 mol I'* AgNO4/1 mol It NaClO,.
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LS voltamogramy zobrazené na obr. 3.9 (litocholova kyselina) a 3.10 (zakladni
elektrolyt) ukazuji kiivky naméfené po katodické aktivaci elektrodového povrchu. Pro
zakladni elektrolyt je zfejmé, ze jeho nik se s rostoucim Casem aktivace posouva k niz§im
potencialim a zvyraziiuje se signal mezi +1,0 a +1,2 V. Tyto jevy se vyskytuji i na
voltamogramech kyseliny litocholové, kde za povSimnuti stoji piedev§im voltamogramy
naméiené po aktivaci trvajici 5 a 10 s. Tyto voltamogramy poskytuji dobfe vyvinutou vinu pfi
potencialu okolo +1,9 V, kterou by bylo mozné vyuzit pro analytickou aplikaci. Avsak nizka
reprodukovatelnost takto naméfenych kiivek, ilustrovana pro aktivaci trvajici 10 s na
obr.3.11, neumoziiuje piimou aplikaci katodické aktivace pro analytické stanoveni
litocholové kyseliny. Z pribéhu voltametrickych ktivek zakladniho elektrolytu lze usuzovat,
ze nedochdzi pouze k d&jim zahrnujicim zlucovou kyselinu, ale i zredukovany povrch
elektrody, ktery je nasledné opét oxidovan, coz je obzvlast’ ziejmé pro delsi doby aktivace (30

a 60 s).
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Obr. 3.11 LS voltamogramy (tfi méfeni) litocholové kyseliny v prostfedi acetonitrilu na katodicky aktivované BDD
elektrodé. Doba aktivace 10 s. Koncentrace litocholové kyseliny: 5,0x107° mol I\, Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ chloristan
sodny (te¢kovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 28,3 mm?, potencial méfen proti Ag/0,01 mol 1™
AgNO3/1 mol It NaClO,.
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3.3.3 Méreni ve smésnych prostiredich acetonitril:voda na BDDE

3.3.3.1 Vliv koncentrace vody a pritomnosti ferrocenu na elektrooxidaci

Zlucovych kyselin

Smésné prostfedi acetonitril:voda bylo na zakladé vysledkd popsanych v kapitole 3.3.3.1
vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi pro elektrochemickou oxidaci Zlu¢ovych kyselin. Elektroda
byla pii mé&fenich ve smésnych prostiedich udrzovana v oxidovaném stavu. Pro méfeni byly
pouzity dvé sady roztoku zakladniho elektrolytu (tab. 3.1), kdy v obou sadach byla zachovana
stejn¢ stoupajici koncentrace Kkyseliny chloristé, pouzité jako zakladni -elektrolyt, ale
obsahovaly jiné zastoupeni vody. V dal$im textu budou tato prostfedi nazyvana pro

zjednoduseni s nizkym (maximalné 1,29 %) a vysokym (maximalné 50 %) obsahem vody.

Tab. 3.1 Sady roztokii zakladniho elektrolytu s nizkym a vysokym obsahem vody.

c(HCIO,), [mol 1] ,Nizky* obsah vody, % ., Vysoky* obsah vody, %
0,01 0,03 1
0,05 0,13 5
0,1 0,26 10
0,2 0,52 20
0,3 0,77 30
0,4 1,03 40
0,5 1,29 50

Oxidace zlu¢ovych kyselin se v téchto prostiedich diametralné odliSovala. Voltamogramy
chenodeoxycholové kyseliny oxidované v prostfedich se stejnou koncentraci kyseliny
chloristé 0,1 mol I, ale rozdilnym zastoupenim vody 10 % a 0,26 % jsou zobrazeny na
obr. 3.12. Je zifejmé, ze oxidace V prostiedi s nizkym obsahem vody probihala mnohem
ochotnéji a poskytla 1épe vyhodnotitelny voltamogram s maximem pii potencialu okolo 1,2 V,
nez oxidace v prostiedi s vysokym obsahem vody. Toto zjisténi je zajimavé piedevsim z toho
divodu, ze v literatufe byly zlu¢ové kyseliny dodnes povazovany za molekuly oxidovatelné
jen velmi tézko, pii vyrazné vysSich potencidlech anikdy neposkytovaly takto dobie

vyvinutou vinu [62].
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Obr. 3.12 LS voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny ve sméném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé.
Zastoupeni vody: (a) 10 %, (b) 0,26 % v/v. Koncentrace chenodeoxycholové kyseliny: 1x10* mol 1. Zakladni elektrolyt
0,1 mol I kyselina chlorista (te¢kovana kiivka pro 10 % a &arkovana kiivka pro 0,26 %), rychlost polarizace 50 mV s,
plocha elektrody 7,1 mm?, potencial mé&ken proti Ag/0,01 mol I"* AgNO4/1 mol It NaClO,.

Zajimava situace nastava tehdy, kdyz se k roztoku zluc¢ové kyseliny pfida ferrocen. Ten
se pak chova jako mediator elektronového pienosu a ulehéuje oxidaci chenodeoxycholové
kyseliny, coz je patrné z obr. 3.13. Je zfejmé, ze i pro vys$i obsah vody 10 % byla
Vv pfitomnosti ferrocenu pro chenodeoxycholovou kyselinu ziskdna klasicka voltametricka
odezva Vv podobé sigmoidalniho piku pfi potencidlu okolo +1,5 V. Dochazi tedy zfejmé
k mediaci elektronového pienosu pomoci ferrocenu, jako v pfipadé oxidace zluCovych
kyselin v ptitomnosti chloridi na PbO; anodé [65]. Z obrazku 3.14 je patrné, ze ferrocen
s litocholovou kyselinou interaguje — v jeji pfitomnosti se zvySuje jeho oxidacni proud a se
stoupajici koncentraci litocholové kyseliny se posouva potencidl anodického piku do
kladné&jSich hodnot. Ferrocen jako mediator elektronového prenosu by mohl byt vyuzit pro
analytickou praxi, avSak do studovaného roztoku zbytecné zavadi dalSi reagenty, které je
mozné vylou€it vyuZitim prostiedi s nizkym obsahem vody. MoZnym pozitivem vyuZiti
ferrocenu jako mediatoru by mohly byt vys$si naméfené proudy (az pétinasobn¢) oproti
prostfedi s nizkym obsahem vody, coz by eventuelné¢ mohlo vést ke snizeni mezi detekce.
Dalsi aplikaci ferrocenu by mohla byt moznost ulehceni oxidace ZluCovych kyselin

neobsahujicich oxidovatelné hydroxylové skupiny, jako naptiklad dehydrocholové kyseliny.
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Obr. 3.13 LS voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé
v (a) neptitomnosti a (b) pfitomnosti 1x10~* mol I”* ferrocenu. Zastoupeni vody: 10 % v/v. Koncentrace chenodeoxycholové
kyseliny: 10 mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol I™* kyselina chlorista (te¢kovana ktivka), rychlost polarizace 50 mV s7?,
plocha elektrody 7,1 mm?, potencial m&en proti Ag/0,01 mol It AgNO4/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.14 Cyklické voltamogramy ferrocenu v prostiedi acetonitrilu na BDD elektrodé. Koncentrace ferrocenu
1x10“mol I"Y. Zobrazeny jsou kiivky v (a) nepfitomnosti litocholové kyseliny a v jeji piitomnosti o koncentraci
(b) 107 mol I}, (c) v piitomnosti 5,0x10° mol I'* a (d) v pritomnosti 10 mol IX. Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1" chloristan
sodny (te¢kovang), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial m&fen proti Ag/0,01 mol 1
AgNO,/1 mol It NaClO,.
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3.3.3.2 Kalibrac¢ni piimky stanoveni Zluc¢ovych kyselin

Na zéaklad¢ vyse uvedenych vysledkt bylo tedy rozhodnuto, ze pro stanoveni zlu¢ovych
kyselin na BDDE je nejvhodnéjsi prostiedi acetonitrilu a kyseliny chloristé jako zakladniho
elektrolytu s obsahem vody 0,26 %. V tomto prostiedi byly naméfeny koncentra¢ni zavislosti
v rozsahu 1x10° az 9x10* mol It (respektive 9x10°mol I'* pro kyseliny s nizsi
rozpustnosti). Ne vzdy bylo mozné do kalibrace zahrnout cely koncentracni rozsah, a to
z toho duvodu, ze pro velmi ziedéné roztoky se voltametrickd odezva kyseliny kryla se
zakladnim elektrolytem. M¢teni byla pro kazdou koncentraci vzdy pétkrat opakovana a pro
konstrukci kalibra¢nich ptimek byl zvolen median z téchto naméfenych proudt. Rovnice
kalibra¢nich pfimek a koncentrani rozsahy, pro které byly prolozeny, jsou zobrazeny
v tab. 3.2. Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny voltamogramy celého koncentra¢niho
rozsahu pro primarni Zlucové kyseliny chenodeoxycholovou (3.15) acholovou (3.16).
Rozpustnost cholové kyseliny v acetonitrilu je niz$i nez chenodeoxycholové, a proto chybi
voltamogramy pro koncentrace 5x10* a 9x10* mol I'Y. Tyto dv& kyseliny poskytovaly
oxidaéni signal pii vyrazné nizSich potencialech (okolo 1,2 V) nez ostatni zlucové kyseliny
a zéarovein jako jediné ze studovanych latek maji ve své strukture 7 aOH skupiny. Nabizi se
tedy predpoklad, Ze OH skupinu v této pozici lze za danych podminek na BDDE oxidovat
snadné&ji neZ ostatni hydroxylové skupiny. To je v souladu s literaturou, kde je hydroxylova
skupina na C; cholové kyseliny popsana také jako nejsnadnéji oxidovatelna [65]. Tyto
poznatky by mohly byt vyuzity pti ptipadném vyvoji elektrochemického detektoru celkovych
primarnich ZluCovych kyselin, které jsou ve své konjugované formé& hlavnimi ZluCovymi
kyselinami nachazejicimi se v lidské Zlu¢i a spolu s kyselinami litocholovou a deoxycholovou

tvori vice nez 90 % zlucovych kyselin u ¢loveka [69].

Meze detekce byly spocteny pro cholovou a chenodeoxycholovou kyselinu jako podil
trojnasobku amplitudy oscilaci Sumu signalu zékladniho elektrolytu pfi potencidlu maxima
oxidacniho signdlu kyseliny a smérnice kalibra¢ni ptimky. Pro cholovou kyselinu se LOD

rovna 2,1x10°° mol I'* a pro chenodeoxycholovou pak 1,6x10° mol I,
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Tab. 3.2 Rovnice kalibra¢nich pfimek pro stanoveni studovanych zlu¢ovych kyselin LS voltametrii na borem dopovaném

diamantu v prostiedi acetonitrilu s obsahem vody 0,26% a piislusné regresni koeficienty.

koncentra¢ni rozsah

7ludova kyselina [mol I rovnice kalibragni primky R?
cholova 1x10° - 9x10°° | [nA] = 10500 x ¢ [mol I"'] 0,9892
chenodeoxycholova 1x10°-9x10™* | [nA]=13800 x ¢ [mol I'']+0,3  0,9872
litocholova 1x10°-9x107° I [nA]=90100 x ¢ [mol '] -0,4  0,9727
deoxycholové 1x10°-9x107° I [nA] = 84300 x ¢ [mol I'']+0,9  0,9864
ursodeoxycholova 5x10°-9x10™ | [nA]=20400 x c [mol '] +0,4  0,9843
tauroursodeoxycholova ~ 1x107°—9x107° I [uA]=26700 x ¢ [mol '] - 0,2  0,9999
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Obr. 3.15 LS voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé.
Zastoupeni vody: 0,26 % v/v. Koncentrace chenodeoxycholové kyseliny: (a) 1x10° mol I, (b) 5x10° mol I'%,
(¢) 1x107° mol I%, (d) 5x107° mol I}, (e) 9x107° mol I, (f) 5x10™ mol I, (e) 9x10™* mol I, Zikladni elektrolyt
0,1 mol I kyselina chlorista (te¢kovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial méfen
proti Ag/0,01 mol I™* AgNO4/1 mol I NaClO,.
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Obr. 3.16 LS voltamogramy cholové kyseliny ve sméném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé. Zastoupeni vody:
0,26 % v/v. Koncentrace cholové kyseliny: (a) 1x107° mol I, (b) 5x107® mol I}, (c) 1x107° mol I}, (d) 5%x10™° mol I,
(e) 9x107° mol I"X. Zakladni elektrolyt 0,1 mol I kyselina chlorista (tekovana k¥ivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha
elektrody 7,1 mm?, potencial m&fen proti Ag/0,01 mol I AgNO4/1 mol I™* NaClO,.

Zludové kyseliny obsahujici hydroxylové skupiny v pozici 7B (ursodeoxycholova
a tauroursodeoxycholova), poskytovaly spiSe ndznak viny pfi vyrazné vysSich potencialech
okolo 1,8 V (ilustrovano pro ursodeoxycholovou kyselinu na obr. 3.17). Kyseliny které C;
hydroxylovou skupinu postradaji (deoxycholova a litocholova) se oxidovaly pti nejvyssich
potencialech (ilustrovano pro litocholovou kyselinu na obr. 3.18). Potencialy maxima

oxidac¢niho signalu jsou pro vybrané zlu¢ové kyseliny shrnuty v tab. 3.3.

Za pomoci prvni derivace (na obr. 3.17 jako pferuSované kiivky) bylo mozné nalézt
inflexni body a pouzit proudy pro takto definovany potencial pro sestrojeni koncentracni
zavislosti. Pro ursodeoxycholovou kyselinu také naptiklad platilo, ze voltametrické kiivky se
az do koncentrace 5x107> mol I kryly s kfivkou zékladniho elektrolytu a nebylo mozné je

zahrnout do kalibrace.

Z davodu oxidace ursodeoxycholové, tauroursodeoxycholové, deoxycholové
a litocholové kyseliny pti vyssich potencidlech nebylo mozné vyse popsanou metodou spocist

meze detekce. Pii¢inou byl fakt, Ze v potencidlovém rozsahu jejich oxidace (oblast blizka
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v v W

uniku zakladniho elektrolytu) byl zaznamenany Sum jiz prakticky nulovy. Nejnizsi méfitelné

koncentrace pro tyto kyseliny jsou v rozsahu 1x10®az 5x10~°> mol I~

Tab. 3.3 Potencialy maxima oxida¢niho signalu vybranych Zluéovych kyselin na BDD elektrodé. Pro hvézdi¢kou oznacené
kyseliny se jedné o potencial maxima prvni derivace. Koncentrace kyselin 5x10~° mol I'%,

zlucova kyselina E oxida¢niho signalu, [mV]
cholova +1220
chenodeoxycholova +1210
litocholova* +1870
deoxycholova* +1900
ursodeoxycholova* +1740
tauroursodeoxycholova* +1820
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Obr. 3.17 LS voltamogramy ursodeoxycholové kyseliny ve sméném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodg.
Zastoupeni vody: 0,26 % v/v. Koncentrace ursodeoxycholové kyseliny: (a) 5x10° mol I}, (b) 9x10° mol 17,
(c) 5x10°* mol I}, (d) 9x107*. K¥ivky pro koncentrace piekryté zikladnim elektrolytem nejsou oznaGeny. Prvni derivace
vybranych kfivek ¢arkovang. Zakladni elektrolyt 0,1 mol I™* kyselina chlorista (te€kovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV
s%, plocha elektrody 7,1 mm?, potencial m&Fen proti Ag/0,01 mol 1"* AgNO4/1 mol It NaClO,.
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Obr. 3.18 LS voltamogramy litocholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrodé. Zastoupeni
vody: 0,26 % v/v. Koncentrace litocholové kyseliny: (a) 1x107° mol I%, (b) 5x10° mol I, (c) 1x10° mol I
(d) 5%x107° mol I, (e) 9x10° mol I, Zakladni elektrolyt 0,1 mol I"* kyselina chloristd (te¢kovana kiivka), rychlost
polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm?, potencial mé&fen proti Ag/0,01 mol 1™ AgNOs/1 mol I NaClO,.

Voltametrické kiivky dehydrocholové kyseliny (obr. 3.19) pak neposkytovaly zadné
viny, a proto nebylo mozné wvytvofit kalibraéni pifimku. Porovnani voltamogrami
chenodeoxycholové a dehydrocholové kyseliny o koncentraci 10 mol I* je zobrazeno na
obr. 3.20. Chovani dehydrocholové kyseliny je v souladu s jeji strukturou, protoze ma jiz
vSechny tii hydroxylové skupiny cholové kyseliny zoxidovany na ketoskupiny. Dochazi

pravdépodobné jen k oxidaci uhlikového skeletu pii vyrazné pozitivnich potencialech.
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Obr. 3.19 LS voltamogramy dehydrocholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda na BDD elektrod€. Zastoupeni

vody: 0,26 % v/v. Koncentrace ursodeoxycholové kyseliny: : (a) 1x10° mol I'%, (b) 5x10°® mol I}, (c) 1x107° mol I'%,
(d) 5107 mol I, (e) 9x107° mol I, (f) 5x10™ mol I, (e) 9x10~* mol IX.. Zakladni elektrolyt 0,1 mol ™! kyselina chlorista

(tekovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s?, plocha elektrody 7,1 mm?, potencidl mé&fen proti Ag/0,01 mol 17

AgNO4/1 mol It NaClO,.

I/ uA

Obr. 3.20 LS voltamogramy (a) dehydrocholové a (b) chenodeoxycholové kyseliny ve smésném prostiedi acetonitril:voda

na BDD elektrods. Zastoupeni vody: 0,26 % v/v. Koncentrace kyselin: 10 mol 1. Zakladni elektrolyt 0,1 mol 1™ kyselina

chlorista (tetkovana kiivka), rychlost polarizace 50 mV s, plocha elektrody 7,1 mm? potencial méfen proti Ag/0,01 mol I

AgNO,/1 mol It NaClO,.
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3.4 Preparativni elektrolyza na platinové elektrodé

Vybrané zlu¢ové kyseliny byly na platinové elektrodé oxidovany ve dvou typech
elektrochemické cely. V puvodnim uspotadani (obr. 2.3, 1) unikal elektrolyt z referencni
elektrody do oxidovaného roztoku, coz bylo novym uspofadanim cely (obr. 2.3, 2)

eliminovano.

Vlastnosti oxida¢nich produkti z ptivodni nadobky a pocty vyménovanych elektrond,
spocitanych z Faradayovych zakonu elektrolyzy, jsou shrnuty v tab. 3.4. Ani v jednom
ptipadé neprobéhla elektrolyza kvantitativné a kvantifikovat jednoduchym zplsobem
mnozstvi ZluCovych kyselin, které nepodlehly elektrolyze, v podstaté neni mozné. Vypocet
poctu vymeénovanych elektronii je vSak zalozen na pifedpokladu kvantitativniho vytézku
oxidace a je zamyslen predevsim jako ilustrace ochoty Zlu¢ovych kyselin se oxidovat v daném
experimentalnim uspotfadani. Ve vSech ptipadech kromé kyseliny dehydrocholové dochézelo

k napadnému zbarveni roztoku v pribéhu elektrolyzy.

Tab. 3.4 Vlastnosti produktli oxidace vybranych sloudenin v puvodni elektrochemické cele a vypocéteny pocet

vyménovanych elektroni n pro dany redoxni jev.

sloucenina popis oxidac¢niho produktu n

litocholova kyselina nazloutly roztok, po odpateni nazloutly produkt 0,2

v priubéhu elektrolyzy roztok od rizové pres Sedou az

cholesterol do modra, po odpafeni namodraly produkt 0.3

cholova kyselina nazloutly roztok, po odpateni fialovy produkt 0,4
chenodeoxycholova kyselina naZzloutly roztok, po odpateni nazloutly produkt 0,7
dehydrocholova kyselina roztok bez zbarveni, nazloutly produkt 0,3

Hodnoty poctu vyménovanych elektronti ukazuji, ze oxidace v pivodni nddobce neprobihala
ptilis ochotn¢, coz potvrdily i nasledné TLC analyzy, kdy produkty nebylo mozné
vizualizovat (experimentaln¢ urCené retardacni faktory Ccistych zlu¢ovych kyselin jsou
uvedeny v tab. 3.6). Nuklearni magneticka rezonance byla provedena pouze pro zamysleny
oxidaéni produkt litocholové kyseliny a taktéz jeho pfitomnost nepotvrdila. Tato zjisténi
a vySe uvedeny problém s unikdnim elektrolytu z referencni elektrody (tomu by mohly byt
pri¢itany | zmény barvy roztokid) byly impulzem pro vyvoj nové nadobky (obr. 2.3, 2), kde by

nedochazelo ke kontaktu roztoku oxidovanych kyselin a referencniho elektrolytu. Vlastnosti
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oxida¢nich produktl a pocty vyménovanych elektronii z této upravené nadobky jsou pro
chenodeoxycholovou Kkyselinu k dispozici v tab. 3.5. Ani vtomto pfipadé¢ neprobéhla

elektrolyza kvantitativng, ale je zfejmé, ze oxidace probihala v tomto uspotadani lépe.

Tab. 3.5 Vlastnosti produktli oxidace vybranych sloucenin v upravené elektrochemické cele a vypolteny pocet

vyméinovanych elektronti n pro dany redoxni jev.

doba
sloucenina oxidace, popis oxida¢niho produktu n
[h]
chenodeoxycholova kyselina 4,5 nazloutly roztok, po odpareni nazloutly produkt 2,9
chenodeoxycholova kyselina 8,5 nazloutly roztok, po odpateni nazloutly produkt 2,9

Tab. 3.6 Retarda¢ni faktory vybranych Zluéovych kyselin pfi TLC analyze. Stacionarni faze: Silpearl, mobilni faze: smés

isooktan:diethyl ether:n-butanol:kyselina octova v poméru 10:2,5:1:1 v/v.

zlucova kyselina retardacni faktor
cholova 0,24
chenodeoxycholova 0,07
litocholova 0,51
deoxycholova 0,27
ursodeoxycholova 0,18
tauroursodeoxycholova 0,00
dehydrocholova 0,14

Tenkovrstva chromatografie produktii oxidace chenodeoxycholové kyseliny z nové
nadobky prokdzala pfitomnost minimalné dvou latek, z cehoZz jedna vykazovala stejny
retardacni faktor jako standard chenodeoxycholové kyseliny a druhd, ptfedpokladany
produkt/produkty, nevykazovala v pouzité mobilni fazi zddnou mobilitu a zlstala na startu.
Ultrafialové spektrum standardu chenodeoxycholové kyseliny a jejiho oxida¢niho produktu
po elektrolyze je na obr. 3.21, infracervené pak na 3.22. Vysledky NMR analyzy nebyly

v dobé¢ sepisovani prace jesté k dispozici.
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Obr. 3.21 UV spektrum (a) 2,5 x 10~ mol I chenodeoxycholové kyseliny a odpovidajicich oxidagnich produkti po
elektrolyze trvajici (b) 4,5 h a (c) 8,5 h. Vzorky byly pied spektrometrickym méfenim 100x ziedény.
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Obr. 3.22 IC spektrum chenodeoxycholové kyseliny (te¢kovang) a jejiho oxidaéniho produktu po 8,5 h. Mé&feno ve stfedni

IC oblasti 4000—600 cm ™.
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Z UV spekter je ziejmé, Ze v roztocich po elektrolyze piibyly absorbujici latky v oblasti
200-300 nm. Posun pii 1720 cm™ v infraderveném spektru naznacuje pritomnost karbonylové
skupiny na Sestiuhlikatém skeletu, coz je v souladu s pfedpokladem oxidace hydroxylovych
skupin chenodeoxycholové kyseliny na keto skupiny. Tento pfedpoklad dokresluje fakt, ze

dochazi ke snizeni intenzity O-H valen¢ni vibrace pii 3700 cm ™.

V minulosti byly MS/IC/NMR analyzam podrobeny oxida¢ni produkty cholesterolu. Ve
smeésném prostiedi acetonitrilu a propan-2-olu s chloristanem lithnym byl jako produkt
oxidace na GCE navrhnut cholesta-4,6-dien-3-on [59]. V pfipad¢ oxidace v prostiedi
dichloromethanu s tetrabutylamonium tetrafluoroboratem na platiné byl produktem v pomérné
velkém velkém vytézku ziskan dimer cholesterolu dicholesteryl ether [70]. Vzniku
slozit&jSich struktur iV pfipadé oxidace chenodeoxycholové kyseliny nahrava zména barvy

roztoki v pribéhu elektrolyzy a nulovy posun na TLC v naSich experimentech.

Je tedy =zfejmé, Ze po elektrolyze lze separovat oxidacni produkt/produkty
chenodeoxycholové pomoci TLC a jasné zmény jsou pozorovatelné i na UV a IC spektru,
avSak pro plnou identifikaci produkti bude nutné provedeni dalSich analyz, nejlépe
kombinace hmotnostni spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance a pifipadné

I infracervené spektrometrie.
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4 Z.avér

Tato diplomova prace si kladla za cil prostudovat moznosti analytického vyuziti piimé
elektrochemické oxidace zlucovych kyselin na vybranych elektrodovych materidlech
a pokusit se popsat zékladni parametry oxidacnich produktd zluovych kyselin. Pro
elektrochemicka méfeni byly pouzity metody cyklické voltametrie a voltametrie s linearnim
naristem potencialu (linear sweep voltametrie). Jako elektrodové materialy byly pro
voltametrickd méfeni vyuzity vysoce orientovany pyrolyticky grafit, skelny uhlik a borem

dopovany diamant. Pro preparativni elektrolyzu byla pouzita velkoplo$na platinové elektroda.

Bylo zjisténo, Ze v pouzitém uspoifdddni nebylo mozné vyuzit elektrodu z vysoce
orientovan¢ho pyrolytického grafitu, ktery je jako velmi kiehky material silné¢ nachylny
k poskozeni a prace s nim vyzaduje dostateCnou experimentalni zruénost a piedevSim
zkuSenost. Proto je mozné, Ze negativni vysledky nebyly zplisobeny samotnymi vlastnostmi
materialu a 1ze doporucit provedeni dalsich experimenti pro kone¢né rozhodnuti o vhodnosti

HOPG pro ptimou elektrochemickou oxidaci zlu¢ovych kyselin.

Oxidace zlucovych kyselin na elektrodé ze skelného uhliku byla jiz potvrzena
V minulosti, v této praci byla zmodifikovana cyklodextriny, které jsou povazovany za vhodny
elektrodovy modifikator, ktery mize zlepSit nespecifickou odezvu nékterych elektrod.
V ptipadé¢ pouzitého p-cyklodextrinu vsak zadny pozitivni efekt nebyl pozorovan.
V budoucnu by bylo vhodné prostudovat vliv dalSich cyklodextrini a pfipadné i jejich
derivath. V pfipad¢ budoucich pozitivnich vysledki na HOPG v nevodném prostiedi 1ze
doporucit 1 modifikaci tohoto snadno obnovitelného materialu, ktery by diky jeho vlastnostem
bylo mozné modifikovat s rozumnymi néklady riznymi cyklodextriny a nasledné studovat

jejich vliv na oxidaci Zlucovych kyselin.

Na borem dopované diamantové elektrodé bylo dosazeno nejlepSich, v této praci
prezentovanych, vysledk. Nejprve byl studovan vliv methanolu a vody na Sifi
potencialového okna v nevodném prostiedi acetonitrilu. Ukazalo se, Ze methanol nelze pouzit
jako rozpoustédlo pro pfipravu voltametricky studovanych roztokt zlu¢ovych kyselin, protoze
na BDDE dochazi k jeho oxidaci a tim se zna¢né snizuje Sife potencialového okna. Voda,

pfedevSim v nizkych koncentracich, nijak vyrazné¢ nezuzuje potencidlové okno. Dale bylo
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piistoupeno k experimentim s anodickou a katodickou predptipravou elektrody v nevodném
prostfedi acetonitrilu a chloristanu sodného jako zdkladniho elektrolytu. Ukdzalo se, Ze
anodickd predpifiprava nepiina$i zadny pozitivni efekt z hlediska selektivity metody
a voltamogramy na takto aktivované elektrod¢ nevykazuji ani naznak viny ¢i piku. Pfitomnost
kyselin se projevuje jako diivéjsi unik zékladniho elektrolytu, jehoz nartst v nepfitomnosti
kyseliny lze sledovat pfiblizn¢ od potencidlu +2,1 V. Pozitivni byla velka reprodukovatelnost
takto namétenych kitivek. Pfi katodické predptipravé dochazi k redukci povrchu, ktery je
nasledné pii méfeni opét oxidovan, coz je zejména pii delsi dobé aktivace zfejmé z pribéhu
voltamterickych kiivek zdkladniho elektrolytu. Pii vhodné zvolené dobé& aktivace byla vSak
pozorovana dobfe vyvinuta vina okolo potencialu okolo +1,9 V pfisuzovana oxidaci
zlu¢ovych kyselin Vv oblasti vysoce pozitivnich potencidli. Problémem, ktery pii katodické
predptipravé pretrvaval, byla velmi nizkd reprodukovatelnost naméfenych voltamogramu.
Déle se pokracovalo v préci na elektrodé¢ s oxidovanym povrchem. Opravdu zajimavych
vysledkl bylo dosazeno ve smésném prostiedi acetonitril:voda, kde byl obsah vody 0,26 %.
Vtom se primarni zluCové kyseliny cholovd a chenodeoxycholova oxidovaly okolo
potencidlu +1,2 V, coz nebylo dosud v literatuie popsdno. Lze o¢ekavat, ze toto chovani je
zpusobeno snadngji oxidovatelnou hydroxylovou skupinou v pozici 7a, kterou ze
studovanych zlucovych kyselin obsahovaly pravé jen dvé zminované primdrni. Ostatni
zlu€ove kyseliny podrobené méteni ve smésném prostiedi se oxidovaly pii vyrazné vysSich
potencialech mezi +1,7 a +1,9 V a zdaleka neposkytovaly tak dobte definovany pik. Primarni
zlucové kyseliny vykazovaly zdsadné rozdilné chovani v prostiedi, kde bylo zastoupeni vody
vys$i (pét a vice procent), kdy nebyl zmitiovany pik pii relativné nizkych potencidlech viibec
patrny. Dale bylo zjiSténo, Ze ferrocen ptfidany do méteného roztoku s vysSim obsahem vody
se muize chovat jako medidtor elektronového pfenosu a poskytuje pifi oxidaci
chenodeoxycholové kyseliny dobfe vyvinuty pik pii potencialu okolo +1,5 V. Zjisténi tykajici
se primarnich zlucovych kyselin, které tvoii vyznamnou slozku lidské Zluci, by mohla byt
vyuzita pro vyvoj levného elektrochemického detektoru pro jejich stanoveni. Byly naméfeny
kalibra¢ni pfimky pro voltametrické stanoveni studovanych zluovych kyselin (s vyjimkou
dehydrocholové kyseliny) na BDDE v prostiedi acetonitrilu s obsahem vody 0,26 %. Pro
cholovou a chenodeoxycholovou kyselinu byly spoéteny meze detekce. Pro cholovou
kyselinu se LOD rovna 2,1x10°° mol I™* a pro chenodeoxycholovou pak 1,6x107° mol I,
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Na velkoplosné platinové elektrodé¢ byly zoxidovany nasledujici zluCové kyseliny:
litocholova, cholovd, chenodeoxycholova, dehydrocholovd a také cholesterol. Jak bylo
pozdéji zjisténo, aparatura nebyla dokonale navrzena a proto bylo pfistoupeno k jeji uprave,
diky které¢ bylo dosazeno lepSich vysledki. V nové aparatufe byla zoxidovéana
chenodeoxycholova kyselina. Byla provedena TLC analyza elektrolyzovaného roztoku, ktera
prokézala ptitomnost oxida¢niho produktu/produkti. Produkt oxidace byl také studovéan
pomoci ultrafialové a infracervené spektrometrie, avsak pro jeho identifikaci to nebylo
dostatecné a bude nutné provést dalsi analyzy metodami jako jsou nuklearni magneticka

rezonance a hmotnostni spektrometrie.
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