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Abstrakt

Zlu¢ové kyseliny jsou konetné produkty metabolismu cholesterolu a jsou
dilezitymi biologickymi povrchové aktivnimi latkami. Zaktiveny tvar jejich fetézct
umoziuje cyklizaci molekul, a tim i tvorbu supramolekularni struktury.

Cilem této diplomové prace byl studium elektrochemického a adsorpcniho
chovani vybranych zluCovych kyselin: kyseliny litocholové, kyseliny deoxycholové a
kyseliny cholové. Méteni probihala v prostfedi Brittoniv-Robinsontiv pufr:methanol
v poméru 9:1 za pouziti metod cyklické voltametrie, AC voltametrie a méteni zavislosti
diferencidlni kapacity Cyq na vloZzeném potencidlu E. Jako pracovni elektroda byla

pouzita visici rtutova kapkova elektroda.

Meéfieni prokazala, Ze se zlucové kyseliny adsorbuji na povrchu elektrody, kde
dochazi k tvorbé samouspotfadanych vrstev, v naSem piipadé¢ ke 2D kondenzaci
(specialni forma somouspotadanych vrstev). Pro ditkkaz existence adsorpce Zlu¢ovych

kyselin byly pouzity transferové techniky.

Studium chovani kyseliny litocholové v zavislosti na riznych hodnotach pH
ukazalo, ze pouze pii pH 10,0 az 12,0 0 se jednad o 2D kondenzaci, to znamena, Ze pfi
hodnotéach pH v rozmezi 2,0 az 9,0 jde o jiny druh adsorpce. Na AC voltamogramech se
nachazeji maximalné¢ dvé oblasti, ve kterych se vyskytuji piky: prvni je kolem —0,2 V a
druha je kolem —1,2 V az —1,4 V. Oba piky jsou srovnatelné s piky na cyklickém

voltamogramu.

Meéreni teplotni zavislosti diferencialni kapacity na potencialu bylo provedeno
pro tfi koncentrace zlu¢ovych kyselin (¢ (mol 1) =5 -107°, 1 - 10%, 5 - 10*). K2D
kondenzaci u LCA dochazi pro obé vyssi koncentrace. Pfi koncentraci 5 - 107 mol 1! je
adsorpce. DCA a CA se na elektodu adsorbuji, ale k 2D kondenzaci dochazi pouze pro
niz§i teploty pii vysSich koncentracich.

Studium vlivu pfitomnosti anionti v zakladnim elektrolytu na adsorp¢ni chovéni
zlucovych kyselin ukazalo, Ze interakce zlu¢ovych kyselin s povrchem elektrody a mezi
sebou je jind, nez jsou vodikové mistky. Vzhledem ke strukufe zluCovych kyselin lze

predpokladat, Ze se jedna o hydrofobni interakce.



CA.

Vsechna méteni ukéazala, Ze 2D kondenzace u LCA je vyrazné&jsi oproti DCA a



Abstract
Bile acids are the end products of cholesterol metabolism and are important
biological surfactants. The curved shape of their chains allows the cyclization of

molecules, and the formation of a supramolecular structure.

The goal of this thesis was to study the electrochemical and adsorption behavior
of selected bile acids: lithocholic, deoxycholic and cholic acids. The measurements
were carried out in the medium Brittoniv-Robinson buffer:methanol in the ratio 9:1
using cyclic voltammetry and AC voltammetry methods and measuring the dependence
of the differential capacitance Cy on the applied potential E. A hanging mercury drop

electrode was used as a working electrode.

The measurements showed that bile acids are adsorbed on the surface of the
electrode and organizing themselves in self assembled monolayers (SAM). In our case
we have observed formation of 2D condensed layers as specific form of SAM. Transfer

techniques were used to demonstrate bile acid adsorption.

A study of the behavior of lithocholic acid as a function of different pH values
showed that only at pH 10.0 to 12.0 2D 2D condensation occurs, i. e. that at pH values
in the range of 2.0 to 9.0 it is another type of adsorption. On AC voltammograms, there
are a maximum of two areas in which peaks occur: the first is around —0.2 V and the
second is around —1.2 V to —1.4 V. Both peaks are comparable to the peaks on a cyclic

voltammogram.

The measurement of the temperature dependence of the differential capacity on
the potential was performed for three concentrations of bile acids (¢ (mol I'') =5 - 1075,
1-10™ 5 107). 2D condensation in LCA occurs for both higher concentrations. At a
concentration of 5 - 107 mol 1!, 2D condensation is only indicative at the lowest
temperatures, but strong adsorption is still observable. DCA and CA are adsorbed on the
electrode, but 2D condensation occurs only for lower temperatures at higher

concentrations.

A study of the effect of the presence of anions in the basic electrolyte on the
adsorption behavior of bile acids showed that the interaction of bile acids with the
electrode surface and with each other is different from hydrogen bonds. Due to the

structure of bile acids, it can be assumed that these are hydrophobic interactions.



All measurements showed that 2D condensation in LCA is more strong than in

DCA and CA.
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Seznam zkratek a pouzitych symbola

ACV alternating current voltametrie
BR pufr Brittontiv — Robinsoniiv pufr

c molarni koncentrace

CA cholova kyselina (cholic acid)
Cq diferencidlni kapacita

CDCA chenodeoxycholova kyselina (chenodeoxycholic acid)

CMC kritickd micel4 rni koncentrace

CvV cyklicka voltametrie

DCA deoxycholova kyselina (deoxycholic acid)

E potencial [V]

E, potencial piku [V]

Eo. potencial elektrokapilarniho maxima

GC plynové chromatografie

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

1 proud [uA]

LCA litocholova kyselina (lithocholic acid)

MS hmotnostni spektrometrie

NBT nitrotetrazoliovd modf

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontt
pK, zaporny dekadicky logaritmus kyselé disociacni konstanty
Tt kriticka kondenzacni teplota

11



1. Uvod
1.1.  Cil prace

Tato diplomova prace vznikla na zdklad€¢ vyzkumného projektu, ktery se vénuje
studiu redoxnich vlastnosti steroidnich sloucenin a jejich interakcemi s elektrodovymi
povrchy. V ramci projektu jsou vyvijeny 1 elektroanalytické metody pro detekci
steroiddl.

Cilem této diplomové prace je studium elektrochemického a adsorp¢niho
chovani vybranych zlucovych kyselin: kyseliny litocholové, kyseliny deoxycholové
a kyseliny cholové na visici rtutové kapkové elektrodé za pouziti metod cyklické
voltametrie, AC (alternating current) voltametrie a mécfeni diferencidlni kapacity
elektrodové dvojvrstvy na vlozeném potencidlu. Tyto kyseliny se li§i poctem
hydroxylovych skupin na steroidnim skeletu, a proto byly vybrany jako modelové

slou€eniny pro vyse zminéné studie.
1.2.  Zlucové kyseliny

Zluové kyseliny byly izolovany ze Zlue v 19. stoleti. Jejich struktura ale byla
objasnéna az po roce 1932, a proto je fada ZluCovych kyselin pojmenovéana podle
organismu, ze kterého byla izolovana. Piikladem je ursodeoxycholova kyselina: ursus
(latinsky) — medvéd nebo vulpecholové kyselina: vulpecula (latinsky) — vacice [1-3].

Zlugové kyseliny jsou kone&né produkty metabolismu cholesterolu. Jeho degradaci
v jatrech vznikaji primarni Zlu€ové kyseliny, mezi které patii cholova kyselina (CA)
a chenodeoxycholova kyselina (CDCA). Sekundarni zlucové kyseliny, jako naptiklad
litocholova (LCA) a deoxycholovéa kyselina (DCA), vznikaji ve stfevé z primarnich
zluCovych kyselin ¢innosti bakterii [1].

Zékladem molekuly je steroidni jadro, které se skladéd ze tii Sestiuhlikatych kruht
(oznacovany A, B, C) a jednoho pétiuhlikatého kruhu (oznacovéan D), a kratky alifaticky

postranni fetézec na C17 (obr. 1).
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Obr. 1 Zékladni struktura zlu€ovych kyselin — systém znaceni kruhil steroidniho jadra

(vlevo) a ¢islovani jednotlivych pozic atomt uhliku (vpravo). Pievzato a upraveno z [4].

Zlu¢ové kyseliny se od sebe lidi pozici a mnoZzstvim hydroxylovych skupin,
u savcl jsou tyto nejcastéji umistény na pozici C3, C7 a C12, a také délkou postranniho
fetézce, ktery je navazan na pozici C17. Podle délky postranniho fetézce navazaného na
kruh D jsou zlucové kyseliny rozdélovany na cholanové zlucové kyseliny s celkovym
poctem uhlikii dvacet Ctyfi (tzv. Cy kyseliny) a cholestanové zluCové kyseliny
s celkovym poctem uhlikit dvacet sedm (C,; kyseliny) [5, 6]. Chemické struktury
vybranych zlucovych kyselin jsou shrnuté v tab. 1. U savcl jsou nejvice zastoupeny
Cy4 zIucove kyseliny, které u ¢lovéka témét vzdy tvori konjugaty s taurinem a glycinem

[7].

Tab.1 Ptehled chemickych struktur vybranych zlucovych kyselin [5].

Zluéova kyselina Akruh Bkruh Ckruh D kruh
17C(CH;3)CH,CH,COR
Cholova kyselina 300H 700H 1200H R=0OH
Deoxycholova kyselina 300H 1200H R=OH
Litocholova kyselina 300H R=0OH
Chenodeoxycholova kyselina 300H 700H R=0OH
Ursodeoxycholova kyselina 300H 7B OH R=0OH
Ursocholova kyselina 300H 7pOH 1200H R=0OH

13



Zlu¢ové kyseliny jsou amfipatické molekuly. V prostoru se stadeji tak, Ze maji
hydrofobni stranu () neobsahujici Zadné substituenty a hydrofilni stranu (o) obsahujici
hydroxylové skupiny. Pro kyselinu cholovou je toto zndzornéno na obr. 2. Hydrofilita
zlucovych kyselin roste s rostoucim poctem hydroxyskupin a je taky ovlivnéna jejich
orientaci. Pokud se hydroxylové skupiny nachazeji v pozici B, molekula Zlucové
kyseliny je vice hydrofilni nez zlucova kyselina, ve které jsou hydroxyskupiny
orientovany v pozici a. Rozpustnost zlucovych kyselin ve vodé je v rozmezi 0,05 az
300 umol I'' a je vyrazné ovlivnéna hodnotou pH prostiedi diky pFitomnosti

karboxylové skupiny ve struktuie Zlucové kyseliny [5, 7, 8].

Hydrafobni strana

3o o 12a  24-C00H

Hydrafilni strana

Obr. 2 Prostorova struktura cholové kyseliny. Pievzato a upraveno z [9].

Zludové kyseliny pfi koncentracich vys§ich, neZ je jejich kriticka micelarni
koncentrace (CMC), tvofi ve vodném prostfedi micely. Tvorba micel je podminéna
hydrofobnim efektem a taky tvorbou vodikovych mistki mezi hydroxylovymi
skupinami. Obecné plati, Ze s rostoucim poctem hydroxylovych skupin rostou hodnoty
CMC. Souvisi to 1 s jejich vyssi rozpustnosti [10, 11]. Hodnoty rozpustnosti ve vode¢,

CMC a pKa pro studované zlu¢ové kyseliny jsou shrnuty v tab. 2.
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Tab.2 Hodnoty rozpustnosti ve vod¢, kritické micelarni koncentrace (CMC) a pKa pro

vybrané zlu¢ové kyseliny [12 — 17].

Zlucova kyselina Rozpustnost ve vodé CMC ve vodé¢ pKa
[umol 17'] [mmol 1]
Cholova kyselina 273 13 52
Deoxycholova kyselina 28 10 6,2
Litocholova kyselina 0,05 0,9 4,8
Chenodeoxycholova kyselina 27 9 6,2
Ursodeoxycholova kyselina 9 19 5,1
Ursocholova kyselina 1670 60 4,5

Zluéové kyseliny jsou schopné vytvaiet supramolekularni —struktury.
Charakteristickym rysem vétSiny zluCovych kyselin je cis konfigurace A a B kruhu
steroidniho jadra. Zlu¢ové kyseliny s touto konfiguraci jsou oznaGovany jako
5B Zlucové kyseliny. Jejich fetézec ma zakiiveny tvar, ktery umozZiuje cyklizaci
molekul. Spojeni steroidnich jader je zprostiedkovano pomoci takzvanych spacert.
Spacer je navdzan na steroidni kruh prvni Zlucové kyseliny do polohy 3 a alifaticky

fetézec druhé zlucové kyseliny [18 — 21].

Steroidni molekuly mohou také vytvatet hierarchickou strukturu, zahrnujici
primarni, sekundarni a terciarni strukturu (obr. 3). Steroidni molekuly samy o sobé
pfedstavuji primarni struktury (obr. 3a). Molekuly Zlucovych kyselin tvoii dimery
(obr. 3b), které se nasledné uspotadavaji do Sroubovice — sekundarni struktura (obr. 3c).
Propojenim né€kolika Sroubovic vznika terciarni struktura (obr. 3d). Pfi tomto spojeni
mohou vznikat organizované utvary s kanalkem nebo jadrem, do kterého se mohou
navazat hydrofilni molekuly. Tyto komplexy piedstavuji kvarterni strukturu (obr. 3e),
kterd umoznuje ptepravit hydrofilni latky ptes lipidovou dvojvrstvu membran. Toho lze

vyuzit naptiklad k transportu 1é¢iv [22].
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Obr. 3 Hierarchickd struktura Zzlucovych kyselin: (a) primarni struktura, (b, c)

sekundérni struktura, (d) terciarni struktura (e) kvarterni struktura. Pfevzato z [22].
1.3. Studované latky

V této diplomové praci byly studovany tii ZluCové kyseliny, které se od sebe lisi
poctem hydroxylovych skupin:

* kyselina litocholova (LCA), kterd mé jednu hydroxylovou skupinu v poloze 3a

* kyselina deoxycholova (DCA), kterd méa dvé hydroxylové skupiny v polohach
3aa 12a

* kyselina cholova (CA), kterd ma tii hydroxylové skupiny v polohach 3a, 7a
a 12a.
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1.3.1. Kyselina litocholova

Strukturni vzorec kyseliny litocholové (LCA) je zobrazen na obr. 4. Vybrané

charakteristické vlastnosti a moznosti vyuziti jsou shrnuty v tab. 3.

HO™

Obr. 4 Strukturni vzorec kyseliny litocholové. Pievzato z [23].

Tab. 3 Vlastnosti a moznosti vyuziti kyseliny litocholové [24 — 27].

Anglicky nazev Litocholic acid
Nazev dle IUPAC (4R)-4-[(3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-3-hydroxy-10,13-
dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-tetradecahydro-

1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-yl]pentanoic acid
Sumarni vzorec CH4Os

Molekulova hmotnost  376,6 g - mol !

Teplota tani 184 — 186 °C
Barva Bily prasek
Vyuziti Protizanétliva  latka,  chloretikum, latka  k terapii

neuroblastomil, aktivace receptorti vitaminu D
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1.3.2. Kyselina deoxycholova

Strukturni vzorec kyseliny deoxycholové (DCA) je zobrazen na obr. 5. Vybrané

charakteristické vlastnosti a moznosti vyuziti jsou shrnuty v tab. 4.

Obr. 5 Strukturni vzorec kyseliny deoxycholové. Pievzato z [28].

Tab. 4 Vlastnosti a moznosti vyuziti kyseliny deoxycholové [29 — 32].

Anglicky nazev Deoxycholic acid

Néazev dle [UPAC (4R)-4-[(3R,5R,8R,9S,108S,128S,13R,14S,17R)-3,12-
dihydroxy-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
tetradecahydro- 1 H-cyclopenta[a]phenanthren-17-

yl]pentanoic acid
Sumarni vzorec Cy4H4oO4

Molekulova hmotnost  392,6 g - mol !

Teplota tani 176 — 178 °C
Barva Bily prasek
Vyuziti Imunomodulétory, protizanétliva  latka, choleretikum,

moznost vyuziti v nanotechnologiich. Pouzivd se také

Vv potravinaistvi
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1.3.3. Kyselina cholova

Strukturni vzorec kyseliny cholové (CA) je zobrazen na obr. 6. Vybrané

charakteristické vlastnosti a moznosti vyuziti jsou shrnuty v tab. 5.

COOH

HO"" “OH

H

Obr. 6 Strukturni vzorec kyseliny cholové. Pievzato z [33].

Tab. 5 Vlastnosti a moznosti vyuziti kyseliny cholové [34 — 37].

Anglicky nazev Cholic acid

Nazev dle [UPAC (4R)-4-[(3R,5S,7R,8R,95,108S,12S,13R,14S,17R)-3,7,12-
trihydroxy-10,13-dimethyl-2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
tetradecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-

yl]pentanoic acid

Sumarni vzorec C24H4Os

Molekulova hmotnost  408,5714 g - mol ™'

Teplota tani 198 °C

Barva Bily az svétle bézovy krystalicky prasek

Vyuziti Terapie astmatu, 1éCba poruch syntézy zlucovych kyselin,

protizanétlivé tcinky, antimikrobidlni aktivita derivatl
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1.4. Biosyntéza Zlucovych kyselin

Biosyntéza zlucovych kyselin je jednou z hlavnich cest odbouravani cholesterolu
z organismu. Existuji dvé odlisné metabolické cesty biosyntézy zluCovych kyselin:
klasicka (neutralni) a alternativni (kysel¢).

Klasickd cesta syntézy primarnich zlu€ovych kyselin (CA, CDCA) probiha
v jatrech, konkrétné na endoplazmatickém retikulu, v mitochondriich a peroxyzomech
hepatocytl. Prvnim krokem v jejich biosyntéze je 7o—hydroxylace cholesterolu za
vzniku 7o-hydroxycholesterolu. Tato reakce je katalyzovdna mikrosomalnim enzymem
7a-hydroxylaza, kterd vyzaduje ptitomnost NADPH, cytochromu P—450 a kysliku. Tato
reakce reguluje rychlost syntézy zluCovych kyselin. Dalsi reakce zahrnuji epimerizaci
3B-OH skupiny na 30—OH derivat, redukci dvojit¢é vazby na steroidnim kruhu B
v pozici 5, zkraceni postranniho fetézce o 3 atomy uhliku a oxidaci posledniho uhliku
na karboxylovou skupinu. Vznika tak kyselina chenodeoxycholova (CDCA). Néslednou
hydroxylaci v pozici 12 se za ucasti enzymu 120-hydroxylazy vytvaii kyselina cholova
(CA) [38, 39].

Alternativni syntéza zluCovych kyselin mize probihat ve vice tkanich. Po¢ate¢ni
enzym 270-hydroxyldza je lokalizovdn v mitochondriich bunék. Cholesterol je proto
pfenesen do mitochondrii, kde dochazi k jeho hydroxylaci za vzniku odliSného
prekurzoru nez v klasické cesté syntézy zlucovych kyselin. Nasleduje 7a-hydroxylace
v pfitomnosti oxysterol-7o—hydroxyldzy. Dalsi sled reakci je identicky s klasickou
cestou. Alternativni cesta vede prevazné k produkci CDCA [39].

VétsSina primarnich kyselin se aktivuje po biosyntéze koenzymem A. Takto
aktivované kyseliny jsou konjugovany s glycinem nebo taurinem, které svymi
NH,—skupinami tvoii amidovou vazbu s karboxylem Zlucovych kyselin. V dasledkt
téchto konjugacnich reakci vznikaji konjugovane zlucové kyseliny: kyselina
glykocholovd a  kyselina  glykochenodeoxycholovd, kyselina  taurocholova
a taurochenodeoxycholova (TCDCA). Pomér glycinovych a taurinovych konjugata je
obvykle u ¢loveka 3:1.

Primérni zlu¢ové kyseliny a konjugované kyseliny po vylouceni z tenkého stfeva
podléhaji dalsim zménam v disledku plsobeni stievnich bakterii. Jde o dekonjugace
a 7a—dehydroxylace. Vznikaji tak sekundarni zluCové kyseliny, DCA z CA a LCA
z CDCA [1, 38].
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1.5. Funkce a vyuziti Zlu¢ovych kyselin

Hlavni funkeci zluCovych kyselin je snizit povrchové napéti tukii a plisobit jako
emulgacni ¢inidla, které umoznuji traveni a vstfebavani tukl v tenkém stieveé. Vyrazné
zvySuji celkovy povrch tukd, a tim i celkovou plochu kontaktu tuku s enzymem, ¢imz je
stimulovana tukova lipolyza [39].

Zlu¢ové kyseliny jsou amfipatické a jsou schopné tvofit micely. Uvniti micel se
hromadi latky hydrofobni povahy, jako je cholesterol, fosfolipidy, mastné kyseliny,
monoacylglyceroly a vitaminy rozpustné v tucich. Micely hraji dtlezitou roli v traveni
a prenaseni tukll, a umoziuji vstiebavani vitamind rozpustnych v tucich [40, 41].

Zlu¢ové kyseliny jsou vyznamné pii odbouravani cholesterolu. Kazdy den se
k syntéze Zlucovych kyselin pouzivd 500 mg cholesterolu a pfiblizné stejné mnozstvi
kyselin se vylucuje do stolice. Tento cyklus ptfedstavuje hlavni zplsob eliminace
cholesterolu z t¢la a zajist'uje udrzeni jeho homeostazy [38].

Nedavné studie prokazaly, Ze kyseliny mohou pulsobit také jako signalni
molekuly. Plsobi jako hormony, které vazi a aktivuji jaderné receptory (farnesoid—X-—
receptor a receptory vitaminu D) a receptory spojené s G—proteinem, ¢imz reguluji
expresi genl podilejicich se na metabolismu lipidii, lipoproteinti a glukézy. Mohou se
také zcastnit na kontrole obezity a celkového vydaje energii [20, 42, 43].

Zluéové kyseliny se vyuzivaji ve farmakologii pifi nedostateéné tvorbé
zluCovych kyselin, onemocnénich jater, rozpousténi zlucovych kamend. Pro své
vlastnosti jsou zkoumany jako nosice pro specificka jaterni 1éCiva nebo 1é¢iva ke snizeni

hladiny cholesterolu, neopiatovych analgetik, radiofarmak [13].

1.6. Metody stanoveni Zlucovych kyselin

Pro stanoveni zluCovych kyselin se pouzivdji piedevSim chromatografické
a enzymatické metody. Elektrochemické metody pro stanoveni Zlucovych zatim nejsou
dostate¢n¢ prozkoumany pro rutinni analyzy. Redukce Zluc¢ovych kyselin na elektrodach
na bazi rtuti byla zatim zkoumana jen okrajové [44, 45]. MozZnosti uvedenych metod

jsou shrnuty v nasledujicich podkapitolach.
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1.6.1. Chromatografické metody

Metody chromatografie jsou vysoce citlivé analytické separani metody, které
poskytuji kvalitativni a kvantitativni informace o vzorku. Mezi nimi vynika spojeni GC
a HPLC s hmotnostnim spektrofotometrem. LC-MS je povaZzovana za referencni
metodu pro méfeni zluCovych kyselin v séru nebo plazmé. Jeji zavedeni do klinické
praxe je vSak znaéné¢ omezeno mnoha aspekty, jako jsou dlouhd preanalyticka féze,
vysoké ndklady na pfistrojové vybaveni, potieba kvalifikovanych pracovnikli a dlouha
doba méteni. Pouziva se oktadecylova (C,s) stacionarni faze. K eluci dochazi v poradi:
taurinové konjugaty < glycinové konjugaty < nekonjugované zlucové kyseliny [46, 47].

Pro pfimou a nedestruktivni analyzu Zluovych kyselin a jejich konjugatu
s glycinem a taurinem se pouziva reverzni HPLC. Jako detek¢ni techniky se vyuziva
UV detekce, fluorescenéni spektrometrie, elektrochemicka a refraktometricka detekce.
Tato metoda vyzaduje predkolonovou derivatizaci, naptiklad navazani molekuly
chromoforu na C, karboxylovou skupinu nekonjugovanych Zlucovych kyselin nebo
pfevedeni kyseliny cholové na jeji N-nitrosoderivat [47 —49].

Dalsi metodou stanoveni zlucovych kyselin je kapilarni elektrochromatografie.
Zluéové kyseliny s 4-nitro-7-piperazino-1,2,3-benzoxadiazolem tvofi amidy a mohou
byt detekovany fluorescencni spektrometrii. Touto metodou byly stanoveny kyseliny:
cholovd, deoxycholova, ursodeoxycholova a litocholova [50].

1.6.2. Enzymatické metody

Enzymatické metody jsou nejrozsifenéjsi metody pro stanoveni zlucovych kyselin
v klinickych laboratofich. Stanoveni se provadi na automatickych biochemickych
analyzatorech, coZ umoziuje jejich rutinni pouzivani. Po enzymatické reakci se

fotometricky méfti nariist nebo ubytek analytu.

Nedavny vyvoj komercnich enzymatickych testa pro stanoveni celkovych zlucovych
kyselin v séru nebo plazmé pftispél k jejich zavedeni do rutinni klinické laboratorni
praxe. Nej€ast&ji se pouziva metoda s nitrotetrazoliovou modri a cyklickd enzymaticka

metoda.

Metoda s nitrotetrazoliovou modii (NBT) je enzymaticky kolorimetricky test pro
kvantitativni stanoveni celkovych Zlu€ovych kyselin v séru nebo plazmé. Jak ukazuje

nasledujici reakéni schéma, enzym 3—o—hydroxysteroid dehydrogenaza (3—o—HSD)
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v pfitomnosti NAD" pfeménuje zlucové kyseliny na 3-ketosteroidy a NADH. NBT je
redukovana NADH za vzniku barevného formazanu. Reakce je katalyzovana enzymem
diaforazou. Intenzita barviva se méfi pii 540 nm a je pfimo Umérnd koncentraci

zluCovych kyselin ve vzorku [51].

3-a-HSD

1) Zlutové kyseliny + NAD™ Oxidované Zlufové kyseliny + NADH

diaforiza

2) Nitrotetrazoliora modf + NADH Formazan + NAD™

Schema
1: Reakéni schéma enzymatické kolorimetrické metody s nitrotetrazoliovou modii

(NBT) pro kvantitativni stanoveni celkovych zlu€ovych kyselin v séru nebo plazmé
1.6.3.  Elektrochemické metody i senzory

Vzhledem k tomu, ze chromatografické metody v kombinaci s vhodnou detekéni
technikou jsou naro¢né na aparaturu ¢i finan¢né, je snahou zavést méné nakladnou
andronou elektroanalytickou metodu. Existuyje pomérmé¢ malo vyzkumil
o elektrochemické aktivité zluCovych kyselin. Dosud znamé poznatky tykajici se
elektrochemie Zluc¢ovych kyselin jsou shrnuty v piehlednych ¢lancich [11, 52].

Moznosti elektrochemické detekce na nemodifikovanych elektrodach byly nedavno
rozSiteny o oxidace zluCovych kyselin obsahujicich 7o hydroxylovou skupinu (napf.
kyselina cholova a chenodeoxycholovd) v prostfedi acetonitril:kyselina chlorista, kdy
probihd jejich dehydratace, tj. zavedeni jedné ¢i vice dvojnych vazeb do molekuly.
Vznikl¢ produkty se oxiduji vrozsahu potencidlového okna borem dopované
diamantové a platinové elektrody nebo elektrody ze skelného uhliku [53, 54]

Ferii et al. vyuzil ke stanoveni ZluCovych kyselin diferenc¢ni pulzni polarografie.
Byly  zkouméany  kyseliny:  cholova,  deoxycholovd, taurodeoxycholova,
glykodeoxycholova, chenodeoxycholova, ursodeoxycholovd a litocholova. Pik
meétenych kyselin se nachazi v rozmezi — 1,15 V az —1,35 V. VSechny Zlucové kyseliny
byly stanovitelné pii pH > 4,0; kromé¢ LCA, kterd je aktivni pouze pii vyS$im pH
(pH > 10,0) [45].

Yilmaz et al. studoval elektrochemické chovani kyseliny cholové voltametrickymi
metodami: square-wave stripping voltametrie a cyklickd voltametrie v prostfedi BR
pufru pii pH 9,0. Pik se objevil kolem — 1,45 V a nevykazoval proporcionélni ptirastek

se standardnim pridavkem [55].

23



Liu et al. vyuzil ke studiu elektrochemické redukce kyseliny deoxycholové
cyklickou voltametrie. Méteni probihala ve fosfatovém pufru pii pH 6,3. Katodicky pik
se nachazi kolem +0,65 V [56].

Studium elektrochemického chovani zlu¢ovych kyselin bylo provedeno metodou
diferen¢ni pulzni a cyklické voltametrie na rtut'ové visici kapkové elektrodé, na lesténé
stiibrné tuhé amalgamové elektrod¢ a na rtufovym meniskem modifikované stiibrné
tuh¢ amalgamové elektrodé¢ na Pfirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy v ramci
systematického studia v UNESCO laboratofi elektrochemie zivotniho prostredi.
Konkrétné byly studovany kyseliny: cholova, deoxycholovd, dehydrocholova
tauroursodeoxycholova,  glykocholova,  chenodeoxycholovd, ursodeoxycholova
a litocholova. Bylo zjisténo, Ze Zluové kyseliny poskytuji katodické signaly, jejichz
poloha a intenzita se li§i v zavislosti na jejich struktute a pH prostiedi, ve kterém méteni
probiha [57 — 61].

Pro analyzu zluCovych kyselin jako léCiv byla zkoumana moznost stanoveni na
cholatové iontové selektivni elektrodé¢ s tekutou membranou vyuzivajici

benzyldimethylcetylamonium cholat jako senzor [62].

1.7. Visici rtutova kapkova elektroda

Visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) je tvofena kapkou rtuti na konci
kapilary, na které probihd méteni. Kapka je obnovitelnou — pted dalsi analyzou se kapka

mechanicky odklepne a vytvofi se nova [63].

V elektroanalytické chemii je HMDE oblibena pro své vlastnosti: moznost vyssi
rychlosti polarizace pro voltametricky scan oproti klasické kapajici rtutové elektrode,
velké vodikové prepéti, a snadnd a rychld obména elektrodového povrchu vytvorenim
nové kapky. Jeji velka nevyhoda spoc¢iva v tom, ze HMDE je mechanicky nestabilni
apii jeji pouziti jsou vyssi problémy s pasivaci elektrody béhem meéteni vzhledem
k neobnovovanému povrchu elektrody. Vyskytuji se také do znacné miry
neopodstatnéné obavy ohledné toxicity rtuti, kvtli kterym je zakézané jeji pouzivani

v n¢kterych zemich [63 — 66].

Rozsah potenciald, pii kterych je HMDE pouzitelnd, je ve vodnych prostiedich
podle pH a slozeni roztoku od +0,4 V az do —2,6 V. Pti potencialech kladné&jSich nez
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+0,4 V dochazi k anodickému rozpouSténi rtuti, pifi zépornéjSich nez —2,6 V pak
k rozkladu vody [63]. Na rtutovych elektrodach lze stanovit elektroaktivni latky na
zaklad¢ jejich elektrochemické redukce, latky reagujici s ionty rtuti, piipadné na rtuti

adsorbovatelné [64].

1.8. Elektrochemické metody a adsorpce organickych latek na

povrch elektrody

Pro studium redoxniho a adsorpcniho chovéni organickych latek se vyuziva AC
voltametrie a méfeni zavislosti diferencialni kapacity C, na vlozeném potencialu E.

Pti vyhodnocovani AC voltamogramu je zakladem porovnani kiivky pro samotny
zakladni elektrolyt a elektrolyt v pfitomnosti studované latky. Plati, ze pokud jsou
hodnoty proudu v pfitomnosti studované latky niz§i nez pro elektrolyt, tj. kiivka
studované latky je pod kiivkou elektrolytu dochazi k jeji adsorbei na povrch elektrody.

Na AC voltamogramech mizeme sledovat také piky — ty mohou byt bud’ pivodu
faradaického nebo kapacitniho. V pfipad¢ kapacitnich piku se jedna vétSinou o piky
tenzametrické, tedy piky, které maji sviij ptivod v reorientaci molekul. Pti t¢ dochazi
k ptreskupeni adsorbovanych molekul, poptipad¢ jejich desorpci z povrchu. Kapacitni
piky lze je identifikovat i zpétnym skenem, kdy by mély byt nepatrné, pokud v oblasti,
odkud skenujeme, nedochézi k adsorpci.

Samotna adsorbce molekul ma mnoho podob. V piipadé ZluCovych kyselin lze
predpokladat, ze se jedna o 2D kondenzaci, kdy dochéazi u adsorbovanych molekul
k specifickému samouspotadani — vzniku SAM (self assembled monolayers). V ptipadé
2D kondenzace se uvazuje o tom, Ze planarni molekuly jsou na povrch elektrod
adsorbovany na plocho. Pfi dalsi adsorpci miize dochézet ke vzniku 2D vrstev. Usuzuje
se na jejich vztyCeni a tim padem vzniku kompaktnéjs$i vrstvy, coz ma za nasledek
odtlaceni vice molekul elektrolytu a dalsi sniZzeni kapacity. Pro 2D vrstvy jsou tak
charakteristické vyrazné kapacitni jamy, které jsou identifikovatelné pfesn¢ ohrani¢enou
oblasti poklesu Cys ostrymi ndbéznymi hranami a plochym dnem kapacitni jamy (oblast
s konstantni velikosti C; ). Déle je pro 2D kondenzace typické zuZzovani jamy
a zvySovanim jejiho dna pfi zvySeni teploty a/nebo snizenim koncentrace kondenzujici

latky [67 — 71].
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1.8.1. AC voltametrie

AC (alternating current) voltametrie je faradaickd impedanc¢ni technika, pii které
potencial vkladany na elektrodu se méni linearné s ¢asem a je modulovany stfidavym
napétim sinusového pribéhu o malé amplitudé (= 10mV) a nizké frekvenci (desitky az
stovky Hz). M¢fi se zavislost stfidavého proudu prochdzejiciho elektrodou na jejim
potencidlu. Signalem ziskanym z AC polarografického méfeni je redlnd a imaginéarni
slozka admitance Y. AC voltametrii se studuji hlavné kapacitni déje, ¢ehoz se vyuziva

pro studium adsorpce povrchové aktivnich latek [63, 72].

& a . Fy b

LAY

AE

Obr. 7 Princip AC voltametrie. a) Casovy prib&éh vkladaného napéti b) vznik
sttidavé slozky proudu vyvolaného stfidavou slozkou napéti c) idedlni AC

voltamogram. Pfevzato z [72].
1.8.2.  Méreni zavislosti diferencialni kapacity Cy na vloZeném potencialu E

Elektrodovad dvojvrstva je prostor roztoku v bezprostfedni blizkosti povrchu
elektrody. Organizace této dvojvrstvy urcuje elektrickou kapacitu. Zmeény jeji struktury
se projevuji v hodnoté diferencidlni kapacity (Cy4). Tento princip se pouziva pro studium
adsorpcnich jevii na povrSich elektrod. Nejvhodnéjsi elektrodou pro méteni zdvislosti
diferencialni kapacity na vloZeném potencidlu je HMDE kvili jejimu snadno
obnovitelnému a hlavné idedln¢ rovinnému povrchu. Méteni Cy - E zévislosti na HMDE
je zakladem pro studium struktury elektrodové dvojvrstvy a adsorpce na povrchu
elektrody. Stanoveni Cy je zaloZeno na méfeni admitance, ktera je vyhodnocena na

zakladé Ohmova zakona métenim stifidavého proudu [72 — 74].
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2. Experimentalni ¢ast

2.1.  Studované latky

Standardy kyseliny litocholové, kyseliny deoxycholové a kyseliny cholové byly
od firmy Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Minimalni deklarovana ¢istota byla 98%.

2.2. Pouzité chemikalie

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni udano jinak) analytické Cistoty:
methanol (Merck, Drazd’any, Némecko; > 99,9% a Penta, Chrudim, CR; > 99,8%);
hydroxid sodny (Penta, CR; p.a.); kyselina fosfore¢nd (Lachema, Brno, CR; p.a.);
kyselina octova (Lachema, CR; 98%); kyselina borita (Penta, CR; p.a.); chlorid sodny
(Lach-Ner, CR, 99,5%); bromid sodny (Lach-Ner, CR, 99%); jodid sodny (Lach-Ner,
CR, 99,5%).

2.3.  Priprava roztoku

2.3.1.  Zasobni roztoky Zlucovych kyselin

Zasobni roztoky studovanych zlucovych kyselin o koncentraci ¢=1 - 10 mol 1™
byly pfipraveny navdzenim m = 0,09425 g kyseliny litocholové, m = 0,09825 g
deoxycholové kyseliny a m = 0,10225 g kyseliny cholové. Navazky byly nasledné
kvantitativné¢ prevedeny do odmérné banky o objemu 25 ml a doplnény po rysku

methanolem (99,9%, Merck, Germany).
2.3.2. Pufry

K piipravé kyselé slozky BR pufru byly pouzity kyseliny: 99,8% kyselina octova
(Lachema, Brno, CR), 85% kyselina fosfore¢na (Lachema, Brno, CR) a kyselina borita
(Cistota p.a., Penta, Chrudim, CR). Vsechny kyseliny byly o koncentraci
¢=0,04 mol I'". K pfipravé zasadité slozky byl pouzit ¢ = 0,2 mol 1! hydroxid sodny
(Cistota p.a., Lachema, Brno, CR).
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2.4. Metody méreni a pristroje

2.4.1. Voltametricka méreni

Voltametrickd méfeni byla provadéna v tfielektrodovém zapojeni v systému
Metrohm VA stand 663. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkové elektroda
(plocha kapky 0,4 mm?). Jako referen¢ni elektroda byla pouzita argentchloridova
elektroda s chloridem draselnym o koncentraci 3,0 mol I"'. Pomocnou elektrodou byla
platinova dratkova elektroda.

Pro vétSinu voltametrickych méfeni byl pouzit Autolab PGSTAT 302, ovladany
osobnim pocitatem za vyuziti softwaru Nova 2.1.4 (Metrohm Autolab B.V.,
Nizozemsko). Software pracoval v operacnim systému Microsoft Windows XP. Pro
mefeni zavislosti kapacity na teploté byl pouzit PalmSens4 (Palm Instruments,
Nizozemsko) a vyrobcem dodany software PSTrace 5.

Neni-li uvedeno jinak, métené roztoky byly pfipravovany do 10ml odmérnych

banék. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit pufr (ve vétsiné piipadi BR pufr) a methanol

v poméru 9:1. Méfena koncentrace zluCovych kyselin byla 5 - 10 *mol I''. Méfené
roztoky byly pied zaCatkem meéfeni asi dvé minuty probubldvany dusikem (argonem
v piipadé meéteni teplotni zéavislosti diferencidlni kapacity na potencialu), aby doslo
k odstranéni kysliku z roztoku. Po dobu méteni byl dusik pfivadén nad roztok.

Elektrochemické a adsorpéni chovani zlucovych kyselin bylo studovano
metodami cyklické voltametrie (CV), ACV a métfenim zavislosti diferencidlni kapacity
Cq na vloZzeném potencidlu E. Méfeni probihalo v potencidlovém rozmezi 0V az —
1,7 V.

V ACV byly pouzity nasledujici parametry: modula¢ni amplituda 25 mA;
modulaéni ¢as 0,2 s; frekvence 37 Hz; rychlost scanu 8 mV s™'.

Pii méfeni Cy — E zavislosti byly pouZity nasledujici parametry: perturbacni
frekvence ac slozky 243 Hz; amplituda ac sloZky 5 mV (rms); rychlost scanu 8 mV s

Kazdé méfeni bylo provadéno minimalné tfikrat, vzdy na nové rtutové visici

kapce. Pro prezentaci byly zvolen zdznam druhé kiivky.
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2.5. Vyhodnoceni vysledkii

Ke zpracovani naméfenych dat byly pouzity nasledujici pocitacové programy:
OriginPro8 (OriginLab Corporation, USA), Excel2007 (Microsoft, USA) a Word2007
(Microsoft, USA).
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3. Vysledky a diskuze

Bylo studovéano elektrochemické a adsorpéni chovani tii Zlucovych kyselin, které se
od sebe liSi poctem hydroxylovych skupin: LCA — jedna hydroxylova skupina,
DCA —dvé hydroxylové skupiny, CA —tfi hydroxylové skupiny. Studium bylo
provadéno metodami CV, ACV a méfenim zavislosti diferencidlni kapacity Cq na

vlozeném potencialu £ na HMDE.

O adsorpénim chovani zlucovych kyselin dosud nebyly publikovany zadné prace,
kromé predbéznych studii metodou cyklické voltametrie a diferencni pulzni voltametrie
v ramci systematického studia v UNESCO laboratofi elektrochemie Zivotniho prostiedi
na Ptirodovédecké fakult¢ UK publikovanych v diplomovych pracich [57 — 61]. Na
druh¢ strané byla podrobné studovana adsorpce a 2D kondenzace dusikatych bazi

nukleovych kyselin a jejich halogenovanych a methylovanych derivatt. [68 — 71].

3.1. Vliv pH prostredi na chovani litocholové kyseliny
3.1.1.  Cyklicka voltametrie

Chovani kyseliny litocholové (o koncentraci 5 - 10 mol I™") v zavislosti na
riznych hodnotach pH bylo studovano metodou CV na HMDE v prostfedi BR puft:
methanol v poméru 9:1. Hodnoty pH BR pufru byly v rozsahu od pH 2,0 do pH 12,0.

V tabulce 6 jsou zaznamendny rozpustnosti studovanych Zlucovych kyselin.
Jejich pKa jsou v rozmezi 4,8 az 6,2. Pfi hodnotach pH vyssich, nez je hodnota pKa
dochazi k disociaci karboxylové skupiny zlucovych kyselin za tvorby aniontu. Proto se
ze studovanych kyselin (pak 4,8, viz tab. 2) a pouze jednu hydroxylovou skupinu. Pro

koncentraci 5 - 10 mol 1" je rozpustna az pro pH 9,0 a vy$§i hodnoty.

Nameétené cyklické voltamogramy LCA jsou znazornény na obr. 8. Pro
ptehlednost nejsou na obrazku znézornéna vSechna namétend data, ale jen kiivky pro
pH: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 9,0; 11,0. Z obrazku je patrné, ze se pii pH > 7,0 tvofi tfi
katodické piky a tfi anodické protipiky: prvni je v rozmezi potencidlu -0,2 V az—0,4 V,
druhy je kolem —0,9 V az —1,1 V a tfeti je kolem —1,2 V az —-1,4 V. Pii pH 6,0
pozorujeme jen tieti pik, ktery je posunut do kladnéjSich hodnot potencidlu, u nizsich
pH nepozorujeme zadné dal$i piky. Pricinou takové zmény chovani LCA je ziejmé

protonizace karboxylového aniontu. Chovani LCA je zasadné jiné nez pro DCA a CA

30



(viz niZe), jelikoZ v ptipadé LCA je na voltamogramech pozorovatelnych vice signald,
obzvlasté v zasaditych prostiedich, na rozdil od obou dalsich kyselin, které vykazuji

pouze jeden katodicky signal pfi potencialu kolem —1,2 V az—1,4 V.

Chovani DCA a CA bylo jiz studovano v predbéznych studiich [57, 60]. Na
HMDE poskytovala DCA v rozmezi pH 3,0 — 12,0 jeden katodicky pik v oblasti vysoce
zapornych potenciald, ca—1,2 V az —1,3 V (vs. Ag/AgCl). Pi pH BR pufru 6,0 — 12,0 je
tento doprovazen dal$im, zapornéji poloZzenym a ostrym katodickym pikem. Vzhledem
k blizké¢ hodnoté potencidlu obou katodickych piki AE, ca 50 mV — 100 mV lze
katodicky signal popsat jako dvojpik (,,post-peak®). Vyska piki je vyrazné zavisla na
pH zékladniho elektrolytu. Niz8i piky se vyskytuji v zdsaditych a neutralnich
prostiedich, vyrazny nariist proudu piku, piipadné jejich posun do oblasti zdporngjsich
potencialli nastdva v rozmezi pH 5,0 — 4,0. Divodem zmény chovani DCA je
pravdépodobné protonizace karboxylové skupiny pfi téchto pH, blizkych jejich hodnoté
pKa (pKa = 6,2). Metodou cyklické voltametrie v prostfedi BR pufr — methanol (9:1)
o pH 12,0 bylo zjisté€no, Ze kyselina poskytuje katodicky dvojpik/anodicky pik. Hodnota
AE, dosahuje hodnot od 25 do 133 mV v zavislosti na rychlosti polarizace. Pfislusny
elektrodovy d¢j lze klasifikovat jako quasireverzibilni. Oba elektrodové déje jsou tfizeny
adsorpci. [60]. Na m-AgSAE poskytuje DCA pouze jeden katodicky pik v rozsahu
potencidlu —1,4 V az —1,6 V, ptipadné dvojpik pro vyssi rychlosti polarizace od 320 mV
s v prostiedi v prostiedi BR pufr — methanol (9:1) o pH 4,0. Pro DCA a metodu
cyklické voltametrie v tomto prostfedi byl zaznamendn anodicky protipik, kdy do
rychlosti 40 mV s™! sméfoval vrchol piku do katodické oblasti a od rychlosti polarizace
80 mV s™' do anodické oblasti [57]. Podobné chovani bylo popsano na m-AgSAE pro
kyselinu chenodeoxycholovou v témze prostiedi [61].

Uvedené jevy — vznik katodického dvojpiku, anodicky pik obraceny do
katodické oblasti — byly popsany pro elektrochemické reakce probihajici
v adsorbovaném stavu. Konkrétné, ke vzniku dvojpiku diky naslednému piku (,,post-
peak®) mize dochazet v ptipadé, ze je produkt elektrodové reakce siln€ adsorbovan na
povrch elektrody [75].

CA byla studovana pouze na m-AgSAE, kdy byl prokazan jeden katodicky pik
v oblasti vysoce zdpornych potenciald, ca —1,2 V az —1,3V (vs. Ag/AgCl), bez

pritomnosti dvojpiku nebo anodicky pik obraceny do katodické oblasti za stejnych
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podminek jako pro DCA [57]. Lze predpokladat, Zze popsany katodicky pik ptislusi
redukci protonu, ktera je katalyzovéna Zluovou kyselinou v adsorbovaném stavu na
povrchu elektrodé. V ptipadé DCA je tato adsorpce siln€jSi a projevuje se vznikem
dvojpiku ¢i obratem piku pti zpétném anodickém skanu do katodické oblasti v cyklické

voltametrii.

Tab. 6 Rozpustnosti kyseliny litocholové (LCA), deoxycholové (DCA) a cholové (CA)
o koncentraci 5 - 10 mol "' v prostiedi BR pufr:methanol v poméru 9:1 pro pH

pufru 2,0 az 12,0. ANO — kyselina byla rozpusténa. NE — kyselina nebyla rozpusténa.

pH BR pufru LCA DCA [57] CA [57]
pKa=4,8 pKa=6,2 pKa=35,2
2,0 NE NE ANO
3,0 NE NE ANO
4,0 NE NE ANO
5,0 NE NE ANO
6,0 NE ANO ANO
7,0 NE ANO ANO
8,0 NE ANO ANO
9,0 ANO ANO ANO
10,0 ANO ANO ANO
11,0 ANO ANO ANO
12,0 ANO ANO ANO
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Obr. 8 Cyklické voltamogramy LCA (¢ = 5 - 10*mol 1) méfené na HMDE

v prostiedi BR pufr:methanol (9:1). Cisla v grafu odpovidaji hodnoté pH BR puftu.
Zakladni elektrolyt (pferusované): a) pH 2,0; b) pH 11,0. Rychlost polarizace
40 mV s,

3.1.2. AC voltametrie
Studium chovani kyseliny litocholové (o koncentraci 5 - 107 mol I'") v zavislosti
na riznych hodnotich pH metodou ACV na HMDE bylo provadéno v prostiedi BR
pufr: methanol v poméru 9:1. Hodnoty pH BR pufru byly v rozsahu od pH 2,0 do
pH 12,0.

Nameétené AC voltamogramy LCA jsou zndzornény na obr. 9, obr. A a B je pro

katodicky scan od 0 V do —1,7 V; obr. C a D pro zpétny anodicky scan.

Na voltamogramech pro katodicky scan jsou evidentni rozdily v zavislosti na
pH. Na kfivkach se nachdzeji maximalné dvé oblasti, ve kterych se vyskytuji piky:
prvni je kolem —0,2 V a druhé je kolem —1,2 V az —1,4 V. Prvni pik tvofi pozitivné;si
hranu kapacitni jdmy a je ptitomen pouze v roztocich o pH 10,0 — 12,0. Pfi pH 9,0 — 7,0
se posouva k zapornéjsim hodnotdm potencialu ca —0,3 V a vyrazné se snizuje jeho
vyska. V roztocich o pH 10,0 — 12,0 je také zfejmé vyrazna negativnéjsi hrana kapacitni

jamy pfi potencialu ca —0,9 V az —1,0 V. Pro nizsi pH (9,0 — 6,0) se vyska jamy snizuje
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a hrana se posouva k negativnéj$im potencialim —1,1 V az —1,2 V. Druhy pik je ziejmé
faradaického plvodu. Pro pH 2,0 — 4,0 se nachéazi positivnéji, u ca —1,2 V, pro
pH 7,0 — 12,0 se pak posouva k potencidlu ca —1,4 V. Pfi¢inou takové zmény chovani
LCA je ziejm¢ protonizace karboxylového aniontu, ke které dochdzi v oblasti pH
odpovidajicimu pKa (4,8 pro LCA). Pii pH 5,0 a 6,0 se neobjevil faradaicky, pii pH 5,0

ani kapacitni pik.

Lze tedy konstatovat, Zze vyraznd kapacitni jama je zfetelnd pouze pro
pH 12,0 — 10,0, kdy je LCA disociovand a dobfe rozpusténa v roztoku. Vzhledem
k pfedpokladané hodnoté potencidlu nulového naboje (E,,.) kolem —0,45 V [70] dochazi
k k 2D kondenzaci zaporné nabitych molekul v oblasti kolem —0,2 V, kdy je elektroda
kladn¢ nabita, na zakladé elektrostatické interakce, a reorientaci molekul v oblasti
negativnéjsi hrany kapacitni jamy v diisledku rostouciho zaporného naboje na elektrode.
Pozorovany faradaicky d¢j je zfejmé redukce protonu karboxylové skupiny, jak bylo

popsano v [45].

Pribéh zpétného anodického scanu je obdobny v oblasti prvniho kapacitniho
piku u 0,2 V, tj dochazi ke zménadm kapacity v disledku 2D kondenzace molekul
v prosttedich o pH 12,0 — 7,0. Zmény oproti anodickému scanu jsou viditelné v oblasti
faradaického piku kolem —1,1 V az —1,2 V pro kysel¢é roztoky, kdy pro pH 5,0 a 6,0 je
tento patrny a naopak neni vyrazny nebo pfitomen pro pH 2,0 a 3,0, kdy neni LCA
disociovana. Kinetika pozorované¢ho déje je zfejm¢ pfiliS pomald a signal tak neni

ziejmée vidét vzhledem k potenicalu blizkému tniku zakladniho elektrolytu.

Piky kolem —0,2 V a —1,2 V az —1,4 V jsou srovnatelné s piky na cyklickém
voltamogramu (obr. 8). Pfi obou méfenich byla pozorovéana identickd zména chovani

LCA v zavislosti na pH.

Pouze pfi pH 10,0 az 12,0 jsou vidét 2D — jamy, to znamena Ze pifi hodnotach

pH v rozmezi 2,0 az 9,0 nejde o 2D — kondenzaci, ale o jiny druh adsorpce.

S ohledem na vySe uvedené, pro dal$i méfeni byla zvolena hodnota pH 11,0.
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Obr. 9 AC voltamogramy LCA (¢ =5 - 107 mol I'") mé&fené na HMDE v prostiedi BR

pufr:methanol (9:1). Cisla v grafu odpovidaji hodnoté pH BR pufru. Zakladni elektrolyt
(pterusovang): a) pH 2,0; b) pH 5,0; ¢) pH 8,0; d) pH 11,0. A, B (B je vyfez z A) — scan

ve sméru od 0 V do —1,7 V; C, D (D je vyiez z C) — zpétny scan ve sméru od —1,7 V do

0V.
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3.2.  Koncentracni zavislost

Koncentracni zavislost LCA byla zméfena metodou AC voltametrie v prostiedi
BR pufr (pH 11,0):methanol v poméru 9:1 na HMDE v rozsahu koncentraci LCA
1:10°— 5:10* mol I'". Voltamogramy LCA jsou zobrazeny na obr. 10.

4
Al I'uA]

-1,6 1,2 0,8 04 0,0
EV] EM

Obr. 10 AC voltamogramy LCA na HMDE v prostfedi BR pufr (pH 11,0):methanol
(9:1). Koncentrace LCA (mol 1™"): (ZE) zékladni elektrolyt; 1) 1 - 1075 2) 2,5-107% 3) 5
<10%4)7,5-10%5)1-107%6)2,5-10°7)5-10°,8)7,5-107%9)1-10% 10) 2 -
104 11)3-10%12)4-10% 13) 5- 107 B je vyfez z A.

LCA poskytuje 2 piky: kapacitni pik kolem —0,2 V a faradaicky pik kolem
-1,2V az —-1,4 V. V tab. 7 jsou uvedeny hodnoty potencidlu (Ep;, Ep>) a proudu (Ip,
Ip>) pikl v zavislosti na koncentraci LCA. Tato zavislost je graficky zobrazena na
obr. 11. Potencidly obou piki se srostouci koncentraci posouvaji k zapornéjSim
potencialiim, pohybuji se v rozmezi —0,08 V az —0,26 V pro kapacitni pik a —1,23 V az
-1,39 V pro faradaicky pik. Proud faradaického piku (Ip,) roste se stoupajici
koncentraci LCA. Hodnoty proudu pii koncentraci LCA 5 - 10”moll™
a7,5-10°mol 1" jsou odlehlé. Ze zavislosti proudu kapacitniho piku (/p;) na
koncentraci LCA je zfejmé, Ze hodnoty proudu nejsou pifimo umeérné koncentraci.
Takové skoky v proudech mohou byt zpiisobeny riiznym uspotfadanim adsorbovanych

molekul pfi riznych koncentracich.
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Tab. 7 Hodnoty potencidlu (Ep:, Ep.) a proudu (Ip;, Ip.) pikd v zavislosti na
koncentraci LCA, naméfené pomoci ACV na HMDE v prosttedi BR pufr (pH
11,0):methanol (9:1).

Koncentrace LCA  Ep; Ip, Ep, Ip,
[mol 1] [V] [HA] [V] [HA]
1-10° — — — —
2,5-10° - — -1,23 0,62
5-107° —-0,08 0,74 -1,23 0,7
7,5-107° -0,12 0,69 —-1,24 0,71
1-107 —-0,09 0,67 -1,24 0,68
2,5-107° -0,14 0,68 -1,26 0,82
5-107° -0,19 0,75 -1,26 0,97
7,5-107 —-0,21 0,74 -1,25 0,91
1-10* —-0,24 0,85 -1,27 0,87
2-10™ -0,24 0,94 -1,33 0,89
3-107 -0,25 0,57 -1,36 0,96
4-10™ -0,25 0,67 -1,38 1,03
5-107* —-0,26 0,65 -1,39 1,06

Ip [uA

¢ [mmol I'1]

Obr. 11 Zavislost potencialu (&) Ep, (e) Ep, a proudu (L)) Ip, (o) Ip, pika na
koncentraci LCA v rozsahu 2,5 -10° — 5-10* mol I"", naméfend pomoci ACV na

HMDE v prosttedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1).
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Jak jiz bylo zminéno, 2D kondenzace zlucovych kyselin je zfejméd na AC
voltamogramech diky diky tvorbé typickych kapacitnich jam. Ty wvznikaji pfii
koncentraci LCA v rozsahu 5 <107 az 5-10™* mol 1"'. Hodnoty potencialu (E;, E,) hran
kapacitni jamy a rozdilu proudu zakladniho elektrolytu a dna jamy v pfitomnosti LCA
(A 1) v zavislosti na koncentraci LCA jsou uvedeny v tab. 8. Kapacitni jdma se rozsifuje
s rostouci koncentraci, coz je pro 2D kondenzace typické [70]. Hodnoty proudu se

ustaluji pii koncentraci LCA 2 - 10 mol "' (obr. 12).

Tab. 8 Hodnoty potencialu (£, E,) hran kapacitni jdmy a rozdilu proudu zakladniho
elektrolytu a dna jamy v pfitomnosti LCA (A /) v zavislosti na koncentraci LCA,
naméiené pomoci ACV na HMDE v prostfedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1).

Koncentrace LCA E, E, Al
[mol '] [V] [V] [LA]
5-10° -0,47 -0,75 0,24
7,5-107 —0,38 —0,82 0,29
1-10* -0,27 -0,92 0,31
2-10* —0,26 -0,99 0,31
3-10™* —0,26 -1,01 0,31
4-10* —0,26 -1,02 0,31
5-10* -0,27 -1,02 0,31
E[V] -03F
06}
\q\
09} 1
0,0 011 0:2 013 ‘ 0:4 0:5
¢ [mmol I'1]

Obr. 12 Zavislost potencialii hran kapacitni jamy ((m) £, (®) E>) na koncentraci LCA,
naméfené pomoci ACV na HMDE v prosttedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1).
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3.3.  Transferové techniky pro ovéreni adsorpce

Pro dikaz adsorpce zlucovych kyselin byly pouzity transferové techniky [67].
Me¢fteni probihalo nasledujicim zplisobem: na zacatku se zlucové kyseliny adsorbovaly
na povrchu elektrody béhem 5 az 60 vtefin, nasledné byla elektroda pfemisténa do

roztoku zakladniho elektrolytu, kde probihalo méteni.

Byla studovana adsorpce LCA pro tfi koncentrace (¢ (moll™") = 5 - 107,
1-10% 5 - 10%), DCA (¢c=5- 10"moll") a CA (¢ =5 - 10*mol I""). Adsorpce
zroztokll o nizSich koncentracich byly studovdny pouze pro LCA, protoze ta dle
piredbéznych méfeni vykazovala nejlepsi adsorpci na elektrodovy povrch. Naméiené
voltamogramy jsou znazornény na obr. 13—15. Z voltamogramil je vidét, Ze se kapacitni
jéma vSech studovanych kyselin rozsifuje se stoupajici délkou adsorpce. Tento trend je
zdaleka nejvyraznéjsi pro LCA a nejvyssi koncentraci 5 - 10 mol 1! (obr. 13 A, B),
kdy je hrana jamy dobfe zietelnd v rozmezi —0,8 V az —1,1 V v zavislosti na dobé
adsorpce. Hodnota potencidlu E, zaporn&$i hrany kapacitni jamy DCA
(c=5-10"moll") a CA (¢ = 5 - 10*mol1") se pohybuje vrozmezi —1,1 V az
—1,2 V a hrana neni pfili§ vyrazna, stejné¢ jako rozdily pro jednotlivé Casy adsorpce.
Totéz plati pro niz§i koncentrace LCA (c¢=1- 10*moll" — obr. 13 C, D;
¢=5-10"molI"" — obr. 13 E, F). Tyto trendy jsou ziejmé na grafickém znazornéni
vyvoje potencialu E, hrany kapacitni jamy na Case adsorpce (obr. 16). Z obrazku je
ziejmé, ze po 30 vtefiné dochéazi k saturaci a s dalSim navySenim doby adsorpce je

posun E, k zapornéjSim potencidliim nevyrazny.

Pozitivn€j§i hrana kapacitni jdmy E, je ohranicena kapacitnim pikem kolem
—0,2 V pouze v piipadé LCA. Tento je zhruba bez rozdilu vysky a potencialu pro rizné
doby adsorpce. V piipadé DCA a CA neni tento pik evidentni, ale pokles kiivky oproti
ZE je stale vyrazny.

Vyska faradaického piku u —1,2 V stoupa se zvétSenim doby adsorpce pro DCA
aCA (c=5-10"mol I'") a pro niz8i koncentrace LCA (5-10°mol " a1 - 107 mol I'").
Pro koncentraci 5 - 10 mol "' vy8ka piku kolem —1,2 V stoupa v ¢ase od 5 do 15

vtefin, pii délce adsorpci 30 a 60 vtefin, tento pik klesa.

Z uvedenych vysledki vyplyva, ze studované zlu¢ové kyseliny se adsorbuji na

povrch HMDE jiz po 5 s a tato adsorpce umoznuje jejich transfer. Chovani LCA se
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odlisuje od DCA a CA, kapacitni jama je vyrazn¢ ohraniCena na obou strandch.
V piipadé koncentrace 5 - 10 mol 1! dochazi k 2D kondenzaci a vyraznym zménam

Sitky kapacitni jdmy s dobou adsorpce.

025
I [uA] 1.8F IuA]
0,20+
12}
015}
08}
04l 010+
0'0 1 1 L B T 3 = 0’05 B L L
1,6 1,2 08 04 0,0 038 04
EV] E[V]
0,25

1[uA] I [nA]

0,20+

0,15}

08 0.4

EV]

WAL, |

0.8F

04

0,0

-16 -1I,2 -d,B -OI,4 0,0

E[V] E[V]
Obr. 13 AC voltamogramy LCA méfen¢é na HMDE v prosttedi BR pufr
(pH 11,0):methanol (9:1). Koncentrace LCA (mol 1™"): A, B (B je vyiezz A) —5 - 1074
C,D(DjevytezzC)—1-10" E, F (F je vyfez z E) — 5 - 107°. Doba adsorpce: (1) 5 s;
(2) 10s;(3) 1555 (4) 30 s;5 (5) 60 s.
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Obr. 14 AC voltamogramy DCA (¢ =5 - 10* mol 1"") méfené na HMDE v prostiedi BR
pufr (pH 11,0):methanol (9:1). Doba adsorpce: (1) 5s; (2) 10 s; (3) 15 s; (4) 30 s; (5) 60

s. B je vyfez z A.

I [uA] I [uA]

-1,6 1,2 -0,8 -0,4 0,0
E[V]

Obr. 15 AC voltamogramy CA (¢ =5 - 10 mol ') mé&fené na HMDE v prostiedi BR
pufr (pH 11,0):methanol (9:1). Doba adsorpce: (1) 5s; (2) 10 s; (3) 15 s; (4) 30 s; (5) 60

s. B je vytez z A.
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Obr. 16 Zavislost potencialu E, negativni hrany kapacitni jamy Zlucovych kyselin na
dob& trvani adsorpce, namétena pomoci ACV na HMDE v prosttedi BR pufr
(pH 11,0):methanol (9:1): (m) LCA (¢=5-10"mol - I""); () LCA (¢c=1"-10"*mol I'");
(A) LCA (¢c=5-10"moll?"); (V) DCA (¢ = 5 - 10*moll);
(¢)CA (c=5-10"mol 17).
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3.4. Teplotni zavislost diferencialni kapacity na potencialu

Teplotni zavislost (77 = 278,15K — 313,15 K) pro LCA, DCA a CA
(c moll") =5-10° 1 - 10% 5 - 10" byla studovana proméfenim zavislosti
diferenciadlni kapacity Cy na potencidlu. Hodnoty C; byly normalizované na plochu
mefené kapky. Nameétené kiivky v prostiedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1) jsou na
obr. 17-19.

Hodnoty potencidlu obou hran kapacitni jamy E; a E, v zavislosti na teploté

a kritickd kondenzacni teplota (7)) jsou uvedené v tab. 9.

Obr. 17 znazoriuje teplotni =zavislost pro tifi koncentrace LCA
(c(moll™y=5-10°,1-10" 5 - 10). Pro viechny koncentrace a teploty je vidét
kapacitni jama. Vyrazn¢ ohranicena, tj. svéd¢ici o 2D kondenzaci, je tato jama pro obé
vyssi koncentrace LCA. Pii koncentraci 5 - 107 mol 1"' je 2D kondenzace v naznaku
jémy v negativni Casti se stava se vzrustajici teplotou mén¢ ostré, jama se zuzZuje a jeji
dno zvysuje. Tento jev je typicky pro 2D kapacitni jamy [76].

Jiz pfi 0V dochazi ksilné adsorbci, a proto vidime u —-0,2V vyrazny
tenzametricky pik kvuli reorientaci molekul pii tomto potencialu, ktery se posouva
smérem k 0 V srostouci teplotou. Tento tenzametricky pik je patrny i pii zpétném
skenu, coz svédci o 2D kondenzaci a ruptufe 2D vrstvy pii potencialu kolem —0,2 V.
Negativni hrana kapacitni jdmy E, se s klesajici koncentraci posouva do kladnéjSich
hodnot. U vSech koncentraci LCA pozorujeme faradaicky pik u —1,4 V, ktery se
nepatrné posouva do kladnéjsich hodnot s rostouci teplotou.

Na obrazcich 18, 19 jsou zobrazeny teplotni zavislosti diferencidlni kapacity
Csna potencidlu pro DCA a CA pro stejné koncentrace jako pro LCA
(c(moll)=5-10",1 - 10" 5 - 10*). Tenzametricky pik u 0,2 V neni pro tyto
kyseliny vyvinut, vyrazn¢ ohrani¢end zaporngji polozend hrana kapacitni jdmy E, se
objevuje pouze u vysSich koncentraci a nizSich teplot. Tyto kyseliny se tedy na elektodu
adsorbuji, ale k2D kondenzaci dochazi pouze pro nizsi teploty pii vysSich

koncentracich.
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Obr. 17 Voltamogramy zévislosti diferencialni kapacity Cy na elektrodovém potencialu
E, naméfené na HMDE v prostfedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1). Koncentrace
LCA (mol1™"): A,B(BjevyfezzA)—5-10* C,D (D je vyfezzC)—1-10* E, F (F
je vytez zE) — 5 - 107, Teplota [K]: (1) 278,15; (2) 283,15; (3) 288,15; (4) 293,15; (5)
303,15; (6) 313,15.
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Obr. 18 Voltamogramy zévislosti diferencialni kapacity Cy na elektrodovém potencialu

E, naméfené na HMDE v prostfedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1). Koncentrace

DCA (mol1™"): (1 —=5)5-10%(6,7)—1-10"%(8,9) —5-107. Teplota [K]: (1, 6, 8)

278,15;(2,7,9) 283,15; (3) 288,15; (4) 303,15; (5) 313,15. B je vyfez z A.
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Obr. 19 Voltamogramy zavislosti diferencidlni kapacity Cy na elektrodovém potencialu
E, namétené na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1). Koncentrace CA
(molI™): (1-5)5-10*(6,7)—1-10"(8,9)—5-107. Teplota [K]: (1, 6, 8) 278,15;
(2,7,9)283,15; (3) 288,15; (4) 303,15; (5) 313,15. B je vyiez z A.
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Tab. 9 Hodnoty potencidlu (£, E,) hran kapacitni jamy v zavislosti na teplot¢,
namétené pro Cd-E zavislost na HMDE v prostiedi BR pufr (pH 11,0):methanol (9:1) v
ptitomnosti LCA, DCA a CA. Kritick4 kondenzaéni teplota (7i.) je zvyraznéna tu¢ne.

Teplota  Kyselina E, E, Teplota Kyselina (¢ E| E,
[K] (c [V] [V] [K] [mol 1I'']) [V] [V]
[mol I''])
278,15 -0,32 -0,93 278,15 -0,28 —0,93
283,15 -0,32 -0,92 283,15 LCA -0,28 —0,92
288,15 LCA -0,32 -0,93 288,15 (1-10%  -0,29 -0,88
293,15 (5-10% 0,33 -0,93 293,15 -0,31 0,82
303,15 0,35 -0,88 303,15 -0,35 0,83
313,15 -0,31 -0,9 313,15 - -
278,15 0,45 -0,82 278,15 -0,41 -1,1
283,15 —0,46 -0,78 283,15 -04 -1,1
288,15 (517(1335) - - 288,15 (5[.)(1:6“_4) -0,39 -1,05
303,15 — — 303,15 -0,34 -1,19
313,15 - - 313,15 -0,33 -1,25
278,15 - - 278,15 - -
283,15 — — 283,15 - -
288,15 DCA - - 288,15 DCA - -
293,15 (1-10% - — 293,15 (5-107°) - -
303,15 - - 303,15 - -
313,15 — — 313,15 - -
278,15 -0,3 -1,18 278,15 - -
283,15 -0,37 -1,01 283,15 - -
28815 o .Cﬁ“) 03 121 28815 _Cﬁ“) - -
303,15 -0,29 -1,19 303,15 - -
313,15 0,28 -1,18 313,15 - -
278,15 — —
283,15 - —
288,15 CA — —
293,15 (5-107°) - -
303,15 - —
313,15 - —
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3.5. Vliv pritomnosti anionti v zakladnim elektrolytu na adsorp¢ni
chovani Zlucovych kyselin
2D kondenzace je vyrazné ovlivnénena ionty pfitomnymi v okolnim prostiedi

a zaleZi na typu stabilizac¢ni interakce 2D jam [68].

Pro studium vlivu zdkladniho elektrolytu na adsorpci Zlucovych kyselin byly
zvoleny nasledujici zékladni elektrolyty: 1 - 107 mol 1" NaOH a NaCl/NaBr/Nal
o riiznych koncentracich, rozpusténé v 1 - 10° mol I"' NaOH. Tyto ionty vykazuji vlastni
interakci s povrchem elektrody, nebo mohou ovliviiovat struktury 2D kondenzovanych
a adsorbovanych vrstev ZzluCovych kyselin. Lze predpokladat, ze potecial
elektrokapilarniho maxima E,,. se posouva k negativnim potenicaliim v potadi Cl°, Br',

I" [68]. Zaroven klesd elektronegativita téchto halogeni a stoupd polarizovatelnost,

A4

Byla studovana adsorpce tii koncentraci LCA (¢ (moll™) =5 -107,1 - 107,
5107, a DCA a CA pro nejvyssi dosud studovanou koncentraci (¢ =35 - 107 mol 1),
pfi které dochazelo k nejvyrazngjsi adsorpci na HMDE. Byla provedena kompelxni
studie: méfeni pti ménici se koncentraci kyseliny a konstatni koncentraci iontu (obr. 20)
méfeni pii konstatni koncentraci kyseliny a ménici se koncentraci iontu (obr. 23),
porovnani voltamogramil kyselin pfi stejné koncentraci iontu i kyseliny (obr. 21).
Hodnoty potencial (£, E,) hran kapacitni jdmy pro LCA, DCA a CA v zavislosti na
slozeni zdkladniho elektrolytu jsou uvedeny v tab. 10. Grafické znazornéni vyvoje
potencialu hrany kapacitni jamy £, E, v pfitomnosti jednotlivych aniontii je uvedeno na

obr. 22.

Na obr. 20 jsou zobrazeny AC voltamogramy LCA (¢ (moll™") = 5 - 107,
1-10% 510 pro zakladni elektrolyt 1 - 10~ mol I"' NaOH a zékladni elektrolyt
obsahujici konstantni koncentraci iontt: CI°, Br, I (¢ = 0,5 mol1"). Po ptidavku
aniontl dochazi k posunu negativnéj§i hrany jamy o ca 0,2 V k positivnéjSim
hodnotdm. Na voltamogramech miZeme pozorovat, ze jama se zuzuje v potadi
CI'>Br >I pro vSechny koncentrace LCA. V pfitomnosti vSech halogenidi je
negativni hrana jamy pfi pfiblizné stejném potencidlu, tj. zaZeni jamy je dano posunem

positivngji polozené hrany (obr. 22).
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Zatimco vyrazné zmeéna byla zaznamendma mezi piidavkem Br a I, pro
pridavek Cl™ a Br neni rozdil pftili§ velky, a to ani v piipadé dalSich dvou studovanych
kyselin DCA a CA (obr. 21, 23). Déle je evidentni, Ze kapacitni jdma LCA je posunuta
do vice positivnych hodnot a je polozena nize, nez kapacitni jamy CA a DCA (obr. 21).
Toto jsou nejzakladnéjsi porozovani z naméfenych AC voltamogrami ohledné rozboru

adsorp¢niho chovani.
Z namétenych AC voltamogramt 1ze dale vysledovat nasledujici jevy:

Pro LCA je faradaicky pik u —1,4 V vyrazny v pfitomnosti halogenidd, a to
zhruba bez rozdilu vysky pro rizné koncentrace LCA pro NaBr. V piipadé¢ NaCl a Nal
s klesajici koncentraci LCA vyska tohoto piku stoupa. Pro koncentraci LCA 5 - 10~ mol
1! se pik posouva do pozitivnich hodnot. Pfi¢ina téchto fluktuaci je nejasnd, nicméné je
evidentni, Ze faradaicky signal nelze pouzit pro kvantifikaci LCA. Pro CA a DCA pfi
pouziti roztoku 1 - 107 mol 1" NaOH bez halogenidi jako zakladniho elektrolytu
faradaicky pik u —-1.4 V nepozorujeme. V pfitomnosti iontd halogenidi pik
u-1,4 Vroste vporadi LCA < CA < DCA, pokud porovname voltamogramy pro
stejnou koncentraci kyselin 5 - 10™#mol 1! (obr. 21). Toto pofadi by tedy mé&lo odrazet
pfistupnost karboxylové skupiny pro redukci protonu; nejvice adsorbovand kyselina
(LCA) ma nejvyssi signal. Vzhledem k tomu, Ze kyseliny jsou ve studovaném pH
disociovang, 1ze redukci protonu posuzovat jako d¢€j katalyzovany ptitomnosti kyseliny,

naadsorbované na povrch elektrody.

Dale mizeme pozorovat tenzametricky pik u —0,2 V. Pro NaCl plati, Ze
s rostouci koncetraci kyseliny tento pik klesa. V ptipadé s NaBr a Nal tenzametricky pik

je mnohém vyssi a neni zavisly na koncentraci LCA.

Na obr. 23 je zobrazena zavislost LCA (¢ = 5 - 10 mol 1') na koncentraci
halogenidd. Pro samotnou LCA v roztoku 1 - 107 mol 1" NaOH bez pifidani halogenida
ma negativni hrana nejvice negativni hodnoty potencidlu, s rostouci koncentraci
halogenidl se kapacitni jama posouva smérem ke kladngj$im hodnotdm, nejvyraznégjsi
je posun pro jodidové ionty. Vyrazna negativni hrana jamy se objevuje od koncentrace
halogenidi 50 mmol I"'. Opét je jasné vidét, Ze jama se se vzdy zuzuje v pofadi
CI' > Br > I'. Hodnoty potencidlti (E,, E;) hran kapacitni jamy LCA pro rtzné

koncentrace halogenidl jsou uvedeny v tab. 11. Grafické znazornéni vyvoje potencidlu
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hrany kapacitni jamy v zavislosti na koncentraci halogenidovych anionti v zadkladnim
elektrolytu je uvedeno na obr. 24.

Tenzametricky pik v rozmezi 0 V az —0,5 V dle typu halogenidu je viditelny
jako velky nartst proudu: pro chloridové a bromidové ionty se zacind tvofit od

50 mmol I'" a vys§i, pro jodidové jiz od 5 mmol 1.

Zaveérem lze konstatovat, ze chovani vSech studovanych zlucovych kyseliny je
v pfitomnosti chloridovych a bromidovych iontl pfiblizné stejné, vyrazny rozdil je
v pfitomnosti jodidovych aniontli. Pro tento iont je ale znama tvorba Hg,l,, ktery se
siln¢ adsobuje na povrch elektrody jako takzvany ,.Cerny film* [68]. Tento film se pii
negativnésich potencidlech rozpousti a zptisobuje velky nartist proudu/kapacity. Zuzeni
jémy neni tedy ziejmé dano chovanim zlu¢ovych kyselin, ale timto jevem. Celkové Ize
fict, ze neni vyznamny rozdil chovani zluCovych kyselin v pfitomnosti raznych
halogenidt, coz svéd¢i o jiném druhu interakce Zlu€ovych kyselin s povrchem elektrody
a mezi sebou nez jsou vodikové mistky. Ty jsou hlavni vazebni interakci pro vznik 2D
kondenzovanych vrstev v pfipade dusikatych béazi nukleovych kyselin a jejich
halogenovanych a methylovanych derivatt [70, 71, 76].

Velky rozdil je ztetelny, pokud je v roztoku samotna Zlucova kyselina a pokud
je ptitomen kterykoliv halogenid. V jeho pfitomnosti se prohlubuje kapacitni jama, to
znamend, ze halogenid projevuje ,,vysolovaci® efekt a pfispiva k adsoprci Zluovych
kyselin na povrchu elektrody. Zlucové kyseliny maji znaénou &ast v podstatd
hydrofobni a inklinuji tedy k adsorpci na povrch elektrody, obzvlasté v oblasti
elektrokapilarniho maxima, kdy je elektroda slabé zaporné ¢i kladné nabitd. Tento efekt
je nejvyraznéjs$i pro LCA, kterd ma pouze jednu hydroxylovou skupinu, ktera je
umisténa na konci molekuly a a vycniva z relativné kompaktni hydrofobni struktury
LCA do prostoru. Hydrofobni ¢ast je pak k dispozici pro interakci s povrchem elektrody
nebo dal§i LCA. Adsorp¢ni chovani BA je tedy v souladu se znalostni ohledn¢ struktury
zluCovych kyselin. Zakiiveny tvar jejich fetézcl umoziuje cyklizaci molekul, a tim

1 tvorbu supramolekularni struktury.
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Obr. 20 AC voltamogramy LCA métené na HMDE v prostiedi: cervené (1 —3) — 1 -
10~ mol I"' NaOH:methanol (9:1); oranzové (4 — 6) — 0,5 mol "' NaCl v 1 - 10~ mol I"!
NaOH:methanol (9:1); zelené (7 — 9) — 0,5 moll' NaBr v1-10°moll"
NaOH:methanol (9:1); modie (10 — 12) — 0,5 moll" Nal v 1-107° moll™
NaOH:methanol (9:1). Koncentrace LCA (mol 1'"): plna &ara (1, 4, 7, 10) — 5-107%;
pieruSované (2, 5,8, 11) — 1 - 107%; te¢kované (3, 6, 9, 12) — 5 - 107°. B je vyfez z A.
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Obr. 21 AC voltamogramy Zlucovych kyselin, métené na HMDE v prostiedi: cervené
(1 -=3)—1-10?mol I"' NaOH:methanol (9:1); oranzové (4 — 6) — 0,5 mol ' NaCl v 1 -
107 mol 1! NaOH:methanol (9:1); zelené (7 — 9) — 0,5 mol "' NaBr v 1 - 10 mol I"!
NaOH:methanol (9:1); modie (10 — 12) — 0,5 moll" Nal v 1-107°moll™
NaOH:methanol (9:1). Méfené Zlu¢ové kyseliny (¢ =5 - 107 mol I'"): plna ¢ara (1, 4, 7,
10) — LCA; ptferuSované (2, 5, 8, 11) — DCA; teckované (3, 6, 9, 12) — CA. B je vyfez
zZ A.
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Tab. 10 Hodnoty potencidlu (£, E,) hran kapacitni jamy v zavislosti na zakladném
elektrolytu, naméfené pomoci ACV na HMDE v prostfedi: A — 1 - 107 mol I
NaOH:methanol (9:1); CL — 0,5 mol I"' NaCl v 1 - 10~ mol "' NaOH:methanol (9:1);
BR — 0,5 mol 1" NaBr v 1 - 10 mol I"' NaOH:methanol (9:1); I — 0,5 mol I"' Nal
v 1107 mol 1" NaOH:methanol (9:1).

Prostfedi Kyselina (¢ E, E, Kyselina (¢ E; E,
[mol I"']) [V] [V] [mol ') [V] [V]

A -0,3 -1,19 - -

CL LCA 0,26 —0,96 LCA 0,23 —0,96

BR (5-107 0,31 —0,99 (1-10%  -0,31 —0,98

I —0,55 —0,99 0,58 0,99

A — _

CL LCA 0,23 —-0,93

BR (5-107) 0,32 —0,96

I 0,62 —0,96

A —0,44 -1,41 —0,45 -1,39

CL DCA -0,29 -1,19 CA -0,39 -1,16

BR (5-107% -0,39 -1,19 (5-10% 045 -1,15

I —0,68 —-1,16 —0,74 -1,13

EM o]

-1,2

_1’5 1 1 1 1

ZE

Obr. 22 Zavislost potencidlu (E;, E,) hrany kapacitni jamy zluCovych kyselin na
zékladnim elektrolytu, naméfena pomoci ACV na HMDE v prostredi: A — 1 -
102 mol I"" NaOH:methanol (9:1); CL — 0,5 moll’ NaCl v 1 - 107 moll™
NaOH:methanol (9:1); BR — 0,5 mol 1! NaBr v 1 - 10~ mol I"' NaOH:methanol (9:1);
I- 0,5 moll" Nal v1-107 mol 1" NaOH:methanol (9:1). MéFené zlucové kyseliny
(m) LCA (¢=5-10"moll™"); () LCA (c=1"-10"moll™"); (A) LCA (c=5-10"
mol I"'); (V) DCA (¢ =5 - 10*mol 1"); (#) CA (c=5 - 10™*mol I
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Obr. 23 AC voltamogramy LCA méfené na HMDE v prostiedi: A, B (B je vyfez z A) —
NaCl o riznych ¢ v 1 - 107 mol I"' NaOH:methanol (9:1); C, D (D je vyiez z C) — NaBr
o riznych ¢ v 1 - 107 mol I NaOH:methanol (9:1); E, F (F je vyiez z E) — Nal
ortznych ¢ v 1 - 107 mol I NaOH:methanol (9:1). Koncentrace NaCl (A, B), NaBr
(C, D), Nal (E, F) (mmol 1I™"): (1) 0; (2) 1; (3) 5; (4) 10; (5) 50; (6) 100; (7) 500;
(8) 1000.
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Tab. 11 Hodnoty potencidlu (£, E,) hran kapacitni jdmy v zavislosti na koncentraci
halogenidovych aniontd v zékladnim elektrolytu, namétené pomoci ACV na HMDE
v prosttedi: NaCl o riznych ¢ v 1 - 107 mol I"' NaOH:methanol (9:1); NaBr o riznych
cv 1 - 107 moll"' NaOH:methanol (9:1); Nal o riznych ¢ v 1 - 107 mol I"!
NaOH:methanol (9:1).

C E1 E2 E] EZ
[mmol 1"'] [V] [V] [V] [V]
50 028 L0l 03 102
100 028 0,99 027 101
500 NaCl "6 0,96 NaBr o351 099
1000 024 0,94 032 096
50 0,50 1,01
100 0.51 1.0
500 Nal' 55 0,99
1000 0,58 0,96

0.2

=
AN
T

o
[00]
T

0 | 200 | 4(])0 | 660 | 860 | 10100

¢ [mmol "]
Obr. 24 Zavislost potencialu (E), E,) hrany kapacitni jamy LCA (¢ =5 - 10*mol I'") na
koncentraci halogenidovych aniont v zakladnim elektrolytu, naméfena pomoci ACV
na HMDE v prostiedi: (m) NaCl o riznych ¢ v 1 - 107 mol I"' NaOH:methanol (9:1);
(®) NaBr o riznych ¢ v 1-107° mol "' NaOH:methanol (9:1); (A) Nal o riznych
¢ v 1-107mol I"' NaOH:methanol (9:1).
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Zavér

V této diplomové praci elektrochemické a adsorpéni chovéni tii zluovych
kyselin: kyseliny litocholové, kyseliny deoxycholové a kyseliny cholové bylo
studovano na visici rtutové kapkové elektrodé¢ metodami CV, ACV a méfenim
zavislosti diferenciadlni kapacity C; na vlozeném potencidlu E. Méfeni probihala

v prosttedi Brittontiv-Robinsoniiv pufr:methanol v poméru 9:1.

O adsorpénim chovani ZluCovych kyselin dosud nebyly publikovany Zadné
prace, kromé& predbéznych studii metodou cyklické voltametrie a diferenéni pulzni
voltametrie v ramci systematického studia v UNESCO laboratofi elektrochemie

zivotniho prosttedi na Prirodoveédecké fakulté¢ UK.

Meéfeni ukézala, ze se ZluCové kyseliny adsorbuji na povrchu elektrody, kde
dochazi k samouspotadani — jednd se o 2D kondenzaci Pomoci transferovych technik
bylo potvrzeno, ze se zluCové kyseliny adsorbuji na povrchu elektrody HMDE jiz

po Ss.

Studium chovani kyseliny litocholové v zavislosti na riznych hodnotach pH
ukdzalo, Ze pouze pii pH 10,0 az 12,0 jsou vidét 2D jamy, to znamena Ze pii hodnotach
pH v rozmezi 2,0 az 9,0 nejde o 2D kondenzaci, ale o jiny druh adsorpce. Pti¢inou
zmeény chovani LCA v zavislosti na pH je jeji rozpustnost a protonizace karboxylového
aniontu. Na AC voltamogramech se nachazeji maximalné dvé oblasti, ve kterych se
vyskytuji piky: prvni je kolem —0,2 V a druha je kolem —1,2 V az —-1,4 V. Oba piky jsou
srovnatelné s piky na cyklickém voltamogramu. Chovani LCA je zasadné jiné nez pro
DCA a CA, jelikoz v ptipadé LCA je na voltamogramech pozorovatelnych vice signali,
obvzvlasté v zasaditych prostiedich, na rozdil od obou dalSich kyselin, které¢ vykazuji

pouze jeden katodicky signal pfi potencialu kolem —1,2 V az—1,4 V.
Meéreni teplotni zavislosti diferencialni kapacity na potencialu bylo provedeno
pro tfi koncentrace zlu¢ovych kyselin (¢ (mol 1) =5 -107°, 1 - 10% 5 - 10*). K2D

kondenzaci u LCA dochazi pro obé vyssi koncentrace. Pfi koncentraci 5 - 107 mol 1! je

Cvwr

adsorpce. DCA a CA se na elektodu adsorbuji, ale k 2D kondenzaci dochazi pouze pro

niz§i teploty pii vysSich koncentracich.
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Byl studovan vliv pfitomnosti halogenidovych aniontii v zédkladnim elektrolytu
na adsorp¢ni chovani zlu¢ovych kyselin. Ukdzalo se, ze v pfitomnosti iontd halogenidi
pik u —1,4 Vroste vpofadi LCA < CA < DCA. Toto pofadi odrazi ptistupnost
karboxylové skupiny pro redukci protonu. Lze konstatovat, Ze chovani vSech
studovanych zlucovych kyseliny je v pritomnosti chloridovych a bromidovych iontl
ptiblizné stejné, vyrazny rozdil je v pfitomnosti jodidovych aniontd, zaZeni jamy ale je
dano tvorbou Hgl,, ktery se siln¢ adsobuje na povrch elektrody, nikoliv chovanim
zlucovych kyselin. Podobné chovani zluCovych kyselin v pfitomnosti rdznych
halogenida svédci o tom, Ze interakce zluCovych kyselin s povrchem elektrody a mezi
sebou je jind, nez jsou vodikové mistky. Vzhledem ke strukufe Zlu€ovych kyselin Ize

predpokladat, Ze se jedna o hydrofobni interakce.

Vsechna méfeni ukéazala, ze 2D kondenzace u LCA je vyraznéjsi oproti DCA

aCA
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