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UvVOD

Zlu¢ové kyseliny maji v t&le mnoho funkci a nejdilezitj§i z nich je emulgace a
absorpce tukd a vitaminl rozpustnych v tucich z potravy do téla. Defekty v jejich
syntéze zpusobuji cholestatické poruchy, a to pfevazné u déti. Dalsi skupinou lidi
s poruchou metabolismu Zluovych kyselin jsou 1idé trpici cirhdzou jater. Pro
vCasnou diagndzu a uspesné 1éCeni téchto poruch jsou nezbytné vhodné analytické

metody.

Obvykle pouzivanymi metodami pro analyzu zlu¢ovych kyselin jsou GC-
MS a HPLC-MS. Tyto techniky maji vyhodu velice u€inné separace a vysoce
selektivni detekce, avSak jsou to techniky drahé a narocné. Dal§i moznosti je
separace pomoci HPLC s UV detekci. U toho zpisobu detekce je nevyhodou
absence chromoforu ve struktufe zluCovych kyselin, které proto pomérné slabé
absorbuji elektromagnetické zafeni, a to prevazné az u vlnovych délek okolo 200
nm a kratS§ich. DalS$imi pouzivanymi technikami jsou enzymatické a fluorimetrické
metody, metody radioimunoanalyzy a bioluminiscence. Lze také pouzit MS
s pfimym nastiikem. Elektroanalytické metody, zejména citlivé voltametrické a
amperometrické techniky, by mohly byt pomérné levnou alternativou pro detekci a

stanoveni zlu¢ovych kyselin.

I kdyz jsou zlucové kyseliny latky, které nejsou elektrochemicky aktivni,
Klouda et al. [1] vyvinuli metodu vyuzivajici dehydratace zluCovych kyselin
pomoci kyseliny chloristé, ktera umoziuje jejich elektrochemickou oxidaci. Diky
této metodé pripravy vzorki je tedy mozné analyzovat tyto latky metodami

elektrochemické analyzy.

Tato prace, ktera je soucasti SirSiho vyzkumného projektu vénujiciho se
studiu elektrochemickych pfemén steroidnich latek, navazuje na dosud znamé
poznatky o elektrochemickém chovani ZzluCovych kyselin. Zabyva se
elektrochemickou oxidaci zluCovych kyselin na dvou pracovnich elektrodach, a to
na elektrodé ze skelného uhliku a borem dopované diamantové elektrodé. Jejim
hlavnim cilem bylo prozkoumat moznosti analytického vyuziti tohoto procesu

k elektrochemické detekci cholové a chenodeoxycholové kyseliny, vcetné jejich



konjugat s taurinem a glycinem, a vyvinout metodu pro analyzu téchto latek

pomoci kapalinové chromatografie s amperometrickou detekci.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Zludové kyseliny

Zlu¢ové kyseliny jsou latky steroidni povahy piirozené se vyskytujici v télech
savcu a dalSich obratlovcu. Tyto latky jsou produkty metabolismu cholesterolu, kdy
je tento §patné rozpustny membranovy lipid pfeméiovan na ve vodé rozpustnéjsi
amfipatické latky. Zakladni molekulou, od niz se odvozuje struktura vSech
steroidnich latek, je steran (cyklopentanoperhydrofenanthren, obr. 1). V pfipadé
zluCovych kyselin se na uhlicich Cio a Ci13 nachazeji methylové skupiny a na uhliku
Ci7 se nachazi rizné dlouhy postranni fetézec. Zlutové kyseliny se déli na dvé
skupiny, a to Co4 Zlu¢ové kyseliny, které jsou oznacovany jako “moderni* zlucové
kyseliny a Cz7 Zluové kyseliny, oznacované jako “primitivni* zluCové kyseliny.
Tato oznaceni jim byla pfid€lena podle toho, u jakych zivocicht se nachazeji. C7
zluCové kyseliny se vyskytuji pfevazn€ u ryb a obojzivelnikl, ale také u plaza a
nékterych evolucné starsich druht ptakt. Co4 ZluCové kyseliny se vyskytuji u vSech

obratlovct, ale nejvice se jich nachazi u savceu [2,3].

12 17
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Obrazek 1 Strukturni vzorec steranu

1.1.1 Fyziologie Zlu¢ovych Kkyselin

1.1.1.1 Biologické funkce

Zluové kyseliny jsou tradiéné povazovany za latky vyznamné pro traveni tukd,
jejichz funkci je pomoct pfi emulgaci a absorpci tukl a vitamind rozpustnych
v tucich. V posledni dobé¢ se tyto latky ukazuji byt daleko vSestrannéjsi, nez se diive

vérilo. Bylo zjisténo, Ze se tcastni mnoha dalSich procesu.
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Sekrece ZluCovych kyselin do zlucovych kanalki generuje osmoticky tlak,
ktery odpovida za frakci zlu€ového toku zéavislého na zluovych kyselinach [4].
Zlugové kyseliny stimuluji sekreci zluGovych lipidd a v disledku svych fyzikalng
chemickych vlastnosti jsou schopny tvofit smiSené micely spolecné se zluCovymi
fosfolipidy, coz umoziuje rozpustnost cholesterolu a jinych lipofilnich latek ve
Zluci. Tyto smiSené micely jsou také odpoveédné za emulgovani stravitelnych tukut
a vitamini rozpustnych v tucich ve stfevech, ¢imz podporuji jejich absorpci.
Zludové kyseliny zajistuji ve stievech dal§i funkce, jako je napiiklad absorpce
vapniku [5], regulace sekrece pankreatickych enzymi a uvoliovani
cholecystokininu [6]. Déle jsou to také potentni antimikrobialni latky, které
zabrafiuji premnozeni bakterii v tenkém stfevé [7]. S objevem specifickych
receptorq, jako jsou ,,farnesoid X receptor” (FRX) [8] anebo membranovy receptor
TGRS [9], je evidentni role zluCovych kyselin jakozto signalnich molekul

s dulezitou parakrinni a endokrinni funkci [10].

1.1.1.2 Syntéza Zlucovych kyselin

Zludové kyseliny jsou syntetizovany z cholesterolu. Dvé hlavni biosyntetické cesty,
takzvana ,klasickd™ a ,alternativni* cesta, odpovidaji za formovani zlu¢ovych
kyselin. Byly popsany i méné dulezité drahy, jez u nékterych zivocicht anebo

situaci mizou mit také svou relevanci [11].

Klasicka cesta, také zndma jako ,,neutralni* cesta, jelikoz jejimi produkty
jsou neutralni steroly, se uskuteciiuje pouze v jatrech a syntetizuje dvé u lidi nejvice
se vyskytujici zluCové kyseliny, a to kyselinu cholovou (CA) a kyselinu
chenodeoxycholovu (CDCA). Tato dréha se sklada zkaskady reakci
katalyzovanych pomoci enzymi nachazejicich se v cytosolu, mikrozomech,
mitochondriich a peroxizomech [12,13]. Mechanismus této syntézy znazoriuje

obr. 2.

Z téchto primarnich zluCovych kyselin vznikaji ve stfevech bakterialni
degradaci sekundarni zlucové kyseliny. Z cholové kyseliny vznika deoxycholova

kyselina a z chenodeoxycholové kyseliny lithocholova [14].
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Obrazek 2 Mechanismus syntézy Zlucovych kyselin [14]
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1.1.1.3 Konjugaty Zlucovych kyselin

Co4 zZluCové kyseliny jsou konjugovany v jatrech s glycinem nebo taurinem. Pro
bézné piirodni zlucové kyseliny se pouzivaji dva typy pojmenovani. StarSim
nazvem byl taurocholat a nové&jsi, chemicky spravnéjsi by byl cholyltaurin [15].
Vysledkem konjugace s taurinem je formace molekuly, kterd je pln€ ionizovana
(pK 2) a dobfte rozpustna ve vodé pii pH tenkého stieva v prubéhu traveni (pH 6-
7). Dualezité je, Ze pro negativné nabity konjugat jsou bunétné membrany
nepropustné. Navic molekula zlu¢ové soli je ptilis velka na to, aby difundovala skrz
paracelularni spojeni zluCovych cest a tenkého stieva. Tato nepropustnost je
klicovym faktorem v propagaci vysoké koncentrace konjugovanych zlu¢ovych

kyselin ve zluCovych cestach a tenkém streve.

Konjugaci Czs4 zlucovych kyselin s glycinem jsou konvertovany slabé
kyseliny (pKa.5) na lehce siln€jsi kyseliny (pKa4). Vysledkem je zvySena

rozpustnost a ionizace pii pH a podminkéch ptevazujicich pifi traveni [16].

1.1.1.4 Patofyziologie Zluc¢ovych kyselin

Defekty v syntéze zluCovych kyselin nejsou pfili§ béznou genetickou poruchou, jez
zodpovida za asi 1-2 % cholestatickych poruch u déti [17]. Dédi¢nost téchto poruch
je autosomalné recesivni. Vysledna onemocnéni jater mohou byt mirna az tézka
v zavislosti na konkrétni poruse. NejCast€jsim klinickym projevem je progresivni
cholestaza u kojenct, i kdyz se mohou objevovat i jiné klinické projevy jako
napfiiklad pokrocilé onemocnéni jater po narozeni, novorozenecka hepatitida nebo
vyvoj onemocnéni v pozdé&jSim détstvi. Pokud enzymaticky defekt zpusobi
akumulaci toxickych monohydroxylovanych a / nebo nenasycenych oxo-zlu¢ovych
kyselin, z nichz mnoho ptsobi cholestaticky, je progrese onemocnéni jater obvykle
rychla [18]. Nedavné vyzkumy naznacuji, ze cholestatickd onemocnéni u dospélych

mohou byt zpuisobena dédi¢nymi poruchami v biosyntéze zlu¢ovych kyselin [19].

Diagnoza se provadi pomoci analyzy profilu druhti zluCovych kyselin a
jejich prekurzorti a / nebo metaboliti v télnich tekutinach pomoci laboratornich
technik hmotnostni spektrometrie s ionizaci urychlenymi atomy (FAB-MS) a GC-
MS. Vcasna diagnoza je pro tyto pacienty zasadni, protoze nékteré z téchto poruch

1ze Uspésné vylécit pomoci dietarniho piidani zlu€ovych kyselin. Toto mé dvoji
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ucel: zaprvé nahrazeni chybéjicich esencialnich zluCovych kyselin a za druhé
regulace syntézy zluCovych kyselin negativni inhibici zpétné vazby, ¢imz se snizuje
produkce abnormalnich toxickych meziproduktd produkovanych hepatocyty

nesoucimi vadu.

Tyto vrozené vady ovliviiuji enzymy, které se ucastni jak modifikace
steroidniho jadra, postranniho fetézce, tak také amidace postranniho fetézce. Navic
zhorsena funkce peroxizoml také vede ke zménam v metabolismu zluovych

kyselin, které doprovazi dalsi znaky charakterizujici kazdy syndrom [20].

Dal$i z nemoci, jez ovliviiuje sloZeni zlucovych kyselin ve zlu¢i, je cirhoza
jater. U pacientu trpicich cirhozou jater bylo zjisténo, Ze se v jejich Zluci vyskytuje
vyrazné¢ méné sekundarnich zlu€ovych kyselin. PfiCina tohoto jevu nebyla dosud
objasnéna. Nedostatek sekundarnich zlu€ovych kyselin se pravdépodobné vyrazné

projevuje také na stfevnim mikrobiomu [21].

1.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti zlucovych kyselin

Zludové kyseliny jsou vzdy substituovany na uhliku Ci7 postrannim fetdzcem
s karboxylovou skupinou. Délka tohoto fetézce se muze lisit v zavislosti na tom,
zdali se jedna o C24 nebo C27 Zlu€ovou kyselinu. Dale tyto kyseliny byvaji typicky
substituovany na uhlicich C3, C7 a C12. Substituenty na téchto uhlicich jsou bud’to
hydroxylové nebo alkylové skupiny (obr. 3, substituenty Ri, Rz, R3 a Ry).
V nékterych piipadech mizou byt tyto substituenty i na jinych uhlicich jako
napiiklad na uhliku C¢ u muricholové kyseliny. Tyto latky se vyskytuji vSak jen

velmi vyjimecné [22].
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Obrazek 3 Chemicka struktura Cz4 Zlucové kyseliny

Pfitomnost neekvivalentnich hydroxylovych skupin v zlu€ovych kyselinach
(u savct bézné na uhlicich C3, C7 a C12) a postranni fetézec nesouci karboxylovou
skupinu jim dava zvlastni fyzikalné-chemické vlastnosti [20], jez je Cini velmi
lakavymi stavebnimi kameny s dopady na design novych antibiotik [23], chiralnich
templatt [24], novych mékkych materialti [25,26], kationtovych [27] a aniontovych
[28,29] receptort, umélych iontovych kanald [30], nosict 1éka s cilenym
uvolniovanim [31], molekularnich kosu [32], novych povrchoveé aktivnich latek [33]

a dalSich [34].

Mezi nejdilezitéjsi fyziologické funkce zlucovych kyselin patii transport
lipidd z traviciho traktu, z néhoZz se Spatné absorbuji. Tyto funkce souviseji s jejich
amfipatickou povahou, kterou maji diky existenci hydrofilni strany (o-Cast,
konkéavni spodni strana) a hydrofobni strany (B-Cast, konvexni horni strana).
Hydroxylové skupiny orientované smérem k o-strané (s vyjimkou bézné se
vyskytujici UDCA se 7B-OH skupinou) a postranni karboxylovy fetézec poskytuji
zlu€ovym kyselinam jejich hydrofilni vlastnosti. Hydrofobni methylové skupiny na
uhlicich Cipa Ci3 (jsou oznaceny jako Cig a Ci9) jsou orientovany smérem k -
strané [35]. V dusledku téchto strukturnich vlastnosti projevuji zlucové kyseliny
velkou povrchovou aktivitu ve vodnych roztocich. Pokud je jejich koncentrace

vy§si nez kriticka micelarni koncentrace, tvofi malé agregaty nebo micely vétSinou
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mensi nez 10 nm. Pokud je jejich koncentrace nizsi nez tato kritickd hodnota, tak

se zluCové kyseliny chovaji jako silné elektrolyty [36].

1.1.2.1 Fyzikalné-chemické vilastnosti jednotlivych kyselin a jejich
konjugati

Cholova kyselina (obr. 4) je bila az bézova krystalickd pevna latka. Bod tani je
198 °C. Rozpustnost ve vodé 175 mg/l pii 20 °C. Dobfe je tato kyselina rozpustna
v ethanolu (30,56 g/l), acetonu (28,24 g/l) a obzvlasté v ledové kyseliné octové
(152,12 g/) pti 15 °C. Sumarni vzorec je C24Ha0Os, molarni hmotnost 408,6 g/mol
[37,38].

HO' “OH

Obrazek 4 Strukturni vzorec cholové kyseliny

Chenodeoxycholova kyselina (obr. 5) je bila nebo Spinavé bila pevna
krystalicka latka. Bod tani je 168-171 °C. Rozpustnost ve vodé je 89,9 mg/l pti 20
°C. Lépe se rozpousti v alkoholech a ledové kyselin€ octové. Sumarni vzorec je

C24H4004, molarni hmotnost 392,6 g/mol [39,40].

HO “OH

Obrdzek 5 Strukturni vzorec chenodeoxycholové kyseliny

Taurocholova kyselina (obr. 6) je bila nebo Spinaveé bila pevna krystalicka
latka. Bod tani je 125 °C. Tento konjugat cholové kyseliny je dobfe rozpustny ve

vodé a ethanolu a Spatné rozpustny v etheru a ethylacetatu. Suméarni vzorec je
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Co6HasNO7S, molarni hmotnost je 515,7g/mol. Bézné se vyskytuje jako sodna sul

[41,42].

HO" “OH

Obrazek 6 Strukturni vzorec taurocholové kyseliny

Taurochenodeoxycholova kyselina (obr. 7) je bila nebo $pinavé bila pevna
latka. Jeji sumarni vzorec je CasHasNOsS, molarni hmotnost je 499,7 g/mol.

Vyskytuje se také jako sodna sul [43,44].

HO" “OH

Obrazek 7 Strukturni vzorec taurochenodeoxycholové kyseliny

Glykocholova kyselina (obr. 8) je bila nebo Spinavé bila pevna latka. Bod
tani je 166,5°C. Sumarni vzorec je C26H43NOg, molarni hmotnost je 465,6 g/mol.

Muze se vyskytovat ve formé sodné soli [45,46].

HO “OH

Obrdzek 8 Strukturni vzorec glykocholové kyseliny
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Glykochenodeoxycholova kyselina (obr. 9) je bilda pevna latka. Jeji
sumarni vzorec je CasHs43NOs, molarni hmotnost je 449,6 g/mol. Obvykle se

vyskytuje ve formé sodné soli [47,48].

HO' “OH

Obrdzek 9 Strukturni vzorec glykochenodeoxycholové kyseliny

1.2  Analyza zlucovych Kkyselin a jejich konjugatu

Pro stanoveni zZluovych kyselin bylo v minulosti vyvinuto mnoho metod. Diive
byly Casto pouzivany metody enzymatické a fluorimetrické [49]. Dale je také
mozno vyuzit metod radioimunoanalyzy [50,51], bioluminiscence [52] nebo ESI-
MS s pfimym nastfikem [53]. Dnes nejvice rozs§ifenymi metodami jsou GC-MS a
HPLC-MS metody, ale také HPLC metody s jinou nez MS detekci. Témto metodam

je vénovana nasledujici podkapitola.

1.2.1 Stanoveni zlu¢ovych kyselin pomoci GC-MS, HPLC-MS a dalsich
HPLC metod

Pro analyzu komplexnich biologickych vzork je v zavislosti na obsahu zlu€ovych
kyselin a biologické matrici prvni volbou metoda HPLC-MS. V soucasnosti vét§ina
HPLC-MS a HPLC-MS/MS metod pro analyzu zluCovych kyselin vyuziva
chromatografie na reverznich fazich a ionizaci za atmosférického tlaku. Mohou byt
pouzity rizné typy kolon od bézné uzivanych kolon pro HPLC analyzy po kolony

pro ultra t¢innou kapalinovou chromatografii (UPLC).

Dalsi metodou pro analyzu zluCovych kyselin je HPLC sjinou nez
hmotnostni detekci. Jako detekéni metodu l1ze pouzit UV spektrometrii, vhodnym

detektorem je také odparovaci detektor rozptylu svétla (ELSD).

18



Historicky byly GC a GC-MS nejcastéji pouzivanymi metodami pro
analyzu a profilovani zlu€ovych kyselin. AvSak s pfichodem HPLC-MS metod se
vyznam GC-MS snizil, a to obzvlasté u rutinnich aplikaci. To je zpisobeno hlavné
potiebou derivatizace zluCovych kyselin. Avsak GC-MS ma dulezitou vyhodu
oproti HPLC-MS v lepsi selektivité analyzy komplexnich smési nekonjugovanych

zluCovych kyselin. Lze tedy fici, Ze tyto metody jsou komplementarni [53].

Setchell a Matsui [54] vyvinuli metodu stanoveni zlu€ovych kyselin a jejich
konjugatii pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Popsany postup
zahrnuje nékolik metod pfipravy vzorku. Jednak popisuje metodu vhodnou pro
stanoveni celkového mnozstvi zluCovych kyselin, dale metodu pro stanoveni jen
nekonjugovanych zluCovych kyselin a rovnéz metodu pro stanoveni konjugatt
zluCovych kyselin. Analyzované latky byly nasledné derivatizovany na
trimethylsilyletherové derivaty ptidavkem smési pyridinu
hexamethyldichlorsilanu : trimethylchlorsilanu (v objemovém poméru 3:2:1) a
zahtatim na 60 °C po dobu 15ti minut. Po této derivatizaci byl vzorek analyzovan
na 25 m dlouhé kifemenné kapilarni koloné pokryté silikonem OV-1. Jako nosny
plyn bylo pouzito helium o pratoku 2,5 ml/min. Teplotni program byl nastaven od
220-270 °C s gradientem 2 °C/min. Byla pouzita elektronova ionizace s teplotou
iontového zdroje 250 °C a energii elektront 70 eV. Mez detekce pro zlucové
kyseliny v séru je prumérné 0,01 pmol/l a citlivost této metody je srovnatelna

s radioimunoanalyzou. Navratnost této metody je minimalné 93,8 + 3 %.

Alnouti et al. [55] popisuji metodu analyzy zluCovych kyselin pomoci LC-
MS/MS, kde byl pouzit Waters ACQUITY UPLC systém a jako detektor byl pouzit
Waters Quattro Premier XE trojity kvadrupol s ESI iontovym zdrojem. Vsechny
chromatografické separace byly provedeny na UPLC Cis koloné. Mobilni faze se
skladala z5 % acetonitrilu (ACN) v methanolu (MeOH) (mobilni faze A) a 7,5
mmol/l octanu amonného upraveného na pH 4 pomoci 10 mol/l kyseliny octové
(mobilni faze B) s celkovym pritokem 0,3 ml/min. Divod pro volbu pH 4 byl ten,
ze pii tomto pH mély jednotlivé konjugaty a nekonjugovana forma rozdilné retencni
Casy a zaroven byla nejvySsi intenzita signalu detektoru. Konjugaty s glycinem byly
pozorovany v pozitivnim ionizacnim modu, zatimco konjugaty s taurinem a

nekonjugované zlucové kyseliny byly detekovany v negativnim modu. Meze
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detekce pro ruzné zluCové kyseliny byly 2 — 5 ng/ml, mez stanovitelnosti pro
konjugaty s glycinem byla 10 ng/ml, pro konjugaty s taurinem 40 ng/ml a pro

nekonjugované zlu¢ové kyseliny 20 ng/ml.

Rossi et al. [56] vyvinuli metodu stanoveni zluovych kyselin pomoci
HPLC s pouzitim kolony plnéné Cis a detekci pomoci ultrafialového spektrometru
nastaveného na vinovou délku 200 nm. Vlnova délka 200 nm byla nejvhodnéjsi pro
analyzu vSech ZluCovych kyselin i jejich konjugatu, jelikoz pfi této vinové délce
vSechny tyto latky absorbuji. Mobilni fazi byl methanol : 0,01 mol/l KH2PO4 v
pomeéru 75:25. Ke kazdému litru této smeési bylo pfidano 4,2 ml 5 mol/l NaOH. pH
bylo poté upraveno na piiblizn€ 5,35 pomoci 85% H3POs. Pritok byl nastaven na
0,7 ml/min. Nejnizsi detekované mnozstvi bylo 5 nmol / 20 pl davkovaného
objemu. Kalibra¢ni zavislosti byly linearni v rozmezi 0,01 az 0,5 pmol a korelacni

koeficienty linearnich regresi se pohybovaly od 0,97 po 0,99.

Kakiyama et al. [57] popsali metodu analyzy zluCovych kyselin ve stolici za
pouziti HPLC separace s UV detekci. Lyofilizované vzorky stolice byly rozemlety
na prach, rozpustény ve vodé a nasledné za pomoci octanového pufru (100 mmol/l,
pH 5,6) obsahujiciho 15 jednotek cholylglycin hydrolazy a 150 jednotek sulfatazy
dekonjugovany, a to tak, ze tyto vzorky byly inkubovany po dobu 16 hodin pti 37
°C. Reakce byla nakonec zastavena piidavkem 2-propanolu a zahtatim na 90 °C po
dobu 10 minut. Toto vyrazné vylepsilo tcinnost SPE extrakce. Poté byly zluCové
kyseliny derivatizovany na jejich 24-fenacylestery pomoci triethylaminu a
fenacylbromidu a znovu extrahovany pomoci SPE extrakce. Divodem derivatizace
bylo zavedeni chromoforu (fenylacylova skupina) do analyzované molekuly, coz
umoznilo UV detekci pii vysSich vinovych délkach (254 nm oproti obvyklym 200
nm pouzivanym k detekci nederivatizovanych nekonjugovanych Zzlucovych
kyselin). Tim se zvySila citlivost i selektivita detekce. Navic se fenacylestery dobie
separovaly na Cis kolon€ jednoduchou mobilni fazi (methanol : voda). Nastfik byl
vzdy 20 pl. Pro analyzu byla pouzita kolona Cig (300 mm x 3,9 mm vnitini prameér
x 4 um velikost ¢astic) s ochrannou predkolonou. Teplota kolony byla po celou
dobu analyzy udrzovana na 32 °C. Jako mobilni faze byl pouzit 82% methanol
s prutokem udrzovanym konstantné na 0,65 ml/min. Jako detektor slouzil dualni

spektrometricky detektor nastaveny na vinovou délku 254 nm. Meze detekce byly
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1,2 — 1,5 pmol / 20 pul, meze stanovitelnosti byly 2,4 — 7,3 pmol / 20 pul. Navratnost
se pohybovala mezi 85-102 %. Tato metoda byla nasledné validovana pomoci GC-
MS a HPLC-MS a pouzita pro stanoveni zlu€ovych kyselin u zdravych lidi a lidi

s mirnou a pokrocilou cirhézou jater.

1.2.2 Stanoveni zlucovych kyselin pomoci elektroanalytickych metod

Zlutové kyseliny neobsahuji ve své struktufe snadno oxidovatelnou nebo
redukovatelnou skupinu, a proto pouziti elektroanalytickych metod pro jejich
analyzu neni obvyklé. Moznosti vyuziti téchto metod zacaly byt vice zkoumany az
v poslednich letech, a tak neni mnoho odbornych publikaci, jez se timto tématem
zabyvaji. Vroce 2012 vydali Peckova a Nesmérak [58] prehledovy clanek
popisujici elektrochemii zlu¢ovych kyselin, cholesterolu a souvisejicich sloucenin.
Tento Clanek se zabyva pouze redukci zlu€ovych kyselin, jez v§ak neni pfedmétem
této diplomové prace. V diivejsich letech bylo publikovano pouze nékolik praci

zabyvajicich se oxidaci zlu¢ovych kyselin pomoci elektrochemickych metod.

Scalia et al. [59] vroce 1994 wvydali clanek popisujici moznost
elektrochemické detekce zluCovych kyselin (cholové, chenodeoxycholové,
deoxycholové, lithocholové a ursodeoxycholové) po jejich separaci pomoci HPLC.
Separace byla provedena na reverzni fazi na Cig kolon€ (150 mm x 4,6 mm vnitini
pramér) s mobilni fazi o slozeni methanol : acetonitril : 0,07 mol/l vodny roztok
octanu sodného (50:20:25, v/v/v) o acidité upravené na pH 5 pomoci kyseliny
fosforecné. Separace byla provadéna za ambientni teploty a prutok byl nastaven na
0,9 ml/min. Detekce byla zajisténa nejen pomoci elektrochemického detektoru, ale
také pomoci UV detekce. UV detektor byl prediazen pred elektrochemickou detekci
a byl nastaven na vinovou délku 210 nm. Elektrochemicky detektor se skladal
z dvou coulometrickych cel v sérii za sebou. Potencial pracovni elektrody v prvni,
kontrolni cele byl nastaven na +0,6 V, ve druhé, analytické cele na +1,4 V. Mez
detekce ZluCovych kyselin se pohybovala v rozmezi 0,20-0,25 pg v davkovaném
objemu. Kalibra¢ni zavislosti ploch pikti proti mnozstvi analytu v nastfiku byly
linearni az po 20 pg s korelacnimi koeficienty vys§imi nez 0,991. Navratnost se

pohybovala mezi 98-103 %.
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Medici et al. [60] popisuji metodu elektrochemické oxidace cholové
kyseliny a jeji vyuziti pro syntézu oxo-derivatl této kyseliny. Cholova kyselina zde
byla oxidovana nepfimo pomoci mediatoru. Jako mediator byl pouzit NaCl,
elektrolytem byl NaClOs. Jako pracovni elektrody byly testovany elektrody ze tii
materiald, a to mfizka z Ti/PbO,, platinova folie a grafitova deskova elektroda.
Bylo zjisténo, ze material anody ovliviiuje slozeni produkti v reakéni smeési.
Rychlost oxidace hydroxylovych skupin na uhlicich v polohach 3,7 a 12 za vzniku
prislusnych oxo-skupin klesa v poradi C7>Ci12>Cs. Elektrochemicka oxidace
probiha jako povrchova reakce. Nepfitomnost chlorovanych derivati cholové
kyseliny vede k zavéru, Ze objemova reakce chlornanu, respektive kyseliny chlorné,
vznikajici pfi oxidaci pfitomnych chloridovych iontd, je zcela druhotna. Pfima
oxidace cholové kyseliny v nepfitomnosti NaCl zjevné€ neprobih4. Nelze vyloucit,
ze vysoce reaktivni hydroxylové radikaly, které vznikaji na elektrodach z PbO- pfi
vysokych proudovych hustotach, by mohly vést k neselektivni oxidaci pfipadné az

k mineralizaci zluCové kyseliny.

Klouda et al. [1] vyvinuli metodu analyzy zluCovych kyselin (cholové,
chenodeoxycholové) pomoci voltametrie na diskovych elektrodach. Zlu¢ové
kyseliny byly dehydratovany pomoci 0,1 mol/l kyseliny chloristé. Tato dehydratace
pfinasi do steroidniho skeletu dvojnou vazbu, coz muze zvySovat elektrochemickou
aktivitu dané latky. V pripadé cholesterolu byla tato dvojna vazba identifikovana
jako misto elektrochemického ataku. Tento elektrochemicky pfistup mize
potencialné pomoci pii diagnostice poruch syntézy zlu€ovych kyselin. Analyza
probihala s pouzitim potenciostatu v tfielektrodovém zapojeni. Jako mérné
elektrody byly pouzity borem dopovana diamantova elektroda (BDDE), elektroda
ze skelného uhliku (GCE) a platinova diskova elektroda. Elektrody byly pted
kazdou analyzou le§tény pomoci suspenze aluminy v deionizované vodé.
Referenc¢ni elektrodou byla argentchloridova elektroda a funkci pomocné elektrody
zastavala platinova elektroda. Vsechny experimenty byly provedeny za laboratorni
teploty 21 °C. Doba kontaktu zlu¢ové kyseliny a HCIO4 a jejich koncentrace

v piipadé voltametrické detekce je uvedena u popisku voltamogramu (obr. 10— 12).

Nejprve byly zaznamenany cyklické voltamogramy jednotlivych latek na

BDD elektrodé, cimz se potvrdilo, ze cely proces je velice zavisly na strukture latky.

22



Jen primarni zluCové kyseliny s axialni 7a-hydroxylovou skupinou (CA, CDCA)
poskytovaly ireverzibilni anodické signaly pii potencialech okolo +1,2 V (obr. 10).
Takto nizké oxidacni potencialy nebyly dosud zaznamenany. To plati nejen pro
zlucové kyseliny, ale také pro ostatni steroidni latky postradajici nebo majici pouze
izolované dvojné vazby, cholesterol nevyjimaje. U sekundarnich zlu¢ovych kyselin
nesoucich 7B-hydroxylovou skupinu v ptipadé UDCA anebo uplné postradajici
hydroxylovou skupina v poloze C7 u deoxycholové a lithocholové kyseliny

anodické signaly pfi te€chto potencialech chybi (obr. 10, kiivka c).
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Obrdzek 10 Cyklické voltamogramy CA (a), CDCA (b), UDCA (c) (¢ = 9 x 107

mol-I') a cholesterolu (d) (¢ = 5 x 10° mol-l') v acetonitrilovém roztoku

obsahujicim 0,1M HClO4 a 0,43 % H>O na BDD elektrodeé [1].

Oxidacni proces muze byt proveden na vice elektrodovych materialech, jako
jsou BDDE, GCE a platina s porovnatelnymi pozitivnhimi potencialy. Nejlepsi
pomér signal / Sum poskytuje BDDE, coz pfedurcuje tento material pro analytické

pouziti (obr. 11). Pfedbézné voltametrické experimenty na tomto elektrodovém
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materialu naznacuji linearni koncentracni zavislost s detekénimi limity v fadu

mikromolarnich koncentraci pro obé méfitelné zlucové kyseliny.

jf pA mm™

EIV

Obrdzek 11 Linedrni voltamogramy CDCA (¢ = 9 x 107 molI'') na Pt (a), GCE
(b) a BDDE (c) elektroddach. Podpiirné elektrolyty: acetonitril obsahujici 0, 1M
HClO4 a 0,43 % H20. Voltamogramy byly zaznamendny 70 minut po pripravé
roztokii, rychlost skenu byla 50 mV s [1].

Klouda et al. [61] popisuji v ¢lanku z roku 2020 voltametrickou analyzu
zluCovych kyselin na borem dopované diamantové elektrodé v séru. Voltametrické
podminky jsou téméf identické jako v pfedchozim clanku. Byla pouzita BDD
pracovni elektroda, jako referencni byla pouzita argentchloridova elektroda a jako
pomocna slouzila platinova elektroda. Vzorky byly opét rozpustény v acetonitrilu,
a to proto, ze je obtizn€ oxidovatelny, a dehydratovany pomoci 0,1 mol/l kyseliny
chloristé, avSak zde jiz probehlo experimentovani s délkou kontaktu vzorku
s HC104 a také s teplotami, pii nichz dehydratace probihala. To bylo z toho davodu,
ze dehydratace 0,1 mol/l HCIO4 v acetonitrilu je pomérné pomala reakce a trva

priblizn€ hodinu, nez se voltametricky signal pii potencialu +1,2 V stabilizuje. Bylo
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zji§téno, ze pii zahtivani roztoku na 50 °C po dobu 5 minut vznika relativné stabilni
ireverzibilni voltametricky signal s porovnatelnou intenzitou obdrzenou pfi
potencialu +1,2 V. Pii stejné dob& zahfivani, avSak niz$i teploté, jiz nebylo
dosazeno takového signalu. Bylo také zjisténo, ze delSi zahfivani neni prospé$né,
jelikoz intenzita signalu CA pfi zahtivani na 50 °C po dobu 30 minut poklesla asi o
55 %. Dale se také pii delSim zahtfivani zacal u CA objevovat pik pfi potencialu
+0,67 V (obr. 12A). To je pravdépodobné zapfi¢inéno vznikem dalSiho

dehydratacniho produktu.
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Obrazek 12 Cyklické voltamogramy CA (A) a CDCA (B) (¢ = 5 x 10° mol-l")
s 0,IM HCIOg4 v acetonitrilu. Zlutd linie (a) odpovida zahrivani 5 min / 50 °C;
modrd linie (b) odpovida zahrivani 30 min/ 50 °C[61].

Pro dehydrataci zluCovych kyselin byly také zkousSeny jiné anorganické
kyseliny jako H>SO4 a H3POy4, avSak ty se ukazaly byt neefektivni. Meze detekce
byly 0,5 umol/l pro CA a 1 umol/l pro CDCA. Metoda byla pouzita pro detekci CA
a CDCA ve vzorcich umélého a lidského séra po SPE extrakci na Cis kolonce.
Voltametrickou metodou byly pro vzorky lidského séra dosazeny vytéznosti 80-

90 % ve shodé s referenc¢ni metodou HPLC s fluorescenéni detekci.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Studovanymi latkami byly dvé zluCové kyseliny, a to cholova kyselina (o garantované
minimalni ¢istoté 98 %) a chenodeoxycholova kyselina (o garantované Cistoté minimalné 97
%). Dale byly pouzity konjugaty téchto zluCovych kyselin, a to s taurinem a glycinem, tedy
pfesné taurocholat sodny hydrat (o garantované Cistot€¢ minimalné 97 %),
taurochenodeoxycholat sodny (o garantované Cistoté minimalné 95 %), hydrat glykocholové
kyseliny (o garantované Cistot¢ minimalné 97 %) a glykochenodeoxycholat sodny (o
garantované Cistot€¢ minimalné 97 %). VSechny tyto latky byly dodany firmou Sigma-Aldrich,
Némecko. Posledni studovanou latkou byl dehydrata¢ni produkt chenodeoxycholové kyseliny,
oznacCeny jako VB-A-325. VB-A-325 byl syntetizovan na Katedie organické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Cistota této latky nebyla znama.

Dalsi pouzité chemikalie byly hydroxid sodny p.a. (Lach:ner, Ceska republika),
chloristan sodny monohydrat p.a. (Fluka Chemie, Svycarsko), kyselina chlorista 70% p.a.
(Lachema, Ceska republika), acetonitril p.a. (Penta, Ceska republika), acetonitril HPLC grade
(VWR international, Francie), acetonitril HPLC grade (Fisher Scientific, Spojené kralovstvi),
methanol HPLC grade (Honeywell, Eur. Community).

2.2  Pouzité pristroje

Elektrochemickd métfeni byla provedena na pfistroji potenciostat/galvanostat Autolab
PGSTATI128N (Metrohm Autolab, Nizozemsko) ovladaném pomoci softwaru Nova 1.11

(Metrohm Autolab, Nizozemsko).

Pro HPLC analyzu bylo pouzito HPLC systému UltiMate 3000 (Thermo Scientific
Dionex, Massachusetts, USA) s UV detektorem. Jako ovladaci prvek téchto pfistroji byl uzivan
software Chromeleon 7. Separacni kolonou byla Hypersil Gold Cig (100 mm x 4,6 mm vnitini
prumér x 5 um velikost castic). Elektrochemickou detekci zajistovala elektrochemicka
pracovni stanice Nanoampere (L-Chem, Ceska republika) s amperometrickym softwarem, jenz

byl vytvoren v prostfedi LabVIEW (National Instruments, Texas, USA).
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Pro pfipravu vzorkd byla vyuzita ultrazvukova lazen Polsonic Ultrasonic cleaner Sonic-6 a
magnetickd michacka s ohfevem Heidolph MR Hei-Standard s elektrickym ovladacem teploty
Heidolph EKT Hei-Con.

2.3  Priprava vzorkua

231 Priprava zasobnich roztoku standardi

Zasobni roztoky standarda byly pfipraveny z krystalickych latek ziskanych od firmy Sigma-
Aldrich kromé& VB-A-325, které bylo dodano z Karlovy Univerzity. Roztoky byly vzdy
pfipravovany rozpusténim znadmé navazky latky v acetonitrilu HPLC kvality. Kazda ze
zkoumanych latek ma jinou rozpustnost, a proto byly vzdy zasobni roztoky pfipravovany
s ohledem na tento fakt. Zasobni roztok CDCA byl piipravovan v koncentraci 1 x 10~ mol/l.
Zasobni roztok CA byl pfipravovan v koncentraci 2,5 x 10 mol/l. Zasobni roztoky konjugétti
s taurinem a glycinem byly piipraveny v koncentraci 1 x 10" mol/l. Zasobni roztok VB-A-325
byl piipravovan v koncentraci 1 x 107 mol/l. U vSech latek ale obzvlasté u konjugati byl
problém s rozpousténim, a proto bylo tfeba provadét rozpousténi v ultrazvukové lazni za
zvysSené teploty. Takto rozpusténé zasobni roztoky nevykazovaly zadnou nestabilitu po dobu

meéteni, pokud byly ulozeny v lednici.

2.3.2 Priprava roztoku pro voltametrii

Pro voltametrickd méfeni bylo vzdy pfipraveno 5 ml roztoku do odmérné banky. Roztoky byly
vzdy pfipravovany ze zasobnich roztokd dané Zlucové kyseliny, zasobniho roztoku 1 mol/l
kyseliny chloristé v acetonitrilu nebo roztoku 1 mol/l chloristanu sodného v acetonitrilu.
V ptipadé cholové a chenodeoxycholové kyseliny byly roztoky pfipraveny tak, aby bylo
dosazeno pozadované koncentrace zlucové kyseliny a vysledna koncentrace kyseliny chloristé
byla 0,1 mol/l. Po rysku byla baiika doplnéna acetonitrilem. Déle byly tyto roztoky zahfivany
po dobu péti minut ve vodni lazni pii teploté 50 °C. Tento krok je kriticky pro to, aby doslo
k dehydrataci pomoci kyseliny chloristé a vznikla elektrochemicky aktivni latka. Tyto
podminky byly prevzaty z prace Klouda et al. [61]. V piipadé VB-A-325 byl roztok pfipraven
obdobné, jen misto kyseliny chloristé byl jako elektrolyt pouzit chloristan sodny a jeho vysledna
koncentrace byla 0,1 mol/l. U tohoto vzorku jiz nebylo tieba provadét dehydrataci, jelikoz se

jedna o dehydratacni produkt.
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2.3.3 Priprava roztoku pro HPLC analyzu

Pro HPLC analyzu byla zvolena mobilni faze tvofena ze 70 % methanolem (kvality pro HPLC)
a z 30 % pufrem 50 mmol/l H3PO4/NaH2PO4 v deionizované vodé o pH 2,5 (byl pfipraven
titraci 0,05M H3PO4 roztokem 44% NaOH za pouziti pH metru s kombinovanou sklenénou pH
elektrodou) s pfidavkem 50 mmol/l NaClOs.

Vzorky pro HPLC analyzu byly pfipravovany do 1 ml Sroubovacich vialek, a to
z divodu, Ze nebylo tfeba velkych objemu a také v ramci uspory materialu. Vzorky VB-A-325
byly pfipravovany tak, aby bylo vzdy dosazeno pozadované koncentrace VB-A-325 a doplnény
acetonitrilem do objemu 0,5 ml. Kazdy vzorek se pro lepsi separaci nafedil 1:1 mobilni fazi

(viz vySe), a to do celkového objemu 1 ml.

Vzorky zluCovych kyselin a jejich konjugati byly vSak pfipravovany jinak, a to
z divodu potieby kroku dehydratace. Vzorky byly také ptipravovany do 1 ml Sroubovacich
vialek. Zde bylo vSak vzdy tfeba pfipravit dvojnasobnou koncentraci zluCové kyselin ¢i
konjugatu, a to proto, ze po provedeni dehydratace se vzorek natedil 1:1 s mobilni fazi. Bylo
tedy vzdy pfidano potiebné mnozstvi zékladniho roztoku zluCové kyseliny ¢i konjugatu,
kyseliny chloristé, a to tak aby bylo dosazeno jeji vysledné koncentrace 0,1 mol/l, coz bylo 100
ul 1 mol/l HC1Os. Roztok byl nasledné doplnén acetonitrilem do objemu 940 ul. Zde bylo
ponechano misto pro hydroxid sodny, ktery se dodaval po provedeni dehydratace pro upravu
vysledné acidity pfiblizné na pH 2. Pomoci experimentalnich méfeni bylo toto mnozstvi
zjisténo jako 60 pl 1 mol/l hydroxidu sodného. Tato Castecnad neutralizace byla provadéna
z divodu ochrany oktadecylsilikagelové stacionarni faze, ktera by mohla byt poskozovana
ptilis kyselym pH. Dehydratace probihala ve vodni 14zni pfi teploté 50 °C, a to po dobu 5 minut
u CA a CDCA a po dobu 15 minut u konjugati. V pfipadé smeésného vzorku byla zvolena doba
15 minut. Po této dehydrataci bylo pfidano 60 pl jiz dfive zminéného roztoku 1M NaOH.
Naslednym krokem bylo natfedéni vzorku 1:1 mobilni fazi. Takovy vzorek byl jiz pfipraven
k analyze. VSechny takto pfipravené vzorky neni mozné skladovat a vzorek musi byt
pfipravovan vzdy tésné pied analyzou. To je z divodu, ze i po Castecné neutralizaci dehydratace
stale probiha, maze tedy dochazet k dal§im chemickym procestim a tim se i snizovat mnozstvi

latky, kterou jsme schopni detekovat.
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2.4 Voltametrie

Vsechny voltametrické experimenty byly provadény s pouzitim tfielektrodového zapojeni.
Pracovnimi elektrodami byly dvé elektrody, a to elektroda ze skelného uhliku (GCE) anebo
elektroda z borem dopovaného diamantu (BDDE). Dale funkci referen¢ni elektrody zastavala
elektroda Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClOy v acetonitrilu. Platinovy dratek slouzil jako

elektroda pomocna. Méfeni byla provadéna v roztocich popsanych v kapitole 2.3.2.

24.1 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Meéfeni diferenénich pulznich voltamogramu studovanych latek, ato CA, CDCA a VB-A-325,
bylo provadéno za nasledujicich podminek: ekvilibracni €as 5 s, rozsah potencialt +0,2 az +1,4
V, rychlost skenu 50 mV/s, §itka pulzu 5 ms, modula¢ni amplituda 50 mV, potencial kroku 5

mV, interval mezi pulzy 0,1 s.

Meéfeni byla provadéna u vsech tii latek na obou elektrodach, a tedy jak na GCE, tak na
BDDE. Elektroda byla vzdy pted pouzitim pro analyzu vylesténa pomoci aluminy (0,05 um) a
alumina byla z elektrody splachnuta destilovanou vodou. Pfed samotnou analyzou byla v§ak
elektroda jesté oplachnuta acetonitrilem p.a., a to z divodu, aby bylo udrzeno prostfedi pro

voltametrickd méfeni co nejvice bezvodé.

2.5 HPLC analyza

Jako mobilni faze pro separaci zluCovych kyselin a jejich konjugati byla pouZita smés
methanolu a vodného roztoku pufru 50 mmol/l H3PO4/NaH2PO4 0 pH 2,5 s pfidavkem 50
mmol/l NaClO4 v objemovém poméru 70 : 30 (kap. 2.3.3). Prutokova rychlost byla nastavena

na 0,6 ml/min. Davkovani bylo provadéno preplnénim davkovaci smycky o objemu 50 pl.

Pro detekci separovanych analytd bylo vyuzito dvou detektorti zapojenych v sérii.
Prvnim byl UV detektor nastaveny na vinovou délku 200 nm. Druhym detektorem byl
elektrochemicky detektor, jenz byl sestaven z prutokové elektrochemické cely
s tiielektrodovym zapojenim. Pracovni elektrodou byla BDDE, referen¢ni Ag | 0,01M-AgNOs3,
IM-NaClO4 v acetonitrilu a pomocnou elektrodou byl platinovy dratek. Tato pratokova cela
byla typu wall-jet (obr. 13). Potencial analyz byl nastaven na +1,2 V a frekvence méteni byla 5

Hz.
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Obrazek 13 Elektrochemicka cela detektoru typu wall-jet. 1 — pomocnd elektroda, 2 — pracovni

elektroda, 3 — referencni elektroda, 4 — pritok z kolony, inspirovano [62]
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1  Vliv obsahu vody na voltametrickou odezvu Zlucovych kyselin

Jelikoz jsou zluCové kyseliny latky dosti nepolarni, bylo pro moznost jejich analyzy tieba zjistit,
jaky ma vliv obsah vody na jejich elektrochemickou oxidaci. Voda musela byt pfidana az po
procesu dehydratace, jelikoz pokud byla voda (¢i methanol) pfitomna pii procesu dehydratace,
tak tento proces neprobihal. Proto byly vSechny dehydratace provadény pouze v prostiedi
acetonitrilu. Méfen byl roztok CA o koncentraci 6 x 10 mol/l s obsahem pfidané vody

v rozsahu 0-30 %.

Pfi tomto méfeni bylo zjisténo, ze nejlepsi odezvu ma roztok bez pridané vody (obr. 14).
S rostoucim obsahem vody dochazelo ke snizovani proudu, avS§ak nedochéazelo k zdsadni zméné
tvaru piku (obr. 15). Jelikoz bylo pro HPLC separaci tfeba pouzit mobilni fazi s obsahem 30 %

vody, bylo zde potvrzeno, ze takovyto obsah vody stale ptinasi dosti intenzivni signal detektoru.
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Obrdzek 14 VIiv obsahu vody na proud DPV piku CA (6% 107 mol/l) v 0,1 mol/l HCIO4 v ACN.
Meéreno v trielektrodovém zapojeni: pracovni elektroda BDDE, referencni elektroda Ag |
0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClO4+v ACN , pomocnd platinova elektroda. Parametry DPV:
rychlost skenu 50 mV/s, modulacni amplituda 50 mV, Sirka pulzu 5 ms, interval mezi pulzy 0,1 s.

Chybové usecky reprezentuji smérodatné odchylky ze dvou opakovanych méreni.
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Obrdzek 15 Diferencni pulzni voltamogramy CA (6x107 mol/l) v 0,1 mol/l HCIO4 v ACN.
Meéreno v trielektrodovém zapojeni: pracovni elektroda BDDE, referencni elektroda Ag |
0,01 mol/l AgNOs, 1 mol/l NaClO4+v ACN, pomocnd platinova elektroda. Parametry DPV:

rychlost skenu 50 mV/s, modulacni amplituda 50 mV, Sirka pulzu 5 ms, interval mezi pulzy 0,1 s.

3.2 Kalibracni zavislost pro metodu DPV

Pomoci metody DPV byly méfeny roztoky VB-A-325, CA a CDCA. VB-A-325 bylo méfeno
v rozsahu koncentraci 1x10%-8x10° mol/l. CA byla méfena v rozsahu koncentraci 8x107°—
8x10° mol/l, a to z diivodu jeji §patné rozpustnosti v ACN. CDCA byla méfena v rozsahu
koncentraci 1x10#-8x10°mol/l. Pro toto méfeni bylo pouzito dvou pracovnich elektrod, a to
GCE a BDDE. Ob¢ elektrody maji dostate¢ny potencidlovy rozsah pro méfeni vSech téchto
latek, protoze vSechny latky se oxiduji pfi potencialu okolo +1,2 V. V pfipadé méreni CDCA
na GCE byl méfitelny pouze rozsah 1x10#-1x107 mol/l, a to z divodu, ze zdznam méfeni

koncentrace 8x10°%mol/l jiz nebylo mozné vyhodnotit.

Z regresnich parametrt kalibracnich ptimek (tabulka 1) byly vypoc¢teny meze detekce
(LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) a to pomoci rovnice 1 a rovnice 2. Parametr s, je odhad

smérodatné odchylky useku pfimky a parametr a je smérnice pfimky linearni zavislosti.
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Tabulka 1 Regresni parametry, LOD a LOQ pro kalibracni rady VB-A-325, CA a CDCA,

zmérené metodou DPV.

. Koncentra¢ni )
Zlu¢ova Smérnice a , LOD LOQ
) rozsah Elektroda Usek b (uA) R’
kyselina (A xI/umol) (umol/l) | (umol/l)
(umol/T)
VB-A- GCE 0.0479+0.0017 | 0.2792+0.0544 | 0,9935 | 17,81 59,37
5 1x104-8x10°
BDDE 0,0164+0,0010 0,0849+0,0974 | 0,9829 9,96 33,19
GCE 0,0247+0,0030 -0,083+0,1363 0,9435 24,92 83,08
CA 8x10°-8x10°
BDDE 0,0167+0,0004 | -0,0157+0,0190 | 0,9974 3,48 11,60
GCE 0,0089+0,0013 -0,0413+0,0802 | 0,9198 14,66 48,87
CDCA 1x104-8x106
BDDE 0,0044+0,0003 0,0044+0,0186 | 0,9733 3,40 11,32

Z kalibracnich zavislosti VB-A-325 (obr. 16) zle vypozorovat, ze u GCE bylo dosazeno
vys$si proudové odezvy v porovnani s BDDE, a to pfevazné u vyssich koncentraci. Na druhou

stranu hodnoty LOD a LOQ (tabulka 1) jsou v piipadé BDDE témé&f polovi¢ni oproti GCE.
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Obrdzek 16 Kalibracni zavislost VB-A-325 v koncentracnim rozsahu 1x10*-8x107 mol/l.
Meéreno bylo metodou DPV v roztoku 0,1 mol/l NaClO4v ACN s pouZitim trielektrodového
zapojenti: pracovni elektroda GCE/BDDE, referencni elektroda Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l
NaClO4 v ACN, pomocnd platinova elektroda. Parametry DPV: rychlost skenu 50 ml7s,
modulacni amplituda 50 mV, §irka pulzu 5 ms, interval mezi pulzy 0,1 s. Chybové usecky

reprezentuji smérodatné odchylky ze dvou opakovanych méreni.

V ptipadé kalibracni zavislosti CA (obr. 17) 1ze vidét, ze rozdil proudovych odezev na
obou pracovnich elektrodach jiz neni az tak velky, i kdyz stale GCE dosahovala vyssi proudové
odezvy nezli BDDE. V piipadé GCE je také pravdépodobné, ze u vyssich hodnot koncentrace
CA jiz kalibrace neni linearni. Markantni rozdil 1ze mezi GCE a BDDE nalézt v rozdilu LOD a
LOQ (tabulka 1), kde pro GCE jsou hodnoty oproti BDDE vice nez sedmkrat vyssi. Lze tedy

usoudit, ze pro analyzu CA pomoci DPV je jednoznacné lepsi pouzit BDDE.
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Obrdzek 17 Kalibracni zavislost CA v koncentracnim rozsahu 8% 10°-8x10* mol/l. Méreno
bylo metodou DPV v roztoku 0,1 mol/l HCIO4+ v ACN s pouZitim tiielektrodového zapojeni:
pracovni elektroda GCE/BDDE, referencni elektroda Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClO4
v ACN, pomocna platinovd elektroda. Parametry DPV: rychlost skenu 50 mV/s, modulacni
amplituda 50 mV, Sirka pulzu 5 ms, interval mezi pulzy 0,1 s. Chybové usecky reprezentuji

smérodatné odchylky ze dvou opakovanych mérent.

Kalibracni zéavislost pro CDCA (obr. 18) také ukazuje, ze GCE dosahuje vysSich
proudovych odezev nezli BDDE. Co se tyCe linearity kalibrace, tak GCE pravdépodobné
nedetekuje pii vysSich koncentracich linearné. Rozdil v LOD a LOQ (tabulka 1) mezi GCE a
BDDE je zde také znacné velky, a to tak, ze GCE ma hodnoty téchto mezi vyssi vice nez
Styfikrat. Navic v piipadé CDCA pfi nejnizsi méfené koncentraci (8x10™ mol/l) jiz ddvala GCE
tak maly proud piku, ze jej nebylo mozné vyhodnotit. Tim padem je tedy také pro DPV analyzu
CDCA vhodnégjsi vyuzit BDDE.
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Obrdzek 18 Kalibracni zavislost CDCA v koncentracnim rozsahu 1x 10*-8x 10°° mol/l. Méreno
bylo metodou DPV v roztoku 0,1 mol/l HCIO4v ACN s pouzitim titelektrodového zapojeni:
pracovni elektroda GCE/BDDE, referencni elektroda Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClO4
v ACN, pomocna platinovd elektroda. Parametry DPV: rychlost skenu 50 mV/s, modulacni
amplituda 50 mV, $ifka pulzu 5 ms, interval mezi pulzy 0,1 s. Chybové usecky reprezentuji

smérodatné odchylky ze dvou opakovanych mérent.

3.3  HPLC separace zZlucovych kyselin a konjugatia s UV a

amperometrickou detekci

Byla vyvinuta metoda pro analyzu zluCovych kyselin a jejich konjugatt pomoci HPLC separace
s UV a amperometrickou detekci. Jako stacionarni faze slouzil oktadecysilikagel, mobilni faze
byla slozena z methanolu a vodného roztoku pufru 50 mmol/l H3PO4/NaH>PO4o0 pH 2,5 (70/30)
s pfidavkem 50 mmol/l NaClO4 s pratokem 0,6 ml/min. Dehydratované zlucové kyseliny
(50 °C, 5 min — CA; 50°C, 5 min — CDCA; bez dehydratace — VB-A-325) i jejich konjugaty
(50°C, 15 min - T-CA; 50 °C, 15 min — T-CDCA,; 50 °C, 15 min — G-CA) se separovaly a byly
eluovany v redukovanych reten¢nich casech 4-30 minut. Redukovany reten¢ni cas cholové
kyseliny byl 12,7 min, chenodeoxycholové kyseliny 30 minut, taurocholové kyseliny 4,58 min,
taurochenodeoxycholové kyseliny 8,4 min a glykocholové kyseliny 6,39 min. V pfipadé
glykochenodeoxycholové kyseliny nebyl detekovan signal.
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3.3.1 UV detekce

UV spektrometricky detektor byl nastaven na vinovou délku 200 nm. Tato hodnota byla zvolena
na zakladé méfeni absorpCnich spekter jednotlivych latek (obr. 19). Jak je z téchto absorpcnich
spekter vidét, vSechny latky maji maximum u vinové délky 200 nm, popfipadée u jesté kratSich

vinovych délek. Z tohoto divodu byla zvolena pro detekci po HPLC separaci vinova délka 200

nm.
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Obrazek 19 Absorpcni spektra chenodeoxycholové kyseliny (CDCA), cholové kyseliny (CA),
VB-A-325, taurochenodeoxycholové kyseliny (T-CDCA), taurocholové kyseliny (T-CA),
glykochenodeoxycholové kyseliny (G-CDCA), glykocholové kyseliny (G-CA).

3.3.2 Hydrodynamické voltamogramy analyzovanych latek

Jelikoz bylo z predchozich voltametrickych meéteni ziejmé, ze se CA a CDCA po dehydrataci
v HCIO4 oxiduji vokoli potencialu +1,2 V,byl proto zvolen rozsah pro méfeni
hydrodynamickych voltamogramt +1,0 az +1,4 V (obr. 20). U potencialu +1,0 V nebyl
zaznamenan témér zadny signal, u potencialu +1,1 V jiz byl signal zfetelny. Jako nejvhodnéjsi
byl vybran potencial +1,2 V,kde je jak velkad intenzita signalu, tak také dobry pomér
signal/Sum. V pftipadé€ potenciald +1,3 V a +1,4 V byly zaznamenany velké hodnoty proudu
pozadi (obr. 21) a nékteré latky (G-CA a T-CDCA) jiz neposkytovaly proudovou odezvu

rozlisitelnou od Sumu.
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Obrazek 20 Hydrodynamické voltamogramy jednotlivych ldtek po jejich dehydrataci v HClO4
(50 °C, 5 min — CA, 5 min — CDCA, 15 min — T-CA, 15 min — T-CDCA, 15 min — G-CA).
Koncentrace roztokit CDCA byla pii méient 1x 10 mol/l, CA 5% 107 mol/l, konjugdtii 2,5% 107
mol/l. MF: methanol a vodny roztok pufru 50 mmol/l H;PO+/NaH2PO4 0 pH 2,5 (70/30)
s pridavkem 50 mmol/l NaClO4. Elektrochemicka detekce: Pracovni elektroda BDDE,
referencni Ag | 0,01 mol/l AgNOs3, 1 mol/l NaClOq v acetonitrilu, pomocna platinova elektroda.
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Obrazek 21 Graf zavislosti proudu pozadi na potencidlu pro méreni hydrodynamickych

voltamogramii.
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3.3.3 Vliv doby dehydratace na intenzitu signalu UV a amperometrického

detektoru

JelikoZ neni piesné znam proces dehydratace zluCovych kyselin a jejich konjugata kyselinou
chloristou, byl proto testovan vliv doby dehydratace na odezvu. Byly testovany ¢tyfi razné doby
dehydratace, a to 5, 15, 30 a 60 minut pii 50 °C. Tato teplota byla nalezena jako optimalni
v préaci Klouda et al [61]. Z naméfenych dat (obr. 22, 23) lze pozorovat, ze vSechny kyseliny
poskytovaly nejvyssi odezvu na obou detektorech pii dobé dehydratace 15 min, s vyjimkou
CDCA, jejiz odezva se s dobou dehydratace vyznamnéji neménila. Pro analyzu smési vSech

péti kyselin je proto nejvhodné;si doba dehydratace 15 minut.
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Obrazek 22 Zavislost plochy piku CA, CDCA, T-CA, G-CA a T-CDCA na dobé dehydratace.
Meérend koncentrace roztokii latek byla 2,5 107 mol/l. MF: methanol a vodny roztok pufru 50
mmol/l H3PO«+/NaH2PO4 0 pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClO4, UV detekce pri

vinové délce 200 nm.
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Obrazek 23 Zavislost plochy piku CA, CDCA, T-CA, G-CA a T-CDCA na dobé dehydratace.
Meérend koncentrace roztokii ldtek byla 2,5 107 mol/l. MF: methanol a vodny roztok pufiu 50
mmol/l H;PO4«/NaH2PO4 0 pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClO4. Elektrochemickd
detekce: Pracovni elektroda BDDE, referencni Ag | 0,01 mol/l AgNO3;, 1 mol/l NaClO4

v acetonitrilu, pomocna platinova elektroda.
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3.34 Kalibraéni zavislosti

Byly zkonstruovany kalibracni zavislosti v§ech studovanych latek pro oba pouzité detektory
(UV, ECD), kromé G-CDCA, nebot tato latka nebyla ani po dehydrataci detekovatelna. VB-
A-325, CA a CDCA byly vechny méfeny v koncentraénim rozsahu 1x10*-5x10 mol/1 (obr.
24, 25). T-CA, G-CA a T-CDCA byly méfeny v koncentraénim rozsahu 5x10°-5x10"° mol/l
(obr. 26, 27), jejich vyssi koncentrace nebylo mozné méfit z divodu Spatné rozpustnosti téchto

kyselin v ACN. Regresni parametry kalibracnich pfimek vSech latek jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Regresni parametry, LOD a LOQ pro kalibracni fady VB-A-325, CA, CDCA, T-CA,
G-CA a T-CDCA zmérené metodou HPLC s UV a elektrochemickou detekci (ECD) za pouZiti

BDDE jako pracovni elektrody.

. Koncentra¢ni
Zlucova , LOD LOQ
rozsah Detektor Smérnice a* Usek b** R?
kyselina (umol/l) | (umol/T)
(umol/1)
uv 0,6585+0,0144 | -0,0177+0,8086 | 0,9981 3,68 12,28
VB-A-325 | 1x10%4-5x10
ECD 0,8921+0,0590 | -2,7531+3,3085 | 0,9828 11,12 37,09
uv 0,3279+0,0061 | -0,5428+0,3418 | 0,9986 3,13 10,42
CA 1x104-5x10°
ECD 0,3863+0,0075 | -0,8927+0,4193 | 0,9985 3,26 10,85
uv 0,4961+0,0060 | -0,6809+0,3347 | 0,9994 2,02 6,75
CDCA 1x104-5x10°
ECD 0,8005+0,0178 | -1,9194+0,9991 | 0,9980 3,74 12,48
uv 0,3236+0,0149 | +0,1066+0,3825 | 0,9937 3,55 11,82
T-CA 5x105-5x10©
ECD 0,3023+0,0098 | -0,5404+0,2511 | 0,9969 2,49 8,31
uv 0,2019+0,0094 | -0,0026+0,2424 | 0,9935 3,60 12,01
G-CA 5x105-5x10©
ECD 0,1397+0,0089 | +0,4045+0,2286 | 0,9880 4,91 16,37
uv 0,1771+0,0135 | -0,2137+0,3461 | 0,9830 5,86 19,54
T-CDCA | 5x10-5x10%°
ECD 0,1455+0,0071 | +0,4386+0,1823 | 0,9929 3,76 12,54

*UV —mAUx]/pmol; ECD — pAx1l/umol

#¥UV — mAU; ECD — pA
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Obrazek 24 Kalibracni zavislosti pro VB-A-325, CA (dehydratace 5 min) a CDCA (dehydratace
5 min). MF: methanol a vodny roztok pufru 50 mmol/l H;PO4+/NaH2PO4 0 pH 2,5 (70/30)
s pridavkem 50 mmol/l NaClO4. UV detekce pri vinové délce 200 nm. Chybové usecky

odpovidaji smérodatnym odchylkam ze t/i opakovanych mérent.
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Obrazek 25 Kalibracni zavislost pro VB-A-325, CA (dehydratace 5 min) a CDCA (dehydratace
5 min). MF: methanol a vodny roztok pufru 50 mmol/l H;PO4+/NaH2PO4 0 pH 2,5 (70/30)
s pridavkem 50 mmol/l NaClO.. Elektrochemicka detekce: Pracovni elektroda BDDE,
referencni Ag | 0,01 mol/l AgNOs3, 1 mol/l NaClOq v acetonitrilu, pomocna platinova elektroda.
Chybové usecky odpovidaji smérodatnym odchylkam ze t7i opakovanych mérent.
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Obrazek 26 Kalibracni zavislosti T-CA (dehydratace 15 min), G-CA (dehydratace 15 min) a T-
CDCA (dehydratace 15 min). MF: methanol a vodny roztok pufru 50 mmol/l H;PO4/NaH>PO4
o pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClO4. UV detekce pri vinové délce 200 nm. Chybové

usecky odpovidaji smérodatnym odchylkdm ze dvou opakovanych méreni.

20

18

16 @ T-CA G-CA T-CDCA

[
N D

Plocha piku (LA min)
=
o

o N B OO ©

0 10 20 30 40 50

Koncentrace (umol/l)

Obrazek 27 Kalibracni zavislosti pro T-CA (dehydratace 15 min), G-CA (dehydratace 15 min)
a T-CDCA (dehydratace 15 min). MF: methanol a vodny roztok pufru 50 mmol/l
H3PO4/NaH>PO40 pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClOy. Elektrochemicka detekce:
Pracovni elektroda BDDE, referencni Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClO4 v acetonitrilu,
pomocna platinova elektroda. Chybové usecky odpovidaji smérodatmym odchylkdm ze dvou

opakovanych méreni.
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3.3.5 Méreni latek ve smési

Smés CA, CDCA, T-CA, G-CA a T-CDCA o koncentraci latek 9x10° mol/l se usp&iné
separovala na RP-HPLC Cjskoloné. Retencni ¢asy jednotlivych latek byly dosti rozdilné na to,
aby se latky separovaly az na zakladni linii. Jejich separace byla pozorovatelna jak na UV

detektoru (obr. 28), tak amperometrickém detektoru (obr. 29).

V porovnani jsou UV a amperometricky detektor minimalné srovnatelné. Vyhodou
amperometrického detektoru by mohla byt jeho selektivita detekce pouze elektrochemicky
aktivnich latek. V realnych vzorcich se totiz mohou vyskytovat 1 latky, které budou absorbovat
v UV oblasti vinovych délek okolo 200 nm a muzou tak zabrafiovat moznosti detekce,

popfipadé stanoveni jednotlivych Zlu¢ovych kyselin a jejich konjugati UV detektorem.

Dulezitym krokem této metody je proces dehydratace zluCovych kyselin a jejich
konjugati kyselinou chloristou. Bez této dehydratace totiz neni mozné latky detekovat, a to
v ptipadé CA a CDCA ani pomoci UV detektoru. Dehydratace pfi zahtati na 50 °C musela byt
také vzdy provadéna tésné pred analyzou a dehydratované vzorky nebylo mozné skladovat,
jelikoz proces dehydratace pravdépodobné probihal i za laboratorni teploty a mohlo dochazet
k neznamym reakcim a pfeménam latek. Kdyz byl vzorek ponechan stat po delsi dobu, klesala

intenzita signalu u obou detektord.
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Obrazek 28 UV chromatogram smési T-CA (1), G-CA (2), T-CDCA (3), CA (4) a CDCA (5) po
dehydrataci (50 °C, 15 min) o koncentraci 9x10° mol/l. MF': methanol a vodny roztok pufiu
50 mmol/l H;PO«/NaH>PO4 0 pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClO4. UV detektor:

vinova délka 200 nm.
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Obrazek 29 ECD chromatogram smési T-CA (1), G-CA (2), T-CDCA (3), CA (4) a CDCA (5)
po dehydrataci (50 °C, 15 min) o koncentraci 9% 10°° mol/l. MF: methanol a vodny roztok pufiu
50 mmol/l H;PO4«/NaH>PO40 pH 2,5 (70/30) s pridavkem 50 mmol/l NaClO.. Amperometricka
detekce: Pracovni elektroda BDDE, referencni Ag | 0,01 mol/l AgNO3, 1 mol/l NaClOy

v acetonitrilu, pomocna platinova elektroda.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem HPLC-UV-ECD metody pro stanoveni primarnich
zluCovych kyselin (cholové a chenodeoxycholové) a jejich konjugat s taurinem a glycinem.
Tyto latky nejsou elektrochemicky aktivni, av§ak po dehydrataci se elektrochemicky aktivnimi
stavaji.

Kyseliny cholova, chenodeoxycholova a jeji dehydratacni produkt (VB-A-325) byly
analyzovany pomoci diferencni pulzni voltametrie. Méteni byla provadéna v ttielektrodovém
zapojeni, kde pracovni elektrodou byla budto elektroda ze skelného uhliku, anebo borem
dopovana diamantova elektroda, referen¢ni elektrodou Ag | 0,01M AgNO3, 1M NaClOy4
v acetonitrilu a pomocnou platinova elektroda. Nejprve byl zkouman vliv obsahu vody na
voltametricky signal CA po dehydrataci v roztoku 0,1M HClO4 v acetonitrilu. Bylo zji§téno, ze
intenzita proudového signalu poklesne zhruba jen o pétinu ptivodni hodnoty s nartistem obsahu
vody na 30 % (v/v) a je tedy mozné provadét analyzy i1 pti tomto obsahu vody, ktery je vhodny
pro separaci zluCovych kyselin na reverznich fazich. Z kalibracnich zavislosti téchto latek
ziskanych metodou DPV pro obé elektrody lze vypozorovat, ze GCE ma vyS$si proudovou
odezvu, ktera vSak vykazuje horsi regresni parametry a také vyssi hodnoty meze detekce a meze
stanovitelnosti nezli BDDE. Z tohoto divodu byla pro elektrochemickou detekci po HPLC

separaci zvolena BDDE.

Pro analyzu zlu€ovych kyselin pomoci HPLC s UV a amperometrickou detekci byla
vyvinuta metoda, kde stacionarni fazi je oktadecysilikagel a mobilni faze se sklada z methanolu
a vodného roztoku pufru 50 mmol/l H3PO4/NaH2PO4 0 pH 2,5 v objemovém pomé&ru 70 : 30
s pfidavkem 50 mmol/l NaClO4. Pratok mobilni faze byl 0,6 ml/min. Za téchto podminek se
analyty ve smési délily az na zakladni linii. Parametry pro nastaveni detektort byly zjistény
experimentalné. Z absorp¢nich spekter jednotlivych zlucovych kyselin a jejich konjugati byla
pro detekci nalezena jako vhodna vinova délka 200 nm. Elektrochemicky detektor byl sestaven
z elektrochemické pratokoveé cely v tiielektrodovém zapojeni s pracovni BDDE, na kterou byl
pfivadén eluat z kolony, referen¢ni elektrodou Ag | 0,01M AgNO3, IM NaClO4 a pomocnou
platinovou elektrodou. Vhodny potencial pracovni elektrody +1,2 V byl urcen
z hydrodynamickych voltamogramii jednotlivych analyti. Zasadni vliv na intenzitu signalt
amperometrického i UV detektoru ma doba dehydratace analyta. Jako nejvhodnéjsi pro analyzu

smési zluCovych kyselin byla zjisténa doba dehydratace 15 min pii 50 °C.
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Kalibracni zavislosti jednotlivych latek pro oba pouzivané detektory byly linearni
v koncentraénim rozmezi 1x10*-5x10 mol/l pro CA, CDCA a VB-A-325 a 5x10°-5x10®
mol/l pro T-CA, T-CDCA a G-CA. Meze detekce se pohybovaly v jednotkach pmol/l pro oba
detektory. G-CDCA nemohla byt detekovana, jelikoz neposkytovala odezvu ani na jednom

z detektoru.

Vysledky ziskané v této praci ukazuji, ze potencial elektrochemické detekce zluCovych
kyselin a jejich konjugati mize byt znacny diky jeji vétsi selektivité v porovnani s UV detekci.
Lze predpokladat, ze u realnych vzorka by elektrochemicky detektor mohl do urcité miry
potlaCit pfipadny vliv elektrochemicky neoxidovatelnych slozek komplexni matrice
interferujicich s analyty pfi UV detekci. Dalsi vyzkum by tedy bylo vhodné zaméfit na analyzu
realnych vzorka a optimalizaci podminek jak jejich pfipravy, tak samotné analyzy. Vyhodou
HPLC-ECD metody je jeji jednoduchost, nizkd pofizovaci cena a malé provozni néaklady

v porovnani s jinymi komplexnéj§imi metodami.
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