UNIVERZITA KARLOVA

Prfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologické analyza

Karolina Petranova

VYVOJ VOLTAMETRICKYCH METOD PRO DETEKCI
ZLUCOVYCH KYSELIN A JEJICH KONJUGATU

Development of voltammetric methods for detection of bile acids and

their conjugates

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Karolina Schwarzova, Ph.D.

Praha 2023



rd

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla veskeré
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze pfipadné vyuziti vysledkil ziskanych v této praci mimo Univerzitu

Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne



Tato prace byla financn¢ podpofena granty Grantové agentury Univerzity Karlovy
(projekt GAUK 362621) a Grantové agentury Ceské republiky (projekt GACR 19-
112685).

Podékovani

Zde bych rada podékovala mé skolitelce doc. RNDr. Karoliné Schwarzové, Ph.D. za jeji
ochotu, cenné rady, pfipominky a veskerou pomoc béhem vypracovavani této prace.
Zaroven bych také rada podékovala RNDr. Janu Fischerovi, Ph.D. za ochotu vzdy pomoci
s jakymkoliv problémem a jeho vstficné rady. V neposledni fad€ bych rada pod¢€kovala své

roding, kterd mi byla oporou pii studiu i sepisovani této prace.



Abstrakt

Tato prace se vénuje studiu elektrochemickych vlastnosti zlucovych kyselin a jejich
konjugat.  Konkrétné¢ bylo pracovano s  kyselinou cholovou, kyselinou
chenodeoxycholovou, kyselinou taurocholovou, kyselinou taurochenodeoxycholovou,
kyselinou glykocholovou a kyselinou glykochenodeoxycholovou. Méteni probihala na
borem dopované diamantové elektrodé v prostfedi acetonitrilu a kyseliny chloristé,

s obsahem vody v roztoku 0,55 % metodou cyklické voltametrie.

Aby byly zlucové kyseliny elektrochemicky aktivni, je tieba nejprve provést jejich
dehydrataci, kterd probiha v reakci s kyselinou chloristou. Tato reakce vyZzaduje pomérné

dlouhy ¢as, proto byla urychlena zahfivanim slou¢enin ve vodni lazni.

Cilem této prace bylo zjiSténi podminek, za kterych Ize detekovat vzniklé
dehydrata¢ni produkty zlucovych kyselin. Byl zjistén obsah vody, ktery je mozny piidat do
roztoku po dehydrataci, aby byl voltametricky signdl stale stabilni. Déle bylo zjiSténo, ze
voltametrické stanoveni lze provést i v pH, které neni extrémné kyselé jako to, ve kterém

se provadi dehydratace. Na zavér byly sestaveny kalibracni zavislosti.

Kli¢ova slova

Borem dopovand diamantova elektroda, dehydratace, konjugaty Zlucovych kyselin,

oxidace, voltametrie, zlucové kyseliny



Abstract

The aim of this thesis is to study the electrochemical properties of bile acids and their
conjugates. Specifically, cholic acid, chenodeoxycholic acid, taurocholic acid,
taurochenodeoxycholic acid, glycocholic acid, and glycochenodeoxycholic acid were
studied. The measurements were carried out on a boron-doped diamond electrode in an
environment of acetonitrile and perchloric acid, with a water content of 0.55% in the

solution by method of cyclic voltammetry.

In order for bile acids to be electrochemically active, they must first be dehydrated,
which takes place in a reaction with perchloric acid. This reaction requires a relatively long

time, so it was accelerated by heating the compounds.

The goal of this work was to determine the conditions under which the dehydration
products of bile acids can be detected. The water content that can be added to the solution
after dehydration to keep the voltammetric signal stable was determined. Furthermore, it
was found that the voltammetric determination can be carried out even at a pH that is not
extremely acidic in which is the the dehydration carried out. Finally, calibration

dependencies were compiled.

Key words

Boron doped diamond electrode, bile acids, conjugates of bile acids, dehydration,

oxidation, voltammetry
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1 UVOD

Zluéové kyseliny maji v lidském téle mnoho nezastupitelnych funkci, podileji se
na traveni lipidi, pomdhaji udrzovat homeostazu cholesterolu, podileji se na degradaci
proteinil a slouZi 1 jako signalni molekuly [1]. Podili se také na metabolismu cholesterolu,

kde napomahaji udrzet jeho homeostazu [2].

Jejich stanoveni je Castym predmétem vyzkumt poslednich let. Je kladen diraz
na vyvoj metod, které by byly vyuzitelné v klinické praxi, jelikoZ Zlu€ové kyseliny jsou
vyznamnymi markery zejména onemocnéni jater [3]. Cilem je vyvoj metody, kterd by byla
rychl, cenové dostupna a zaroven i dostate¢né specifickd a citliva. Zludové kyseliny
nachazi uplatnéni ale i v dalSich oborech. Pfimo Zlu¢ové kyseliny se vyuzivaji pii 1é¢bé
vrozenych metabolickych vad tvorby Zlu¢i, nebo jako cholagoga a choleretika — tedy 1éCiva
podporujici tvorbu, uvolilovani a vyluCovani zluci. Je mozné je vyuzit také pii 1écbé
zlu¢ovych kamentl. Zlu¢ové kyseliny maji také velky potencial byt prekurzorem pro
mnohé nové latky. Existuji studie, které potvrzuji, Ze ze zlu¢ovych kyselin 1ze syntetizovat

antibiotika, protinadorova lé¢iva, nebo naptiklad molekularni senzory [1].

Klasické metody analyzy, které¢ se v soucasné dobé bézné uzivaji jsou obvykle bud'to
malo citlivé, nebo velmi ¢asové a finanéné narocné. Proto je kladen diiraz na vyvoj novych
metod a elektrochemické metody, které jsou zékladem této prace, mohou mit potencial pro
$irsi vyuziti v praxi [2].

Obecn¢ je zname, ze zluCové kyseliny se Spatn¢ detekuji — jejich molekuly neobsahuji
chromofory, ani nejsou elektrochemicky aktivni, bez ptedchozi aktivace, nejsou te¢kavé pro

stanoveni pomoci plynové chromatografie [4].

Detekce zluCovych kyselin v této praci je zalozena na sledovani elektrochemické
oxidace po piedchozi dehydrataci v prostiedi acetonitril — kyselina chloristd. Dehydrataci
vznikd produkt, ktery je nachylnéjsi k elektrochemické oxidaci a diky tomu je mozné

nasledné pozorovat odezvu v kladnych potencialech.
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1.1 Cil diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je popis elektrochemickych vlastnosti vybranych
zluCovych kyselin za pouziti borem dopované diamantové elektrody v prostiedi

acetonitrilu a kyseliny chloristé.

V literatufe jiz bylo popsdno chovani kyseliny cholové a chenodeoxycholové
ve zminovaném prostiedi na dané elektrodé [5, 6]. Hlavnim cilem této prace bylo studium

elektrochemického chovani analytt a jeho porovnani mezi sebou.

Konkrétnim cilem bylo promeéfit Casové zavislosti oxidace studovanych Zlu€ovych
kyselin v prostiedi acetonitrilu a kyseliny chloristé. Nejprve byla provadéna dehydratace

zluCovych kyselin a jejich konjugati a nasledné byla provadéna jejich oxidace.

Experimenty byly zamétfeny na optimalizaci podminek pro dehydratacni krok reakce,
jejichZ cilem bylo urychleni reakce. Nasledné byly studovany podminky, za kterych lze
detekovat vzniklé produkty dehydratace. Konkrétn€ se jednalo o mnozstvi vody, pfitomné
v zékladnim elektrolytu a pH. Poslednim z cili této prace bylo prométeni jednotlivych

kalibrac¢nich zavislosti a uréeni zakladnich charakteristik metody.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Zludové kyseliny

Zludové kyseliny jsou organické latky, které jsou koncovym metabolitem
v metabolismu cholesterolu (struktura viz. obr. 1). Jejich chemicka struktura je velmi
rozmanita diky mnozstvi biochemickych drah, ve kterych figuruji, a pti kterych mohou
vznikat [3]. Jsou to steroidni molekuly s amfifilnim charakterem [7]. Jejich ndzvoslovi
je slozité, jelikoz vznikalo vyrazné dfive, neZ byla znama jejich struktura. Prvni Zlucové
kyseliny byly izolovany ze Zlu¢i na pocatku 19. stoleti, kdy nebylo zndmo témef
nic o jejich biochemii a struktufe. Zlutové kyseliny se proto pojmenovavaly podle

organismu, z nichz byly izolovany [3].

Zluéové kyseliny, které jsou syntetizovany z cholesterolu v hepatocytech, se nazyvaji
primarni zlucové kyseliny [3]. Mezi primarni zlucové kyseliny Clovéka se tadi kyselina
cholova, kyselina chenodeoxycholovd a jejich konjugéty s taurinem a glycinem [8].
Sekundarni Zlu€ové kyseliny vznikaji z primarnich modifikacemi bakteriemi [3].
U clovéka se nejCastéji vyskytuje kyselina litocholovd a deoxycholova [8]. Primdrni
zlucové kyseliny jsou nasledné v jatrech konjugovany s taurinem, nebo glycinem [9]. Tyto
konjugaty jsou Casto oznacovany jakozto zluCové soli, jelikoz v dasledku nizkého pKa

a uplné ionizace se vyskytuji pfevazné jako anionty [8].

Prevaznd vétSina Zlucovych kyselin podléhda po sekreci do stfeva reabsorpci a vraci

se do jater, kde jsou znovu vychytavany. Tento proces se nazyva enterohepatalni cyklus

[9].

HO

Obr. 1: Struktura cholesterolu (prevzato a upraveno z [7])
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2.1.1 Struktura Zluéovych kyselin

Zakladem struktury zlucovych kyselin je steroidni jadro (obr. 2.) slozené ze tii
nasycenych Sestiuhlikovych kruhti (znaceni A, B, C) a jednoho pétiuhlikatého (D). Na toto
steroidni jadro je navazan kratky alifaticky postranni fetézec. U ¢lovéka je jadro ZluCovych
kyselin zakiivené, diky cis-konfiguraci kruhu A a B [10]. Kazda Zlu€ova kyselina obsahuje
na poslednim uhliku (C,;) alifatického postranniho fetézce karboxylovou skupinu. Zaroven
jsou na tomto fetézci piitomné hydroxylové skupiny, jejichZz poloha a mnoZstvi
je charakteristicka vzdy pro konkrétni zlucovou kyselinu. Spoleénym znakem vSech
zlucovych kyselin je umisténi hydroxylové skupiny v poloze C;[11].

Zlu¢ové kyseliny se ve vodnim prostedi spojuji a vytvaii jednoduché micely. Maji viak
schopnost solubilizovat lipidové dvojvrstvy a vytvaret smiSené micely, ¢ehoz je vyuZzivano

pti traveni tuk [7].

Obr. 2: Struktura steroidniho jadra véetné daného cislovani a znaceni.

Od prvniho objevu krystalickych zlu¢ovych kyselin probiha vyzkum jejich struktury.
Zejména v odvétvi organické chemie bylo provedeno mnoho vyzkumi, které objasnily

zakladni konstituci zlucovych kyselin, ale naptiklad i jejich stereochemii [1].

Zlu¢ové kyseliny se déli do dvou zékladnich skupin, a to Ca; a Cas, podle celkového
poctu atomt uhliku ve struktufe. C,; Zlu€ové kyseliny maji postranni fetézec o délce Cs
a Cy ZluCové kyseliny obsahuji postranni fetézec Cs. Do téchto skupin patii prevazna
vétSina zndmych zlucovych kyselin vyskytujicich se u obratlovcd. U savcll pievazuji

zlucové kyseliny s 24 uhliky [3].
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2.1.2  Vlastnosti Zlu¢ovych kyselin
Jak jiz bylo feceno, zlu¢ové kyseliny jsou amfifilni molekuly. Maji dv¢ ¢asti, které jsou
rozdilné — oznacuji se a a B. Cast molekuly a je hydrofilngjsi a obsahuje hydroxylové

skupiny, B ¢ast molekuly je hydrofobnéjsi a nema hydrofilni substituenty [12].

Rozpustnost Zlucovych kyselin ve vodé je ddna jejich strukturou, a to jak strukturou
jadra a ptipadnych substituenti na ném, tak strukturou postranniho fetézce. Zarovein miize
byt také ovlivnéna prostorovou orientaci substituentli. DalSim zisadnim faktorem
rozpustnosti je pH roztoku a pK, zlu¢ovych kyselin [13]. Pokud bychom brali v potaz
zlucové kyseliny studované v této praci, jejich rozpustnost ve vodé se bude pomé&rné 1isit —
zélezi na struktufe molekul a jejich forme€. Obecné lze ale fici, Ze jejich rozpustnost
ve vod¢ je mald. Se zvySujicim se pH roste jejich rozpustnost, dokud neni dosazeno
kritické micelarni koncentrace. Pti dosazeni kritické micelarni koncentrace se rozpustnost
zlucovych kyselin stava v podstaté neomezenou [14]. Hodnoty rozpustnosti jednotlivych
zlucovych kyselin ve vodé, jejich kritickd micelarni koncentrace a hodnoty pKa jsou

uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Hodnoty rozpustnosti ve vode, jejich kritickée micelarni koncentrace (CMC)
apKa kyseliny cholové (CA), chenodeoxycholové (CDCA), glykocholové (GCA),
glykochenodeoxycholové (GCDCA), taurocholové (TCA) a taurochenodeoxycholové
(TCDCA). Zdroj [15].

Zluéova kyselina Rozpustnost ve vode CMC ve vode pKa
[umol dm™] [mmol dm™]
CA 273 13 52
CDCA 27 9 6,2
GCA 32 12 3,8
GCDCA 7 6 4,3
TCA - 10 <2
TCDCA - 7 <2
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Elektrochemické vlastnosti Zlucovych kyselin a metody detekce

Zakladni struktura Zluovych kyselin, kterd je tvofena steroidnim jadrem, neni sama
o sob¢ elektrochemicky aktivni. Celkové lze ftici, ze elektrochemické vlastnosti celé
skupiny steroidii zavisi na funkcnich skupindch jednotlivych sloucenin, které jsou

navazany na steroidni jadro a na piritomnosti dvojnych vazeb v jadru [16].

I kvili této skuteCnosti neexistuje velké mnozstvi pramentil, zabyvajicich
se elektrochemickou analyzou zlu¢ovych kyselin. V ¢lanku od autortt Nesmérak, Peckova
jsou shrnuty poznatky do roku 2012 [17]. Dal$i posuny a poznatky shrnul ve své praci
Klouda et al. [16].

Diky struktufe Zlu¢ovych kyselin mize probihat jejich oxidace i redukce. O redukci
zluCovych kyselin bylo do soucasnosti publikovdno jen malo. Lze nalézt clanek
o stanoveni zluCovych kyselin na klasické kapajici rtutové elektrodé, kde byly
stanovovany zlucové kyseliny v 1éCivych pfipravcich [18]. Dalsi prace zabyvajici
se redukci ZluCovych kyselin byly provedeny na Piirodovédecké fakult€ univerzity
Karlovy v Praze, kde byly na toto téma vypracovavany bakalarské a diplomové prace.
Konkrétn¢ Kristyna JelSikova se zabyvala vyvojem elektroanalytickych metod pro detekci
zlucovych kyselin obsahujicich 7a hydroxylovou skupinu [6], redukci Zlucovych kyselin
na rtutovych elektrodach se zabyvaly dalsi kvalifikaéni prace [19, 20, 21, 22, 23].
Elektrochemické redukce zlu¢ovych kyselin je charakterizovana pikem, ktery se objevuje

v rozmezi potenciali —1150 mV az — 350 mV [18].

Oxidace zlu¢ovych kyselin v potencidlovych oknech béznych elektrodovych materialt
neni mozné vzhledem k tomu, ze zlu€ové kyseliny maji nasycené steroidni jadro a nemaji
snadno oxidovatelné funk¢ni skupiny. Celkové bylo této problematice vénovano teprve
malo ¢lankid a vyzkum. V laboratofi Univerzity Karlovy vSak probihaji vyzkumy, které
se touto problematikou zabyvaji. Podafilo se prokdzat moznosti oxidace Zlucovych kyselin
v nevodném prostiedi (acetonitril-chloristan sodny) a v prostfedi acetonitril-kyselina
chlorista, kdy je v roztoku piitomno piiblizné 0,55 % vody. Bylo zjisténo, ze v prostiedi
acetonitril-kyselina chlorista poskytuje kyselina cholové a chenodeoxycholova na borem
dopované diamantové elektrodé (BDD) dobie vyvinutou anodickou odezvu v oblasti
kladnych potenciali, jejichz hodnota je okolo +1,2 V oproti Ag/AgNO; [2, 24]. Kyselina
chloristd v acetonitrilu aktivuje primarni zlu€ové kyseliny. Acetonitril zde slouzi jako
podplrny elektrolyt a zaroven jako dehydratacni ¢inidlo. Primarni zlucové kyseliny

v tomto prostiedi prochdzeji dehydrataci a vysledna molekula pak miize byt snadno
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oxidovana na elektrodach, jako je BDD, platina nebo skelny uhlik. Oxidace je umoznéna
diky zavedeni dvojné vazby do molekuly pti dehydrataci. Pfredpokladany prubéh reakce
jeuveden na obr. 3. Tato chemickd reakce probiha tak, aby bylo mozné zaznamenat
nasledny voltametricky signal, pouze u priméarnich Zlucovych kyselin. A to diky
ptfitomnosti 7a-hydroxylové skuping, kterd je pro vznik nenasyceného analogu primarnich

zluCovych kyselin nezbytna [2].

=
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Obr. 3: Predpokladany priibéh dehydratacniho kroku reakce kyseliny chenodeoxycholové s

kyselinou chloristou. Prevzato a upraveno dle [24].

Elektrochemické metody nejsou v bézné praxi pro studii zluCovych kyselin pftilis

vyuzivany. Obecné lze tyto metody rozd¢lit na ptimé a nepiimé [2].

Jednou zvyvinutych metod je nepiima elektrochemicka detekce pomoci tisténé
uhlikové elektrody. Zluéové kyseliny se v této metod& prevadéji na 3-ketosteroidy pomoci
3-a-hydroxysteroiddehydrogenazy v ptitomnosti NADH. Dochazi kredukci NAD®
na NADH. NADH poté miZe byt oxidovano na povrchu elektrody, vznikly signal lze
detekovat a nasledn¢ spocitat celkovou koncentraci zlucovych kyselin ve vzorku. Tato
metoda je vhodnou alternativou k enzymatickym testim. Oproti nim je levnéjsi, citlivéjsi,

Setii reagencie a jeji presnost 1 vytéznost je dostacujici pro vyuziti v klinické praxi [25].

Zlu¢ové kyseliny, jakozto alifatické alkoholy, jsou ve voltametrii prakticky
elektrochemicky neaktivni. V nedavné studii vSak bylo zjiSténo, Ze ZluCové kyseliny lze
chemicky aktivovat in situ pouzitim 0,1 M HCIO, v acetonitrilu, které slouzi jako zakladni
elektrolyt a také jako dehydratacni Cinidlo. Takto aktivovand molekula muize nasledné
pomérn¢ snadno podstoupit elektrochemickou oxidaci na elektrodach jako je platinova,
borem dopovana, nebo ze skelného uhliku. K této oxidaci dochazi pii potencialu piiblizné

+1,2 V oproti Ag/AgNOs v acetonitrilu. Oxidace je usnadnéna zavedenim dvojné vazby do
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molekuly pocatecni dehydrataci. Bylo zjisténo, ze hlavni primdrni zlu¢ové kyseliny (CA
a CDCA), mohou byt za téchto podminek oxidovany, a to diky pfitomnosti 7a-
hydroxylové skupiny, ktera se nachéazi v antiplanarni poloze k axidlnimu 8B-protonu —
to ¢ini molekulu velice nachylnou k dehydrataci. Sekundarni zlucové kyseliny jsou

za stejnych podminek elektrochemicky neaktivni z diivodu rozdilné struktury [2].

2.1.3 Biosyntéza Zlucovych kyselin

Zluéové kyseliny se vyskytuji zejména v jatrech, Zluovych cestich a v tenkém
a tlustém stfevé. Zasadni funkci Zluovych kyselin je traveni lipidd a podpora vylucovani
cholesterolu. Biosyntéza zluCovych kyselin je jednou ze tfi regulacnich cest v udrzeni
homeostazy cholesterolu a hraji zde tedy nezastupitelnou roli [2]. Krom toho ale také
denaturuji proteiny v potrave, ¢imz zvySuji rychlost jejich Stépeni pankreatickymi enzymy.
Maji také antimikrobiélni G&inky [3]. Zlu¢ové kyseliny také slouzi jako signalni molekuly
[4], ovliviluji mnoho metabolickych drah, vcetné vlastni biosyntézy, nebo

enterohepatalniho obéhu [1].

Jak jiz bylo fe€eno, Zlucové kyseliny vznikaji metabolismem cholesterolu. Cholesterol
je steroidni latka, kterd se u€astni mnoha dalSich biochemickych cest. Podili se na fluidité
biologickych membran, jejich stavbé, je substratem syntézy mnoha biologicky
vyznamnych latek. Také je regulatorem genové transkripce, degradace proteint,
enzymovych aktivit a byva zapojeny do programované bunééné smrti. Z toho plyne,
ze je pro lidsky organismus nepostradatelny [26]. Vznik zluCovych kyselin je jednou
z moznosti degradace cholesterolu, ktera probiha v jatrech. Enzymy, které cholesterol
metabolizuji, jsou cytochromy P450 [27]. Existuje vice moznych cest piemény
cholesterolu na zlucové kyseliny. Dv€ hlavni cesty se nazyvaji klasickd (neutralni)
a alternativni (kyseld) [28].  Pii klasické cest¢ vzniku kyselin nejprve dochazi
k hydroxylaci cholesterolu v poloze 7a [27]. Celkové je proces degradace cholesterolu
velmi slozity, zahrnuje nejméné 17 enzymu a raznych transportnich proteinti [28]. Schéma
metabolismu cholesterolu a jeho pfemény na primarni a sekundarni Zlucové kyseliny

je uvedeno na Obr. 4.
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Obr. 4: Schéma metabolismu cholesterolu a biosyntézy zlucovych kyselin. Prevzato

a upraveno dle [29].
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2.1.4 Vyznam Zlucovych kyselin

Vzhledem k existenci mnohych poruch v biosyntéze zluCovych kyselin ma jejich
stanoveni vyznam v klinické praxi [2]. MlzZe dojit k poruSe sekrece zlu¢ovych kyselin,
jejich reabsorpce, €i jejich zpracovani v tlustém stfeve. Jejich stanoveni je vyuzivano
pii diagnostice jaternich poruch, maji vyznam u pacientl s cukrovkou, ¢i zanétlivym
onemocnénim stfev [30]. Mnozstvi zluCovych kyselin v séru je uziteCnym ukazatelem

jak pro screening, tak pro diagnostiku onemocnéni jater [25].

Krom vyznamu v klinické praxi maji zlu¢ové kyseliny své misto i ve farmakologii.
Zlu¢ové kyseliny, & jejich analogy maji terapeuticky potencial pii 16¢bé jaternich
onemocnéni, nebo napiiklad i diabetes mellitus. Zluové kyseliny se také podavaji

pfi vrozenych metabolickych chorobach, kdy miiZze byt snizena tvorba Zlucovych kyselin
[1].

Zlu¢ové kyseliny mohou byt také vyuzivany pro syntézu novych molekul. Provadgji
se chemické modifikace zlucovych kyselin, pfi kterych se vyuziva struktura steranového
jadra, které ma dand chirdlni centra a dal$i moznosti vazby pro uhliky. Byly provedeny
studie, kdy se ze zlu€ovych kyselin vyvinula antibiotika, 1é¢iva protinddorové a antivirové

terapie, nebo molekularni senzory [1].

2.1.5 Studované Zluéové kyseliny

V této praci bylo studovano 6 zlucovych kyselin — kyselina cholova (CA), kyselina
chenodeoxycholova (CDCA), kyselina glykocholova (GCA), kyselina
glykochenodeoxycholova (GCDCA), kyselina taurocholovd (TCA) a kyselina
taurochenodeoxycholova (TCDCA), jejich struktury jsou uvedeny na obr. 5.

U cloveka tvoti priblizné 40 % vSech zlucovych kyselin kyselina cholova, dalsich 40%

kyselina chenodeoxycholova a 1-3 % konjugaty téchto kyselin s glycinem a taurinem [30].

Cholova kyselina se terapeuticky vyuziva pii defektu nékterého zenzymi tvorby
zlucovych kyselin [31]. Vjatrech je syntetizovdna z cholesterolu a nasledné
je konjugovana s taurinem, nebo glycinem. Je to latka nerozpustna ve vode¢, ale rozpustna

v ethanolu. V izolovaném stavu je to bila krystalicka latka [32].

Kyselina chenodeoxycholova je dalSi primarni zluCovou kyselinou. Syntetizovéana
je také v jatrech a vyskytuje se ve vysokych koncentracich ve zluci. Terapeuticky

se vyuziva k rozpousténi cholesterolovych zlucovych kament. Jeji hlavni funkei v téle
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je rozpousténi cholesterolu, inhibice produkce cholesterolu v jatrech a absorpce
ve sttevech. Stejné jako kyselina cholova je to bild krystalicka latka, ve vod¢ je pomérné

obtizné rozpustna, jeji rozpustnost v alkoholu je vyssi [33].

Kyselina taurocholova je konjugat cholové kyseliny s taurinem. U savcl se obvykle
vyskytuje jako sodnd sul ve Zzlui. Je to nazloutld krystalickd sloucenina, podilejici
se na emulgaci tuki [34]. Dal$im konjugatem kyseliny cholové je kyselina glykocholova.
Stejné jako taurocholova kyselina je to krystalicka latka, ktera se podili na emulgaci tuki.

Také se nejcastéji vyskytuje jako sodna sil [35].

Kyselina taurochenodeoycholovd je konjugidtem kyseliny chenodeoxycholové
s taurinem. Obvykle se ve zluc¢i vyskytuje jako sodna stl. V téle pasobi jako detergent
pro solubilizaci tukli. Ve farmakologii se pouziva jako cholagogum a choleretikum, tedy
jako 1é¢ivo zvySujici tvorbu, uvoltovdni a vylucovani Zlu¢i [36]. Kyselina
glykochenodeoxycholovd je konjugatem kyseliny chenodeoxycholové s glycinem,
pro kterou  plati  stejné  charakteristiky, jako jsou uvedeny u kyseliny

taurochenodeoxycholové.
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Obr. 5: Struktury zlucovych kyselin. A - cholova kyselina, B — glykocholova kyselina, C —
taurocholova kyselina, D - chenodeoxycholova kyselina, E — glykochenodeoxycholova

kyseliny, F — taurochenodeoxycholova kyselina.

2.2 Metody stanoveni Zlu€ovych kyselin

Vzhledem ktomu, ze se ZluCové kyseliny piirozené¢ vyskytuji v Sirokém rozmezi
koncentraci a obvykle v komplexnich biologickych matricich, jsou pro jejich stanoveni
potieba pokrocilé analytické metody. V klinickych laboratofich jsou nej€astéji pouzivané
enzymatické metody, ale ty poskytuji jen omezené informace o jednotlivych Zlu€ovych
kyselinach. Mnohem vice informaci pfinasi pokroc€ilé analytické metody, jako je plynova
a kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie a nukledrni magneticka rezonancni
spektrometrie [4]. Zasadnimi vlastnostmi metod jsou vysoka selektivita a citlivost, tak aby
bylo mozné stanovovat i malé koncentrace a rozlisit velké mnozstvi izomert piitomnych
ve vzorcich [37]. V klinické praxi je také zaroven kladen duraz na rychlost analyzy, proto
metody, u nichz je nutnd dlouhd pfiprava vzorki, nejsou optimalni a je snaha o nalezeni

rychlej$ich metod [2].
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2.2.1 Enzymatické metody

Enzymatické metody poskytuji pomémé rychlé a jednoduché stanoveni celkového
obsahu zlu¢ovych kyselin. Pravé proto patfi k nejuzivanéjSim metodam v klinickych
laboratofich. NejjednodusS$im testem je méfeni fluorescence NADH generované 3a-

hydroxysteroid dehydrogenazou se Zlu¢ovymi kyselinami v ptitomnosti NAD" [38].

Enzymatické metody jsou vyuzitelné pro stanoveni nejbéznéji se vyskytujicich
zluCovych kyselin, a to jak volnych, tak jejich konjugatd s glycinem a taurinem ve ZIuci.
Samotné analyze musi predchdzet separace denaturovanych proteind. Citlivost

enzymoveého testu miZze byt zvySena pouZitim bioluminiscence a enzymu luciferazy [39].

2.2.2 Chromatografické metody

Protoze jednotlivé Zlucové kyseliny jsou klinicky vyznamné a maji rozdilné
fyziologické funkce, je potfeba selektivni a specifickd metoda pro kvantifikaci zlu€ovych

kyselin [4].

Jednou z chromatografickych metod, které je mozné vyuzit k rozliSeni primarnich
a sekundarnich Zluovych kyselin a jejich glycinovych a taurinovych konjugati
je chromatografie na tenké vrstvé (TLC) [40]. Byla jednou z prvnich metod, pouzivanych
pro separaci zlu¢ovych kyselin. V soucasné dobé se pouzivéa zejména ke sledovani pribéhu
chemické ptemény zlucovych kyselin [39]. Vyhodna je zejména pro svij relativné rychly
a levny postup. LepSich separaci lze dosahnout pii pouziti dvourozmérné TLC separace

[40].

Dalsi vhodnou metodou je vysokouUc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC), ktera
se pii analyze zluCovych kyselin vyuziva velmi casto. Oproti diive diskutovanym
technikdm poskytuje HPLC lepsi citlivost 1 separaci analytl v komplexni matrici. Zvoleni
konkrétni metody chromatografie, detektoru a kolon zavisi na ucelu analyzy a typu
analyzovaného vzorku [4]. Napiiklad hlavni ZluCové kyseliny v lidské Zluci 1ze oddélit
na kolon¢ C18 s reverzni fazi za méné nez 30 minut [39]. Pokud jsou Zlu¢ové kyseliny
ve vzorku v nizSich koncentracich (nM) vyuzivda se predkolonové derivatizace,
coz poskytuje zlepSeni citlivosti a rozliSeni detekce. Mez detekce této metody byla
stanovena na hodnoty 6,1 102 pumol dm™ a limit kvantifikace na 0,12 umol dm™.

Pro stanoveni konjugovanych Zlu€ovych kyselin se pouzivd iontova parova
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chromatografie, coz zlepSuje selektivitu [41].

Dalsi vyznamnou metodou v analyze Zlucovych kyselin je spojeni chromatografickych
technik, zejména HPLC, s hmotnostni detekci (MS). Vyznacuji se vysokou citlivosti
a Sirokymi moznostmi vyuziti [4]. Tandemovd MS byla nejpouzivanéjsi metodou
pro analyzu zlucovych kyselin v poslednich dvaceti letech [37]. Nejcastéji vyuzivané
ioniza¢ni techniky jsou elektrosprejovd, chemicka ionizace za atmosférického tlaku a
ionizace urychlenymi atomy, ve spojeni s hmotnostnimi analyzatory — iontovou pasti,
praletovym analyzdtorem nebo iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou
transformaci. Pouziti hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci s linearni
iontovou pasti vedlo k identifikaci 17 Zlu€ovych kyselin, véetné jejich taurinovych a
glycinovych konjugatii. Metoda vykazovala stonasobny linearni dynamicky rozsah a mez

kvantifikace se pohybovala mezi 10 a 50 pg [42].

Nejcastéji se v soucasnosti vyuziva chromatografie na reverzni fazi, kterd umoziuje
volbu pritoka 1 rozmért kolony. Dilezitym faktorem je také volba pH mobilni faze — to
ovlivituje jak samotnou chromatografickou separaci, tak ionizacni vlastnosti zZlu¢ovych
kyselin. V soucasnosti je popsano n¢kolik rtiznych metod spojeni HPLC a MS, které se
vyuzivaji k analyze zlucovych kyselin. Tyto metody lze pouzit pro identifikaci zlucovych
kyselin na zdklad€ jejich hmotnosti. Pokud chceme posuzovat strukturu a nemame
k dispozici referen¢ni standardy, je vhodnéjsi vyuzit tandemovou MS vyuzivajici MS/MS
fragmentacni vzory. Konjugované a nekonjugované zlucové kyseliny totiz poskytuji

charakteristické fragmentacni vzory v MS/MS [4].

Dalsi moznou chromatografickou metodou je plynova chromatografie (GC),
coZ je technika pro tékavé a polotdkavé slouceniny v plynném stavu. Zlucové kyseliny jsou
ale obvykle diky své struktufe malo té¢kavé a pred GC je tedy potieba provést derivatizacni
krok, aby bylo mozné latky separovat a analyzovat. S rozvojem detek¢nich technik, jako
je detekce elektronového zachytu, nebo plamenova ioniza¢ni detekce, se moznosti analyzy
zlucovych kyselin rozsifily a je mozna jejich detekce i1 ve zluci, séru, nebo stolici. Ale stale
je tato technika velice ¢asové naroéna a jeji vyuzivani je omezené [43]. Casovou naro&nost
metody lze zlepsit pouzitim kapilarnich kolon. Tim se zéaroven zleps$i i rozliSeni.
Pro stanoveni nizkych koncentraci latek se Casto kombinuje s hmotnostni spektrometrii
(GC-MS) [39]. Jeji vyznam byl viak nejvétsi v minulém stoleti. Uginnost separace je sice
lepsi nez u HPLC-MS a poskytuje i vice strukturnich informaci, ale samotné analyze

predchazi zdlouhavé ptiprava. Ta vyzaduje skupinovou frakcionaci, hydrolyzu konjugatii
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apripravu tékavych derivati. GC-MS je tedy metodou vhodnou zejména

pro nekonjugované Zlucové kyseliny [37].

2.2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je metoda zaloZzend na rozdilné elektroforetické mobilité
sloucenin v elektrickém poli. Vyhodou metody je jednoduchost a rychlost analyzy a také
vysoka ucinnost. Nevyhodou vSak je, Ze mnoho molekul konjugovanych, nebo
nekonjugovanych druhti zlu€ovych kyselin mé stejny ndboj a témét identickou velikost,
coz vede k tomu, Ze maji podobné elektroforetické mobility a separace je neuspokojiva.
Lepsi vysledky poskytuje micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie, ale stale
je vSak jen vedlejSi metodou v analyze ZluCovych kyselin, zejména kviili své nizkeé

citlivosti [37].

2.3 Borem dopovana diamantova elektroda

V poslednich letech jsou diamantové elektrody pro elektrochemické aplikace Castym
predmétem zkoumani. Je to zejména diky jejich Sirokému potencidlovému oknu, nizkému
Sumu pozadi, chemické inertnosti a mechanické odolnosti. Tyto vlastnosti ma diamant diky
svému uspoiadani — sp® hybridizaci uhliki a tetraedrické vazbé [44]. Piirodni diamant vSak
nelze pouzit jako elektrodovy materidl, jelikoz se jednd o polovodi¢ s velmi vysokym
vlastnim odporem. V borem dopovaném diamantu je, jak uz z ndzvu vyplyva, zaclenén
bor. Protoze bor mé o jeden elektron méné nez uhlik, a ma maly atomovy polomér,
je snadno zaclenén do struktury diamantu, kde slouzi jako akceptor naboje. Zvysuje tedy

vodivost a kinetiku pfenosu elektronti v diamantu [45].

Diky vSestrannosti BDD elektrod je mozné s jejich pomoci detekovat velké mnozstvi
riznych analytli. A to s nizkymi detek¢nimi limity, velkou pfesnosti a stabilitou. Dalsi
vyhodou, oproti jinym elektroddm je stabilizace proudu pozadi, které je velice rychlé.
Siroké vyuziti BDD elektrod prameni ztoho, Ze mnohé analyty jsou oxidovany
az pti vysokych pozitivnich potencialech, které na bézn¢ uzivanych elektrodach mohou byt
mimo potencidlové okno elektrody [44]. U BDD elektrod byva potencidlové okno

az do hodnot kolem +3,5 V [46].

Obecné je potencidlové okno vymezeno limitnimi reakcemi, které na elektrodé
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probihaji. U BDD elektrody jsou to katodicky vyvoj (inik) vodiku a anodicky vyvoj
kysliku. K témto dé&jim dochdzi z divodu absorpce vody na povrch elektrody a jeji

nasledné elektrolyzy [47].

Nejcasteji pouzivané materialy pro elektrody v elektrochemii jsou platina, zlato a rizné
formy sp2-vdzaného uhliku. Tyto materidly jsou ale néachylné k pasivaci povrchu
elektrody, coz nésledné zvySuje kapacitni proud (proud pozadi), ¢imz se snizuje pomer
signalu analytu k Sumu a tim se snizuje i reprodukovatelnost stanoveni. U BDD elektrod

ke pasivaci povrchu prakticky nedochézi [45].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzivané chemikalie

3.2

Acetonitril (> 99,9 %, Honeywell, USA)

Kyselina chlorista (70 — 72 %, Penta, Chrudim, CR)
Ferrokyanid draselny (Lachema, Brno, CR)

Lestici smés — roztok aluminy (Elektrochemické detektory, Turnov, CR) o blize
nespecifikované velikosti ¢astic v deionizované vodé

Kyselina fosfore¢na (85 %, Penta, Chrudim, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Chemapol, Praha, CR)

Kyselina octova (99 %, Penta, Chrudim CR)

Octan sodny trihydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny (99 %, Mach chemikalie, Slezska Ostrava, CR)
Dusiénan stiibrny (Penta, Chrudim, CR)

Chloristan sodny (Penta, Chrudim, CR)

Pouzivané pfistroje a zatizeni

Eco—Tribo Polarograf (Eco—Trend Plus, Praha, Ceské republika)

Borem dopovanad diamantova elektroda o priméru 3 mm a plose 7,1 mm?
(BioLogic, Seyssinnet — Pariset, Francie)

Platinova elektroda (typ ETP-CZ — P1101)

Pleskovova bezvoda elektroda (stifbrny dratek ponofeny v roztoku 0,01 mol dm™
AgNO; a 1 mol dm™ NaClO, v acetonitrilu)

Véahy Nimbus (Adam Equipment, Oxford, USA)

Magnetické michadlo WiseStir MSH-20D (Wisd Laboratory Equipment, Grafstal,
Svycarsko)

Ultrazvukova lazen digitalni ELMASONIC tady P (Tovatech, Plano, USA)

3.3 Studované latky

Studované latky byly kyselina cholova (> 98 %), kyselina chenodeoxycholova (= 97 %),
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taurocholat sodny (> 97 %), glykocholat sodny (> 97 %), taurochenodeoxycholat sodny
(=95 %), glykochenodeoxycholat sodny (= 97 %), vSechny od firmy Sigma — Aldrich

(Némecko). Veskeré zasobni roztoky byly ptfipraveny v acetonitrilu o koncentraci

1-10*mol dm™.

3.4 Metody a postup méteni, zpracovani dat

3.4.1 Elektrochemické méreni
Pouzivanou metodou méfeni byla cyklicka voltametrie, pro kterou byl pouzivan
potenciostat Eco-Tribo polarograf se softwarem MultiEIChem 3.2.1.. Vyjimkou jsou

koncentraéni zavislosti, které byly méfeny metodou diferencni pulsni voltametrie (DPV).

Veskera méteni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni, borem dopovana
diamantova elektroda, tvofend BDD diskem vloZzenym do elektrodového téla, které je
z PEK (polyetherketonu), byla pfed kazdym méifenim lesténa po dobu 15 s pomoci
suspenze aluminy v deionizované vodé¢ na lestici podloZce. Jako referentni elektroda byla
pouzita Pleskovova nevodna elektroda (stéibrny dratek ponofeny v roztoku 0,01 mol dm™

AgNOs a 1 mol dm™ NaClO, v acetonitrilu) a jako pomocna platinova elektroda.

Zékladnim elektrolytem pro méfeni byla 0,1 mol dm kyselina chloristd v acetonitrilu,
pokud neni uvedeno jinak. Tento roztok obsahuje 0.55 % vody (urceno titraci podle Karla
Fishera [2]), kterd pochazi ze zasobniho roztoku koncentrované kyseliny chloristé a
acetonitrilu, ktery nebyl pro pfipravu roztokii vysusovan. Studované roztoky zluCovych
kyselin a jejich konjugath byly méfeny pii koncentraci 5 - 10° mol dm™. Rychlost

polarizace pfi cyklické voltametrii byla 100 mV s

Me¢feni byla provadéna ve tfech cyklech, pokud neni uvedeno jinak. Pro prezentaci
vysledka jsou vyuzivany vzdy prvni cykly z daného méteni. Pied samotnymi métfenimi byl
vzdy proméfen zdkladni elektrolyt. Mezi jednotlivymi meéfenimi byla pracovni BDD
elektroda vzdy prelesténa. V grafech jsou pro piehlednost uvadény pouze doptedné skeny,

z diivodu prehlednosti graft.

Pti vyhodnoceni kiivek byla vZdy odectena hodnota signdlu zékladniho elektrolytu
pii ur¢itém potencidlu od hodnoty signdlu métené¢ho roztoku zlucové kyseliny nebo jejich

konjugétu.
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3.4.2 Dehydratace Zlucovych kyselin

V prvni fazi méfeni byla dehydratace zlucovych kyselin a jejich konjugati provadéna
samovolné za laboratorni teploty v prosttedi 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé v acetonitrilu.
Dehydratacni krok je nezbytny, aby bylo mozné zlucové kyseliny néasledné oxidovat a
ziskat tak voltametrickou odezvu. Predpokladany prabéh reakce je uveden v teoretické
casti prace na obr. 3 v kapitole 2.1.2.1 Elektrochemické vlastnosti zlucovych kyselin a

metody detekce.

Pro zkraceni dehydratace bylo nédsledné provadéno zahtivani roztoku sledované zlucové
kyseliny v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny chlorist¢ v acetonitrilu. Zahfivani bylo
provadéno ve vodni lazni. Odmérna banka s ptipravenym roztokem byla vlozena do vodni
lazné o teploté 50 °C, kterd byla udrZzovana. Po pfedem stanoveném casovém useku bylo
zahtivani ukonceno a analyzovany roztok ihned ochlazen ve studené vodé¢, aby doslo
k okamzitému zpomaleni az zastaveni probihajicich chemickych reakci. Nasledné bylo

provedeno voltametrické métent.

3.4.3 Priprava pufri
Na méfeni produktti dehydratacni reakce zlu¢ovych kyselin v prostfedich o riznych pH

byly pfipraveny tfi pufry o riznych pH tak, aby pokryly celou skalu pH.

Ptipraven byl octanovy pufr o pH = 5,0 a fosfatovy pufr o pH = 2 a pH = 7.

Koncentrace pro viechny pufry byla zvolena stejnd, a to ¢ = 10 mmol dm™.

Octanovy pufr byl pfipraven odvazenim piesného mnozstvi trihydratu octanu sodného
a presného objemu kyseliny octové. Tato mnoZzstvi byla zjiSténa vypoctem. Fosfatovy pufr
byl obdobné ptipraven z dihydrogenfosforecnanu sodného a kyseliny fosfore¢né
propH=2,0 a zdihydrogenfosfore¢nanu sodného a hydrogenfosforecnanu disodného

pro pH =7,0.

3.4.4 Zpracovani a vyhodnoceni dat

Pro vyhodnoceni namétenych kiivek byly vyuzity nasledujici programy: MultiEIChem
(Polaro-Sensors, CR), OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, USA), Microsoft Excel
2016 (Microsoft Corporation, USA).
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUSE

V této kapitole jsou shrnuty dosazené vysledky prace, zejména elektrochemickych
vlastnosti vybranych zZluCovych kyselin a jejich konjugati v prostiedi acetonitrilu
a kyseliny chloristé. Méteny byly kyselina cholova, kyselina chenodeoxycholova, kyselina
glykocholové, kyselina glykochenodeoxycholova, kyselina taurocholovd a kyselina

taurochenodeoxycholova.

4.1 Charakterizace BDD elektrody

Prvnim provedenym méfenim byla charakterizace BDD elektrody pomoci roztoku
hexakyanozeleznatanu draselného (K4[Fe(CN)¢]). Tato latka poskytuje signal
jak v katodické, tak anodické oblasti proudt. Zjistovan byl vliv lesténi BDD elektrody
suspenzi aluminy na lestici podlozce na redoxni odezvu [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)s]*". Nejprve
byl zmétfen signdl bez vyleSténi elektrody a nésledné pii lesténi v riznych casovych
intervalech, konkrétn€ 5s, 10sa 15s.

Zobr. 6. je patrné, Ze pii lesténi dochazelo k mirnému snizeni rozdilu potencidlu
katodického a anodického piku AE, z hodnoty 130,3 mV na hodnotu 75,5 mV. Tato
hodnota svéd¢i o quazireversibilnim charakteru oxidace/redukce a relativné rychlé kinetice
pienosu elektronu, jelikoz hodnota AE, se blizi teoretické hodnoté pro reversibilni

jednoelektronovy déj 59 mV. Po lesténi 15 s byl signal ustaleny. Proto byla pro veskera

dal$i méfeni zvolena optimalni doba lesténi pracovni elektrody 15 s.
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E,V

Obr. 6: Cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)sJ*" o koncentraci 1 mmol dm™
v 1 mol dm™ chloristanu draselném. Cyklické voltamogramy jsou zaznamendny bez lesténi
(oznaceno 0 s) a nasledné s lestenim BDD elektrody po dobu 5 s, 10 s a 15 s. Rychlost
polarizace byla 0,1 Vs

4.2 Casovy prabéh dehydratace a elektrochemické oxidace Zlu¢ovych
kyselin a jejich konjugatt

Elektrochemické chovani kyseliny cholové a chenodeoxycholové jiz ve svych pracich
popsal Klouda [48, 24], ktery se v€noval studii jejich vlastnosti v prostfedi kyseliny
chloristé v acetonitrilu. V této diplomové praci byly kromé samotnych zlu¢ovych kyselin
studovany 1 jejich konjugaty a cilem bylo zjistit, zda jsou jejich elektrochemické vlastnosti
obdobné jako u Zluovych kyselin a zda je mozné i konjugity ZluCovych kyselin
stanovovat elektrochemicky.

Bylo studovano elektrochemické chovani zlucovych kyselin a jejich konjugati
v prostfedi s minimalnim obsahem vody (0,55 %), 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé v

acetonitrilu. Byl sledovan casovy pribéh dehydratace a nésledné oxidace jednotlivych

studovanych slouc¢enin — voltamogramy z tohoto méfeni jsou uvedeny na obr. 7. Byl
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sledovan postupny narust signdlu az do jeho ustileni v pfedem urcenych casovych

intervalech.

Méteni bylo provadéno v rozmezi potencialu od 0 V do +2,0 V metodou cyklické
voltametrie. Rychlost polarizace byla 0,1 V s™'. Pro lep§i nazornost jsou voltamogramy
zobrazovany az od +0,8 V, jelikoz bylo zjisténo, ze veskeré métené slouceniny poskytuji

signal kolem +1,1 V.

I, uJA
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O
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——45min
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|
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Obr. 7: LS voltamogramy A) cholové kyseliny, B) chenodeoxycholové kyseliny, C)
glykocholové kyseliny, D) glykochenodeoxycholové kyseliny, E) taurocholové kyseliny, F)
taurochenodeoxycholové kyseliny. Koncentrace Zlucovych kyselin ¢ =5 - 107 mol dm™
v 0,1 mol dm™ kyseliné chloristé v acetonitrilu (obsah vody 0,55 %). Rychlost polarizace
elektrody 100 mV s~', méfeno od 0 Vdo +2,0 V. Prvni voltamogram byl zaznamendn
bezprostiedné po smiseni roztoku zlucové kyseliny s acetonitrilem a pridani kyseliny
chloristé. Nasledujici voltamogramy byly méreny v urcitych casovych intervalech, které

Jsou uvedeny v legendé. Cernou barvou je vdy zndzornén zdkladni elektrolyt.

Z obr. 7 je patrné, Ze veSkeré métené ZluCové kyseliny a jejich konjugaty poskytuji

viditelné signaly v podobné oblasti potencialu. Signal kontinudlné nartsta az do casu
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120 minut, kdy byl jiz u vSech métenych latek stabilni a nedochazelo k jeho navySovani.

V Tabulce 2 jsou shrnuty potencidly, pii kterych poskytuji Zlu€ové kyseliny a jejich
konjugaty odezvu po 120 minutach od pfipravy roztoku. Z tabulky je patrné, Ze jednotlivé
slouceniny poskytuji signal v oblastech potencialli, které jsou si velice blizké. Pokud
bychom chtéli metodu vyuzit pro kvalitativni analyzu, nebylo by to mozné. Potencialy
od sebe nejsou natolik vzdalené, aby bylo s urcitou jistotou mozné identifikovat, o kterou

z métenych latek se jedna.

Tabulka 2: Potencial prvniho a druhého piku jednotlivych mérenych zZlucovych kyselin a

jejich konjugatii po 120 minutdach dehydratacni reakce.

CA CDCA  GCA GCDCA TCA TCDCA
1.pik [V] 1,16 1,28 1,19 1,11 1,18 1,17
2.pik [V] 1,48 1,44 1,36 1,39 1,38 1,46

Na nésledujicim grafu (obr. 8) je uvedena zavislost vysky proudu na ¢ase pro jednotlivé

meéfené zlucové kyseliny.
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Obr. 8: Zavislost vysky proudu I, pri potencidalu v maximu piku na case od doby pripravy
v meéreného roztoku, pro kyselinu cholovou (m) (E, = +1,191 V), chenodeoxycholovou (e)
(E, = +1,215 V), glykocholovou (o) (E, = +1,170 V), glykochenodeoxycholovou (©)
(E,=+1,157 V), taurocholovou (™) (E, = +1,167 V) a taurochenodeoxycholovou ()
(E, = +1,172 V). Koncentrace Zlucovych kyselin ¢ =5 - 107 mol dm™ v acetonitrilu
a 0,1 mol dm™ kyseliné chloristé. Rychlost polarizace elektrody 0,1V s™'. Méreno
v prostiedi acetonitrilu a kyseliny chloristé (obsah vody 0,55 %).

Z grafu (obr. 8) je patrné, ze s narGstajicim ¢asem se zvySuje i velikost odezvy.
U jednotlivych zlucovych kyselin je nariist proudu rizny. Tento narlst je zptisoben
zvySovanim koncentrace elektroaktivnich produkt dehydratacni rekce v Case. Je patrné, ze
kyselina chenodeoxycholova poskytuje celkové nejvyssi a nejlépe detekované signaly. 1
z toho diivodu byla vyuzita v dalSich pracich pro studium mechanismu reakce dehydratace
i oxidace [1]. Oproti tomu kyselina cholové poskytuje signaly nejmensi. Nelze ale fici, Ze

by konjugaty kyseliny chenodeoxycholové vykazovaly vysSi signaly nez konjugaty
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kyseliny cholové. Naopak konjugaty kyseliny cholové vykazuji vyssi proudy, nez

konjugaty kyseliny chenodeoxycholové.

Timto méfenim bylo potvrzeno, Ze konjugaty Zlucovych kyselin se v daném prostiedi
a za danych podminek chovaji obdobnég, jako samotné zlu¢ové kyseliny a je mozné

je elektrochemicky detekovat.

4.3 Vliv zahfivani méfeného roztoku na voltametrickou odezvu

Jak je patrné z vysledki uvedenych v piedchozi kapitole, ustaleni odezvy zlucovych
kyselin je casové naro¢né. Limitujicim krokem je probihajici dehydratace, ktera probiha
postupné v ¢asovém horizontu ptiblizné 120 minut, jak bylo zjisténo v pfedchozim méfeni.
Pro dal$i méfeni bylo potieba zkratit tuto dobu, a s tim zkratit i dobu vSech ptipadnych
naslednych analyz.

Obdobnou problematikou se jiz zabyvali Klouda [5] a JelSikova [6], z jejichz praci byla
pfevzata optimalni teplota 50 °C, pro urychleni dehydratace zlucovych kyselin
pii zahfivani, coZ vyrazné zjednodusilo tento proces.

Zahtivani roztoku zlucovych kyselin v prostfedi acetonitrilu a kyseliny chloristé
probihalo ve vodni 1azni pfi stalé teploté 50 °C. Zjistovana byla optimalni doba zahiivani,
pti které bude signal dosahovat obdobnych hodnot, jako pii méfeni Casovych zavislosti

a zaroven bude stabilni.

Jako prvni byla prométena kyselina chenodeoxycholova — obr. 9.
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Obr. 9: LS voltamogramy chenodeoxycholové kyseliny (c = 5 - 107 mol dm™) v 0,1 mol
dm™ kyseliné chloristé v acetonitrilu, rychlost polarizace elektrody 0,1 V s™, zobrazujici
zavislost proudu na potencialu pri ruzné dlouhém intervalu zahvivani roztoku — ihned
po pripravé roztoku, po 2 min, 5 min, 10 min, 15 min a 20 min. Zahvivani bylo provedeno
ve vodni lazni pri teploté 50 °C, po stanovené dobé byl roztok ihned ochlazen, aby byly

zastaveny veskeré probihajici reakce.

Z grafu (obr. 9) je patrné, Ze signal se navySoval az do 10 minut, kde je maximalni
anadale pak uz nenarGsta a je stabilni. Je tedy ziejmé, ze zahtivani po urcitou dobu
ve vodni l4zni vyhiaté na 50 °C lze vyuZit pro urychleni dehydratace. Signal je poté
obdobny, jako po tom, co probihala samovolna dehydratace ve stejném prostiedi po dobu

dvou hodin.

Nasledn¢é byla obdobné¢ proméiena Casova zavislost zahtivani pro cholovou kyselinu —

obr. 10.
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Obr. 10: LS voltamogramy cholové kyseliny (¢ = 5 - 107 mol dm™) v 0,1 mol dm™ kyseliné
chloristé v acetonitrilu, rychlost polarizace elektrody 0,1 V s, zobrazujici zavislost
proudu na potencialu pri rizne dlouhém intervalu zahvivani roztoku — ihned po priprave
roztoku, po 5 min, 15 min, 30 min a 45 min. Zahiivani bylo provedeno ve vodni lazni pri
teplote 50 °C, po stanovené dobe byl roztok ihned ochlazen, aby byly zastaveny veskeré

probihajici reakce.

Z grafu (obr. 10) je patrné, Ze chovéni kyseliny cholové pii zahfivani ve vodni lazni
(t=50 °C) je rozdilné od chovani kyseliny chenodeoxycholové. Po pétiminutovém
zahtivani je chovani obou kyselin obdobné — signal s ptibyvajici dobou zahtivani nartsta.
Kdyz byla ale kyselina cholova zahtivdna déle nez 5 minut, zacal se tvofit novy pik
v oblasti + 0,7 V, zaroveii s tim signdl v oblasti + 1,2 V nejprve dale nartstal. S ptibyvajici
dobou zahtivani vSak doslo ke zméné tvaru piku a nasledné poté od 30 minut zacal signal
ktery vznikd jen u CA a u CDCA kobdobné reakci nedochédzi. Tvorba tohoto
dehydrata¢niho produktu je spojena s C-12a-hydroxylovou skupinou kyseliny cholové.
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Zaroven je mozné tohoto poznatku vyuzit krozliSeni voltametrické odezvy kyseliny

cholové a kyseliny chenodeoxycholové [2].

Pro ucely této prace a analyzu zluCovych kyselin je podstatny signal v oblasti + 1,2 V,
ktery odpovidd samovolné dehydrataci kyseliny v zékladnim elektrolytu. Tento signal byl
nejvyssi pii pétiminutovém zahtivani, kdy jesté neprobihaly zadné dal$i reakce a vznikal
pouze tento sledovany signal. Z tohoto diivodu nebyla nariistu nového signdlu vénovana
dalsi pozornost a jako optimalni doba zahtivani pro obé kyseliny byl zvolen ¢as 5 minut,
kdy jsou oba signdly stabilni. Dosazené vysledky se shoduji se zavéry, které byly popsany
v praci zabyvajici se studiem moznosti analyzy zluovych kyselin v séru pomoci

voltametrie [2].

Optimalizace doby =zahfivani byla provedena pouze pro kyselinu cholovou
a chenodeoxycholovou s predpokladem, ktery se zakladd na ptedchozich méfenich,
ze konjugaty budou vykazovat obdobné chovani. Veskera dal§i meéfeni byla tedy
provadéna po zahtati roztoku urcité kyseliny, nebo jejiho konjugatu v acetonitrilu

a 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé ve vodni lazni pii teploté 50 °C.

ProtoZze nckteré analyzy, jak v této praci, ale zejména poté potencionalni dalSi méfeni
naptiklad HPLC, ¢i jiné techniky v dalSich vyzkumech, jsou ¢asové naro¢né, bylo nutné
ovefit, zda je signal, ziskany po zahifivani ve vodni 1dzni stabilni. Byla proto zjistovéana
opakovatelnost méieni pro veskeré métrené latky. Studované latky byly nejprve zahtaty
ve vodni ldzni o dané teploté, po dobu 5 minut. Nésledn¢ byly schlazeny ve vodé
na laboratorni teplotu, opét ve vodni lazni, aby byly ihned zastaveny jakékoliv dalsi
pfipadné reakce, probihajici pfi delSim zahtivani, a ihned prométeny. Poté byl prométen
signal danych ZluCovych kyselin vzdy 10x po sobé, mezi kazdym méfenim byla elektroda
ptelesténa. Ze ziskanych hodnot byly vypocteny smérodatné odchylky, které jsou shrnuty

spolu s vysledky méfeni v nésledujici tabulce.
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Tabulka 3: Opakovatelnost méreni pro jednotlivé Zlucove kyseliny a jejich konjugdaty
po zahiivani ve vodni lazni o teploté 50 °C po dobu 5 minut. Koncentrace Zlucovych
kyselin ¢ =5 - 107 mol dm™ v 0,1 mol dm™ kyseliné chloristé v acetonitrilu. Rychlost
polarizace elektrody 100 mV s™. Vyhodnoceno z méreni provedeného po Sminutovém
zahrivani analyzovaného roztoku ve vodni lazni pri 50 °C, bylo provedeno deset po sobé

Jjdoucich méreni, mezi kazdym meérenim byla BDD elektroda vylesténa.

CA CDCA GCA GCDCA TCA TCDCA
I[pA] 1,827 1,083 1,024 0,713 0,646 0,818
s [pHA] 0,053 0,036 0,030 0,019 0,028 0,029
RSD [%] 5,28 3,59 3,00 1,92 2,83 2,94

Z provedenych méfeni jejichz vysledky jsou shrnuty v tabulce 3, je patrné Ze veSkeré
studované latky jsou po zahiati stabilni minimdlné¢ po meéfenou dobu, coz odpovida
60 minutam, ale lze predpokladat, Ze budou stabilni 1 nadéale. VeSkera dalSi méteni byla
tedy provadéna se zluCovymi kyselinami, které byly nejprve zahtaty po dobu 5 minut

ve vodni 14zni na 50 °C a nasledné zchlazeny, aby se zastavily ptipadné probihajici reakce.

Pokud bychom dosazené proudy porovnali s témi, kterych bylo dosazeno pti samovolné
dehydrataci (obr. 8), je patrné, ze u kyseliny cholové a taurocholové doslo k pomérné
vyraznému navySeni proudu. Pii samovolné dehydrataci byla vySka proudu kyseliny
cholové po 120 minutach pfiblizné + 1,3 V, po zahtivani byl proud o 0,5 V vyssi. U GCA
doslo také k navySeni, i kdyZ mensimu, konkrétn¢ o asi 0,1 V. U CDCA naopak doslo
k pomérn€ vyraznému snizeni proudu — pii samovolné dehydrataci byl ptiblizn¢ + 1,6 V a
po zahtivani byl pouze 0,7 V, coz je témét 1 V rozdil. U GCDCA doslo také ke snizeni
proudové odezvy, ale pouze o cca 0,2 V. Vysky proudu u TCDCA byla v obou ptipadech
srovnatelnd. Celkové lze ale fici, Ze proudové odezvy byly dostatecné¢ vysoké, aby bylo

mozné zlucové kyseliny dobte rozpoznat.

4.4 Zavislost anodické odezvy na obsahu vody v zakladnim elektrolytu

V dal§im kroku vyvoje metody byl zkouman vliv obsahu vody v zakladnim elektrolytu
na anodicky signal pii méteni. VZdy byl nejprve zméten zékladni elektrolyt, poté samotna
zlucova kyselina po zahiati 5 minut na 50 °C a nasledné¢ byla do roztoku postupné

piidavana deionizovand voda v takovém mnozstvi, aby odpovidala pozadovanému
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procentualnimu obsahu vody. Zlu¢ové kyseliny byly stejné jako u piedchozich méfeni

o koncentraci 5 - 107 mol dm™.

Tato méfeni byla provadéna zejména z divodu dalSiho rozvoje metody, jako
je elektrochemickd detekce pro HPLC. Vzhledem ktomu, ze ve voltamometrickych
meéfenich je zakladni elektrolyt Cisté organicky s minimdlnim obsahem vody a velice
kysely, bylo zkoumano, do jaké miry lze tyto podminky ménit, aby byl anodicky signal

zlucovych kyselin stale pfitomny a dostatecné stabilni.

V nésledujicich grafech (obr. 11) jsou shrnuty ziskané vysledky pro jednotlivé Zlu¢ové

kyseliny.
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Obr 11: Zavislost proudu na procentudlnim obsahu vody u jednotlivych Zlucovychy kyselin
(c =5 - 107 mol dm™). Méreni bylo provadéno v zakladnim elektrolytu — 0,1 mol dm™
kyseliné chloristé v acetonitrilu, po dehydrataci zahrivanim po dobu 5 minut ve vodni ldzni
o teplote 50 °C. A) cholova kyselina, B) chenodeoxycholova kyselina, C) glykocholova
kyselina, D) glykochenodeoxycholova  kyselina,  E)  taurocholova  kyselina,
F) taurochenodeoxycholova kyselina. Nejistota pro n = 3 je vyjadiena pomoci smérodatné

odchylky.
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Z grafi je patrné, ze s piibyvajicim procentualnim mnozstvi vody v zdkladnim
elektrolytu klesa anodicky signal Zlu¢ovych kyselin. U jednotlivych kyselin se ale strmost
poklesu pomérné¢ vyrazné lisi. Stejné tak je pro nékteré kyseliny optimalni minimalni
procento vody, tedy 0,55 %, které se vyskytuji v roztoku z kyseliny chloristé — kyselina
chenodeoxycholova a glykochenodeoxycholovd. Pro taurocholovaou kyselinu,
glykocholovou kyselinu a cholovou kyselinu je optimdlnich 10 % vody v roztoku.

Kyselina taurochenodeoxycholva ma optimum az pti obsahu vody v roztoku 20 %.

Dalsi moznosti, jak modifikovat obsah vody v roztoku bylo jeji pfidani do roztokl pred
dehydrataci. Z ¢lanku zabyvajiciho se studiem voltametrického stanoveni Zzlucovych
kyselin v séru je znamé, ze pokud je obsah vody v zdkladnim elektrolytu vyS$i nez
zminovanych 0,55 % v momentu, kdy probihd dehydratace, dochdzi ke sniZzovani
oxida¢niho signalu. Pfi vy$§im obsahu vody miZe dojit k Gplnému zastaveni reakce a

oxidacni signal pak nelze naméfit vibec [2].

Teoreticky je tedy mozné méfit signdl 1 ve vodnych roztocich, ptipadné napiiklad
v roztocich pufri, je ale mozné je k roztoku piidavat az po probéhlé dehydrataci zlucovych
kyselin. Pro tcely prace bylo nadale pracovano s minimalnim obsahem vody, tedy 0,55 %.

Nartsty proudil nejsou tak vyrazné

4.5 Zmény pH roztoku

Dal$im z cilti této prace bylo zjistit, zda je mozZné upravit podminky tak, aby byly
vyuZitelné v dalSich experimentech. Proto bylo dal§im ze zjiStovanych parametrti méfeni

signalu zlu¢ovych kyselin po oxidaci pfi riznych hodnotach pH.

Pro tyto ucely byly pfipraveny 3 pufry tak s rozdilnymi pH. Konkrétn¢ se jednalo o
octanovy pufr (pH = 5,0) a fosfatovy pufr (pH = 2,0 a pH = 7,0), vSechny o shodné

koncentraci ¢ = 10 mmol dm™.

Jiz pfi prvnich pokusech o naméfeni vyslo najevo, Ze pracovat v pH = 7 nebude mozné.
Samotny pufr o pfipravené koncentraci nemél dostatecnou pufracni kapacitu. Do roztoku
byl proto ptikédpnut hydroxid sodny, aby bylo zvySeno pH. Po tomto kroku ale dochéazelo
k okamzitému vysrazeni zluCové kyseliny v roztoku. Proto se v dalSich experimentech
pokracovalo pouze s pufry o pH = 2 a pH = 5. Zarovei bylo zjisténo, ze pokud je roztok

méfen na pH metru, kvali Gpravé pH pomoci NaOH, uvoliuji se z vodikové pH
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elektrody K™ ionty, které nasledné poskytuji voltametricky signal a naruSuji tak méfeni.
Tato skutecnost byla ovéfena piidanim draselnych ionti do roztoku a naslednym
proméfenim anodického signalu. V takovémto roztoku byl viditelny pik ve stejné oblasti
potencialli, jako po méfeni pH pomoci pH metru. Proto bylo méfeni pH provadéno
az po prométeni voltametrické odezvy a takto naméfené hodnoty pH jsou uvadény jako
pH".

Méfeni bylo opét provedeno na CA a CDCA s piedpokladem, Ze jejich konjugéaty budou
vykazovat obdobné chovani, jak jiz bylo v rdmci prace nékolikrat potvrzeno. Nejprve byla

prométena cholova kyselina, vysledny voltamogram je uveden na obr. 12.
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Obr. 12: Voltamogram kyseliny cholové pri riiznych hodnotach pH v octanovém pufru
(pH = 5,00, pH* = 4,60) a fosfatovem pufru (pH = 2,00, pH* = 1,95). Koncentrace
cholové kyseliny ¢ = 5 - 107 mol dm™ v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé
v acetonitrilu. Méreni probihalo po dehydrataci kyseliny ve vodni lazni o teploté 50 °C
po dobu 5 minut. 1 — Zakladni elektrolyt s pufrem, pH = 2,0, 2 — CA, 3— CA v pH = 2,0, 4
— Zakladni elektrolyt s pufrem, pH = 5,0, 5 — CA v pH = 5,0.
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Nasledné byla stejné¢ proméfena i kyselina chenodeoxycholova, graf zavislosti vysky

proudu na zménach pH je zobrazen na Obr. 13.
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Obr. 13: Voltamogram kyseliny chenodeoxycholové pri riznych hodnotaich pH
v octanovem pufru (pH = 5,00, pH* = 4,40) a fosfatovéem pufru (pH = 2,00, pH* = 1,80).
Koncentrace cholové kyseliny ¢ = 5 - 107 mol dm™ v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny
chloristé v acetonitrilu. Mérent probihalo po dehydrataci kyseliny ve vodni lazni o teploté
50 °C po dobu 5 minut. 1 — Zdkladni elektrolyt s pufrem, pH = 2,0, 2 — CDCA, 3 — CDCA
vpH = 2,0, 4 — Zdkladni elektrolyt s pufrem, pH = 5,0, 5 — CDCA v pH = 5,0.

Z grafl pro rtizna pH je patrné, ze ob¢ zlucové kyseliny reaguji srovnatelné a zavislost
ma obdobny pribéh. Pfi pouziti fosfatového pufiu, kdy je pH™ roztoku kolem 2 je patrné,
ze signdl je stale dobte rozliSitelny 1 pres skute¢nost, Ze doslo ke zvySeni pozadi signalu
zakladniho elektrolytu s pufrem. Pik je stile dobfe zfetelny a odliSitelny od signélu
zakladniho elektrolytu. Pii pohledu na signdly zakladniho elektrolytu a zlucovych kyselin
s octanovym pufrem o pH = 5,0, je patrné, Zze dochazi k uniku zékladniho elektrolytu

vyrazné diive — jiz pfi potencidlech kolem +1,25V, dochazi tedy ke zmenSovani
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potencidlového okna. I pfes tuto skuteCnost je ale stale mozné rozeznat pik Zluovych

kyselin, diky patrnému nartGstu proudu. Rozdil prouddi mezi zakladnim elektrolytem a

zlucovou kyselinou je vSak vyrazné nizsi, a to zejména u kyseliny cholové, kde mizeme

pozorovat pouze maly nartst proudu.

4.6 Kalibrace

Vzhledem k vyrazné voltametrické odezvé a po ovéfeni stability méfenych sloucenin

byly pro veskeré studované slouceniny prométeny koncentracni zavislosti. Ty byly méfeny

metodou diferencni pulzni voltametrie. V prvnim kroku byly optimalizovany parametry

této metody. Optimalizovana byla

vyika

Sitka pulzu v roztoku kyseliny

chenodeoxycholové o koncentraci 50 pmol dm™ v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny

chloristé v acetonitrilu. Grafy pro optimalizaci vysky a Sitky pulsu jsou uvedeny na

Obrazku 14. Jako optimalni byla zvolena Sitka pulsu 20 ms a vyska 100 mV. Rychlost

skenu byla zvolena 50 mV s'. Za téchto podminek byly proméfeny koncentracnich

zavislosti veSkerych studovanych analyti v rozsahu 1 pumoldm™ az 100 pmol dm;

zobrazeny jsou na obr. 14.

<
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20+ =
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50 100 Sirka pulzu, ms
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50

100 Vyska puizu, ms

Obrazek 14: Optimalizace Sirky pulsu (A) a vysky pulsu (B) metody DPV. Méreno pro
kyselinu chenodeoxycholovou (¢ = 50,0 umol dm™) v prostiedi 0,1 mol dm~ kyseliny
chloristé v acetonitrilu (obsah vody 0,55 %) po zahrati ve vodni lazni na 50°C po dobu

5 minut.

Za téchto podminek byly proméfeny veskeré studované zluCové kyseliny. Kalibraéni

zévislosti jsou zobrazeny na Obr. 15.
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Obr. 15: Koncentracni zavislost velikosti proudu piku I na koncentraci A) cholové kyseliny,

B) chenodeoxycholové kyseliny, C) glykocholové kyseliny, D) glykochenodeoxycholové

kyseliny, E) taurocholové kyseliny, F) taurochenodeoxycholové kyseliny. Méreno metodou

DPV (5irka pulsu 20 ms, vyska pulsu 0,1 V) v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé

v acetonitrilu (obsah vody 0,55 %) po zahrati ve vodni lazni na 50°C po dobu 5 minut.

Rychlost polarizace 0,05 V s™'. Nejistota pro n = 3 je vyjddiena pomoci smérodatné

odchylky.



Nameétfené hodnoty byly nasledné prolozeny linedrni regresi. V nasledujici tabulce 2

jsou uvedeny rovnice ziskanych pfimek spolu s vypoctenymi limity detekce a kvantifikace.

Tabulka 2: Rovnice jednotlivych kalibracnich zavislosti a jeji zakladni charakteristiky.

LOD LOQ
Rovnice R?

[umol dm™®]  [umol dm™]
CA I[pA]=0,022 - ¢ [umol dm™] + 0,030 0,998 7,90 26,34
CDCA I[pA]=0,027 - ¢ [umol dm™] + 0,013 0,992 11,16 37,20
GCA I[pA]=0,010 - c [umol dm™] + 0,023 0,977 8,79 29,31
GCDCA  I[pA]=0,009 - c [umol dm*] + 17,38 0,990 9,77 32,48
TCA I[pA]=0,016 - ¢ [umol dm™] + 0,932 0,994 14,99 49,96
TCDCA  I[pA]=0,014 " c [pmol dm™] + 0,039 0,992 6,25 20,84

Z tabulky je patrné, Ze limity detekce i kvantifikace se u vSech studovanych latek

pohybuji fadové podobné&, pohybuji se v jednotkach pmol dm™. Nejvy$si smérnice

Cvwr

Cvwr

nejvyssi pro kyselinu taurocholovou.

Hodnoty LOD a LOQ jsou v porovnani s hodnotami z literatury pii pouziti jinych
technik vyssi. V teoretické ¢asti je uvedeno, ze limit detekce metody HPLC je 6,1 - 1072
umol dm™ a limit kvantifikace je 0,12 umol dm™ [41]. Vzhledem k vyskytu Zluovych
kyselin a jejich konjugéti v biologickych matricich Ize vSak ptedpokladat pied vlastnim
stanovenim jejich extrakci, v rdmci které mohou byt analyty prekoncentrovany tak, aby

byly dosazené LOD dostate¢né.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo ov¢éfit, zda se glycinové a taurinové konjugaty zlucovych
kyselin chovaji v prostredi kyseliny chloristé a acetonitrilu obdobné jako jiz studované
kyseliny — cholova a chenodeoxycholova. Tuto domnénku se jiz na zacatku prace podatilo

potvrdit a bylo diky tomu moZné pracovat dale na vyvoji metody a optimalizaci podminek

voltametrického stanoveni téchto sloucenin.

Bylo zjisténo, ze u vesSkerych studovanych latek je mozné probihajici reakci
dehydratace urychlit zahfivanim ve vodni lazni po dobu 5 minut pfi 50 °C. V tomto
casovém useku nezacnou vznikat Zadné nezadouci produkty boc¢nich reakci a mnozstvi
vzniklého produktu odpovidd mnozstvi, které v daném prostiedi samovolné vznikd po
dvou hodinach dehydratace v prostfedi 0,1 mol dm™ kyseliny chloristé v acetonitrilu.
Tohoto zjisténi bylo vyuzivano pfi vSech dalSich métfenich a vyrazné to usnadnilo a

urychlilo préci.

Dale byla pozornost zaméfena na podminky, ve kterych je mozno provadét
voltametrické méteni jiz po prob&hlé dehydratacni reakci. Tyto skutecnosti byly zjiStovany
zejména kvili piipadnému dalSimu vyuziti metody naptiklad v HPLC. Bylo tedy

zjiStovano, jak se méni odezva analyti v zavislosti na sloZeni zékladniho elektrolytu.

Prvni studovanou podminkou byl obsah vody v roztoku. Veskera predchozi méfeni byla
provadéna v prakticky bezvodém prostiedi (0,55 % vody), protoze bylo zjiSténo,
ze ptritomnost vody inhibuje dehydratacni krok. Z tohoto méfeni nelze stanovit jednotny
zaver pro veskeré studované analyty, jelikoZ kazdy se choval jinak. Ve vétSiné piipada
bylo mozné namétit nejvyssi signal pravé v bezvodém prostredi nebo v piitomnosti 10 %
vody v roztoku. Strmost poklesu signélu s pfibyvajicim procentem vody se u jednotlivych
analytii vyrazn¢ liSila. Pro mnoh¢ z analytl je ale patrné, Ze by bylo mozné je stanovovat

1 v prostiedi, které vodu obsahuje.

DalSim parametrem, ktery byl studovan, bylo pH zdkladniho elektrolytu. Z dosazenych
vysledka je patrné, Ze je mozné vzniklé produkty dehydratacni reakce detekovat 1 v jiném

nez kyselém prostiedi, které¢ bylo pouzivano v pribéhu vétsiny prace.

Poslednim z provedenych méteni bylo studium koncentracnich zavislosti pro jednotlivé
zlucové kyseliny a jejich konjugaty. Veskeré stanovované analyty vykazuji linearitu

v koncentraénim rozsahu 1 pmol dm™ az 100 umol dm™. Byly dosazeny mikromolarni
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limity detekce.

Z dosavadnich zjisténych vysledk lze usuzovat, Zze elektrochemické metody maji
potencial v analyze Zlucovych kyselin a jejich konjugatd. Diky tomu, Ze vznikajici
dehydratacni produkty jsou stabilni i v pozménénych podminkéch, nez pfi kterych je nutné
provést samotnou dehydrataci, mohlo by byt do budoucna vyuzito ke stanoveni zlucovych
kyselin pritokovych analyz s elektrochemickou detekci. Dalsi vyzkumy by tedy mohly byt

vénovany optimalizaci separacnich podminek.
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