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OSCILOGRAFICKA POLAROGRAFIE STEROIDU

VLADIMIR MORAVEK
Biochemicky ustav Prirodovédecké fakulty university v Brng

Ve vod8 nerozpustné steroidy lze kvantitativng stanovit oscilopolarografickou
metodou v kyselych alkoholickych roztocich. Je sledovan vliv raznych substi-
tuent na celkovy tvar kiivky dE/dt = f,(E).

Sledujeme-li derivaci potencidlu podle ¢asu jako funkei potencidlu [1], dostaneme
u mnohych organickych latek na oscilogramu deformace ktivky, zpisobené zménou kapa-
city elektrodové dvojvrstvy v disledku adsorpce t8chto latek na rtutové elektrodd
v uréitém rozmezi potencidld. M&fime-li kiivku methanolu, ethanolu, 7sopropanoclu,
butanolu a amylalkoholu, dostaneme riizné vzajemns analogické oscilogramy. Také
smési téchto alkoholl skytaji oscilogramy, které se viak tvarem pon&kud li§f od kfivek
jednotlivych sloZzek. Kdy#% rozpustime v alkoholu néktery steroid, jejichZ oscilopolaro-
grafické chovani je pfedmétem této prace, ziskdme roztok, ktery po pfidéni zékladniho

Obr. 1. Tryskava elektroda.

elektrolytu poskytne charakteristicky oscilogram. Jako elektrolytu pouzivame vidy HCl
v koneéné koncentraci 1 M. Tento elektrolyt poskytuje fadu vyhod: misi se s uvedenymi

alkoholy, v pouZité koncentraci nesréZi steroidy, b8hem méieni za teploty 30 °C nehydro-
lysuje estery a meméni konfiguraci molekuly steroidii.
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Po mnohych pokusech se staciondrnimi elektrodami jsme zjistili, Ze jsou pro naSe
tdely nevhodné; podobné také elektrody z jinych kovii s obnovovanym povrchem skytaly
technické obtiZe. :

Vedle rtutové kapkové elektrody byla pouZita té% elektroda tryskavé vlastni konstrukece
(obr. 1), jejiz vyhodou je malé spotieba roztoku (2—3 ml). Dal§i vyhoda spoéivé v tom,
%e se na dné nddobky nehromadi rtut, nebot je vodni pumpou stdle odsdvéna; tim je
zaru¢ena konstantni délka sloupce tryskajici rtuti, coZ mé za nésledek stdly, naprosto
klidny oscilogram. Spotfeba rtuti je pomérn$ velmi mald a néddobka dovoluje pouZiti
raznych referentnich elektrod, jako rtutové, stfibrné nebo platinové. Jako referentnf
elektroda slouZily plisky nékterych kovi (hlavnd Pt nebo Ag) a grafit. Ruzné referentni
elektrody skytaji pondkud od sebe sa liSici oscilogramy kapacitnich jevii, zpusobenych
alkoholy, a také roztoky steroidii, takZe navzdjem se daji srovnat jen ty fady, které jsou
méfeny na tém% druhu elektrod a s tym¥% alkoholem [2, 3, 4, 5, 6]. Naopak, rozdilu mezi
kvalitou referentni elektrody muiiZeme vyuZit pro hledani novych vztaht mezi steroidy.
‘Ruzné referentni elektrody s alkoholickymi roztoky steroida se li§i ve vzéjemné vySce
I. a II. deformace (maxima, vrcholu) a v absolutni vySce t&chto maxim. Vedle tvorby
‘zafezl si totiZ viimame téZ celkového vzhledu kiivky; maximem nebo vrcholem definuje-
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Obr. 2. Oscilogram zavislosti dE/dt = f,(E) kortisonu v 1 Mm-HCI.

Oscilogram: )

..... samotny <sopropanol

- — — 5+ 107 m kortison (20,2 ug v 1 ml)

—.—.— 1-10~* M kortison

-——— 1+ 10~ M kortison

Graf:

abscissa: ug kortisonu v 1 ml

ordindta: zvysSeni maxima kortisonu v procentech, je-li vyska maxima
isopropanolu od potenciélové osy = 100
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me onu &éast kiivky, pfi niZz hodnota derivace dosahuje maximélni hodnoty (kapacita
elektrodové dvojvrstvy dosahuje v tomto pfipadé minimalnich hodnot). Typické schody
a zaPezy mohou byt vyvinuty jen u nékterych referentnich elektrod a koneén8 jsou tyto
elektrody ruzné citlivé na koncentraci steroidu v roztoku.

Pouziti smé&si alkoholil je vyhodné u nejtiZe rozpustnych litek. Ty jsou napf. rozpustné
a% v amylalkoholu a teprve tento roztok snese ziedéni s niZSim alkoholem, ktery miiZe
byt opét vhodndjsi k vyvoldni typické deformace oscilogramu. Smés alkoholl pusobi
vidy odli¥n& ne# jednotlivé alkoholy. Tak ethanol skyt4 pom&rnd nizké maxima, u iso-
propanolu pozorujeme maxima stejného tvaru, ale vySsi. Smés obou ddvd maxima tak
vysoké jako isopropanol, ale I. maximum je vySe neZ druhé, kdeito u samotnych alko-
holi je to naopak.

Prvé pokusy na oscilografické polarografii steroidu vykonali L. Molnér [7], J. Nosek
a M. Ledvina [8]. V nasem ustavu jsme'vyzkousSeli vliv alkalického elektrolytu, a sice
1 M-KOH na ethanol, kde ve vyssi koncentraci nez 60 9, nastdvé jeho rozklad, u iso-
propanolu jiZ pti 40 %. Tim pro tézko rozpustné slouéeniny, jako jsou steroly, neni pou-
Zitelny; stejné tak pro labilni estery, které hydrolysuje. V kyselém prostiedi s HCI se
alkohol ani steroidy nerozklddaji a poskytuji tak neménici se oscilogramy i p#i déle
trvajicim méfeni v malych objemech.

K ucdelim analytickym muZe byt sestrojena kalibraé¢ni krivka, zndzornujici zdvislost
vySky maxima na kfivce na koncentraci [9]. Se znaénou citlivosti a pfesnosti bylo tak
zjisténo mnozZstvi steroidu (obr. 2), ovS8em za pfedpokladu chemicky ¢isté latky. V nékte-
rych pripadech jsme jiZ vyzkousSeli uréovani steroidnich hormont ve smési [10].

Vzhled oscilogramu je odvisly od struktury steroidu. Tento vztah byl zjistén pro
n&které jednoduché substituce na jadie steranu [11]. Je-li steroid bohaty rtznymi sub-
stitucemi a dvojnymi vazbami, interferuji tyto mezi sebou a k poznani takovych vztahii
je potieba premérit jeSté velmi mnoho dalSich latek. Kli¢ k déleni steroida zaéind pro-
méfenim na tryskavé elektrods.

Vsechny steroidy, které maji na 3 C hydroxyl volny nebo esterifikovany, davajf na
katodické vétvi kiivky pri pouZiti tryskavé elektrody dvojvrcholovy oscilogram (obr. 3).
Vsechny steroidy, které maji na 3 C ketonickou skupinu nebo ketal, davaji trojvrcholo-
vou katodickou vétev. Ketoskupina na jiném uhliku za pfedpokladu, Ze na 3 C je hydro-

(

Obr. 3. Oscilogram zavislosti dE/dt = f,(E) steroida se substituentem na 3 C.
Tryskavé elektroda v 1 m-HCI.

Oscilogramy:
dvojvrcholovy, —OH na 3 C, 5 10~ m methylandrostendiol
trojvrcholovy, =O na 3C, 5 10~* M methylestosteron
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xyl, ned4vé trojvrcholovy obraz, jak bylo piezkouSeno na latkédch s ketoskupinou na
7C, 11C, 17C a 20 C. Tfatimu vrcholu u negativnich potencialt pfi pouZiti tryskavé
elektrody odpovidé novy zéfez nebo schod u negativniho potenciélu p¥i pouZitf elektrody
kapkové.

HO HO&
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Obr. 4. Oscilogram zavislosti dE|/dt = f,(E) steroidi s ketoskupinou na 17 C. Kapkové
elektroda v 1 M-HCl. Schod aZ% zafez na levé éasti katodické vétve; 1.10-2 m (270 ug
v 1 ml); a) steron, b) ekvilin, ¢) ekvilenin, .... ¢sopropanol.

U estrogent, maji-li soudasnd ketoskupinu na 17 C,
nebo v mensi mife u steroidi na 20 C, vyskytuje se
schod a%¥ zafez jen pti uZiti kapkové (obr. 4) elektrody
v levé &ésti katodické vétve oscilogramu a zéfez se pro-
hlubuje aZ zdvojuje s pfibyvdnim dvojnych vazeb na
A-kruhu a na B-kruhu. Zafezy jsou vyvinuty také na
odpovidajicim misté anodické vétve.

Substituce hydroxyly sniZuje maxima, naopak ptisobi
substituce ketoskupinami. Esterifikace [12] jak na 3 C,
tak i na jinych mistech a stejn& tak prodluzovéni alifatic-
kého fetézu na 17 C vidy maxima zvySuje (obr. 5). Tyto
jevy jsou neodvislé od rozpustnosti detyéné latky. Poloha
cis a trans je naznadena uréitymi odchylkami ve tvaru
oscilogramu, ale pro nedostatek srovnivaciho materidlu
nedinime je$té jednoznadny zavér.

Zminil jsem se, Ze reakce funkénich skupin steroida zé-
visi kromé& elektrod také na rozpustidle. Tak v isopropanolu
pii pouZitf rtutové referentni elektrody ve shodé s pravé

Obr. 5. Oscilogram zavislosti dE/dt = f)(E) v 1 mM-HCl
esterti cholesterolu.

..... 1sopropanol

—— cholesterol

— — — cholesterylacetat

—.—.— cholesterylkapronét
Koncentrace 2 10-2 m.
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uvedenymi vztahy mezi konstituci steroidu a tvarem oscilogramu jsou velmi podobné
obrazce u androsteronu, testanolonacetétu, dehydroepiandrosteronu a methylandrosten-
diolu. KdyZ tytéZ latky uré¢ujeme v ethanolu pii st¥ibrné referentni elektrods, mtiZzeme prvé
t¥i z nich dobfe rozlisit a kvantitativn® hodnotit, dik ketoskupiné na 17 C. U étvrté latky,
kde je na tomto misté hydroxyl oscilogram snizujici, nasli jsme (obr. 6), Ze se tato latka

Obr. 6. Oscilogram zéavislosti dE/d¢t = f,(£) androsteronu v 1 M-HCL
a) v isopropanolu, rtutové dno, b) v ethanolu, stiibrna referentni elektroda.
..... koncentrace 1 10-4 M
— — - koncentrace 1+ 103 M

zakladni roztok

od oscilogramu ethanolu téméF neodliSila. Neni tim ovSem Fedeno, Ze dalSi kombinac{
v elektrodéch a rozpustidlech by se pro tento pfipad nenaSla vhodné&jsi sestava. Vidy je
treba pétrat po dalSich pokusnych sestavéch, nebot zména jednoho faktoru pirinési
i jiné vztahy, které se ukéZi na oscilogramu.

Pri rozvrhu dalSich temat vychazime z této pracovni hypothesy: Pri oscilografické
polarografii steroidu v kyselém alkoholickém roztoku jde vétSinou o adsorpéni jevy zévislé
na potencidlu elektrody; resultujici tvar oscilogramu je dan hlavn& témito faktory:
elektrolytem, kvalitou neelektrolytu nebo jeho smési, to je rozpustidla a organické latky,
kvalitou referentni elektrody, ddle vzéjemnou koncentraci vSech latek v elektrolytické
nddobce a elektrickymi veliéinami métictho zafizeni. Z empiricky zjisténych kapacit-
nich jevl na elektrod® je moZno vyvozovat zavéry, které jsou pouZitelné pro kvanti-
tativni a konstituéni mikroanalysu steroidi a které najdou aplikaci pro vétSinu organic-
kych slouéenin.

OCIIMJIJIOTPAOUYECHASA IIOJAPOTPAOUA CTEPOOB

BJIADUMUP MOPABEKR
Broxumuuecknii mrcTuTyT EcTecTBeHHOr0 daxyinTeTa yHEBepcuTeTa B BpHo

BrBojint

CTepoH/ibl MOJKHO KOJIMIECTBEHHO OIIPEeNNTh B KUCJIEIX COHPTOBHIX PACTBOPAX OCLHMILIO-
monaporpaduuecknM MeTofoM. V3ywasmoch He TOJNBKO TBOpeHHe 3y6moB, HO m oOmuii BHJ,



Steroidy 779

KPHBEIX; MAKCHMYMOM HA3EIBAeTCA Ta YaCTh KPUBOM, KOoTOpou Bripaskeane dE/dt nocturaer
MaKCHMaJIbHOTO 3HAYeHHs (eMKOCTb 3IIEKTPOJHOTO JBOHHOTO CJIOs1 IOCTHTAET HA 3TOM MecTe
MHUHAMAJILHOTO 3HAUEHHST).

Brp ocumsnorpaMm o0ycI0BIICH 3aMECTHTE SIMM HA CTEPOMJHOM cKejeTe. Tax Hamp. npu
IIpAMEeHeHHH CTPYHTATOTr0 5JIeKTPOfa THAPOKCHABNas Mau 3¢upHag rpynma Ha 3 C mpo-
AABJISIETCS JBYMsI MaKCUMyMaMHm, 3aTeM uTo Kerorpynma Ba 3 C rpema. IIpm HeKOTOpBIX
‘YCIIOBHSIX MOKHO OIpeleIATH PA3HYHEe CTepOMALl Bosje ceba. B paGore omucan HOBLI
THI CTPYHYATOrO 3JIEKTPO/la C COCY[AOM MJIsi 2MJ PACTBOpA, KOTOPHIA JaeT cTaOUIbHNC
OCIIMJITIOTPAMMEL.

OSZILLOGRAPHISCHE POLAROGRAPHIE DER STEROIDE

VLADIMIR MORAVEK

Biochemisches Institut der Naturwissenschaftlichen Fakultit
an der Universitdt in Brno

Zusammenfassung

Die Steroide konnen quantitativ in saueren alkoholischen Losungen oszillopolaro-
graphisch bestimmt werden. Auser der Bildung der Einschnitte wird auch die gesammte
Gestalt der Kurve beobachtet; als ein Maximum wird der Teil der Kurve bezeichnet,
bei dem der Wert der Ableitung dE/d¢ einen Maximalwert erreicht (die Kapazitit der
Elektrodendoppelschicht erlangt hier minimale Werte) :

Die Form der Oszillogramme deutet die Substitution am Steranskelet an. So z. B. “bei
der Anwendung der stromenden Elektrode bietet eine Hydroxyl- oder eine Estergruppe
an 3 C eine Kurve mit zwei Maxima, wihrend eine Ketogruppe an 3 C eine Kurve mit
drei Maxima zeigt. Einige andere Verhiltnisse erlauben es eine Reihe anderer Steroide
zu unterscheiden: Es wird eine stromende Elektrode mit einem Geféss fur 2 ml beschrle—
ben, die vollkommen ruhige Oszillogramme bietet.

OSCILLOGRAPHIC POLAROGRAPHY OF STEROIDS

VLADIMIR MORAVEK

Institute of Biochemistry, Faculty of Natural Sciences
of the University, Brno

Summary

Steroids can be quantitatively determined oscillopolarographically in acidic alcoholie
solutions. From the shape of the curves certain substitutions can be distinguished at the
sterane skeleton. Thus e. g. when using the streaming electrode hydroxyl or ester on 3 C
yield a doublepeak oscillogram, while the keto group on 3 C yield a triplepeak curve.
Some further relations enable us to distinguish a number of other steroids. A streaming
electrode vessel for 2 ml of solution yielding a quiet and stable oscillogram is shown and
described.
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Diskusni piispévky

L. Molnéar je toho ndzoru, Ze neni vyhodné pouZivat kysela prostiedi, kde vznikaji
vétSinou jen deformace puvodni kfivky, kdy% je znamo, Ze v alkalickych prostiedich
vznikaji p8kné méiitelné zarezy.

V. Moravek ve své odpovédi uvédi, Ze v alkalickém prostfedi lze sledovat jen omezené
mnoZstv{ latek, pravé pro jejich Spatnou rozpustnost a rozklad alkoholu pouZitého jako
rozpustidla. Vzhledem k tomu, Ze je sledovéna velké fada sloudenin, bylo nutno pracovat
v prostifedi vyhovujicim vSem zkoumanym slouenindm.

P. Zuman doporuduje porovnat pozorovansé uéinky s vlivem t&chto latek na kyslikova
nebo jind maxima v klasické polarografii. Otdzce vztahu mezi konstituci a adsorbovatel-
nosti bude i nadéle nutno vénovat velkou pozornost. Zfejmé se zde jevi souvislost mezi
rozpustnosti a adsorbovatelnosti t&chto slouéenin. Zatim co —OH skupina zpuasobuje
zvySeni rozpustnosti, —OC skupina plsobi opadén& a tudi? zvySuje adsorbovatelnost.

V. Moravek podotykd, Ze nepozoroval ve vSech pFipadech souvislost mezi adsorbo-
vatelnosti a rozpustnost{ sloudeniny.

G. Dusinsky, podobn¥ jako fada dalSich diskutujicich, podotyké, %e je velmi obti#né
gledovat steroidy v biologickém materidlu i roztocich KOH, kde tyto latky skytaly
velmi p&kné zéfezy, natoZ potom v prostfedich kyselych, kde jevy na kiivee jsou velmi
komplikované, nebot v roztoku jsou je$t& dalsi latky skytajici kapacitni uéinek.

L. Molnar dopliuje, Ze v biologickém prostfedi neni jen obtiZz pfi pozorovéni ka-
pacitnich zéifezi, ale i zdFez redukénich, nap¥. u anorganickych depolarisatori.

V. Moréavek v odpovsdi uvadi, %e prozatim zkouSel pouze smési &istych latek. U bio-
logického materidlu bude tieba asi nejprve provést chromatografickou isolaci. Ukol
vyreSit stanoveni t&chto ladtek v biologickém materidlu je velmi obtiZny, zato vSak velmi
duleZity.

R. Pleticha — Lénsky doporuduje vénovat velkou pééi isolaénim metodéam, nebot
je velmi mnoho ptikladu, kdy latka v ,,éistém* stavu skytd dobfe vyvinuté zafezy, zatim
co za pritomnosti technickych materidld je vzhled zéfezu silng ovliviiovén a stanoveni
Znemoznéno.

R. Kalvoda zavérem diskutuje otdzku podstaty vlivu referentni elektrody na vzhled
kiivky. (Tento diskusni prisp&vek je uveden zvlast.)

Robert Kalvoda
Diskusni pFispévek k praci V. Moravka Oscilografickd polarografie steroidi

Zmény tvaru oscilopolarografickych kfivek pfi pouZiti rtiznych referentnich elektrod
jsou zpusobeny zménou stejnosmérné slozky. Referentni elektroda totiZ ovliviiuje celkovy
stejnosmérny proud- prochdzejici roztokem, proto se muze v ndkterych ptipadech, kdy
vzhled kfivky, pfip. tvorba n8kterych zafezi je znaén® zavisléd na sile stejnosmérného
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proudu, stét, Ze s riznymi referentnimi elektrodami ziskdme riizné kfivky. Toto si maZeme
demonstrovat na pokusu, kdy pti pouZiti riznych referentnich elektrod v roztoku 0,5 M-
HCl obsahujicich methanol—amylalkoholicky roztok desoxykortikosteronacetdtu ziskdme
u ka#dé referentni elektrody pti rdznych stejnosmé&rnych slozkach v podstaté tfi typy
kiivek (oscilogram la—c). Z tab. 1 je patrno, Ze vzhled kfivky zavisi na stejnosmérné

Oscilogram 1. Vliv zmény stejnosmérné slozky na vzhled kfivky desoxylkortikosteron-
acetatu v 0,5 Mm-HCI za piitomnosti methanolu a amylalkoholu. Udaje ke kiivkim A4, B,
C jsou v tab. 1.

Tabulka 1

Vliv stejnosmérné slozky na tvar oscilogramu

Referentni Tvp kiivk Nastavend stejnosmérna Zmétend stejnosmeérnd
elektroda yp Y slozka (uA) slozka (uA)

Hg-dno A, 4,1 2,6
B 8,0 4,8

C 11,5 7,0

grafit 3 4,1 1,6
B 8,0 3,7

11,5 5,9

Pt A 4,1 2,4
B 8,0 4,8

11,5 6,6

Sn—Cu A, 2,0 2,0
B 4,1 3,7

Pozndmka: Z fady fotografickych zaznamt bylo zjisténo, Ze kiivky jsou jen tehdy zcela
shodnd, je-li shodnd i stejnosmérna sloZka. Objevi-li se pii nastaveni stejné stejnosmérné
sloZky na panelu piistroje malé odchylky v tvarech ktivky (projevujici se napt. riznou
hloubkou zarezt), je vidy moZno naméiit rozdilné hodnoty stejnosmérného proudu
v polarisaénim obvodu (viz ktivky 4, a 4, prip. rozdily u elektrody Sn—Cu v tab. 1).
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sloZce. Vhodnym nastavenim stejnosmérné slozky pfislusnym ovladacim knoflikem miiZe-
me zmény vyvolané jinou referentni elektrodou vykompensovat, takZe ziskime opé&t

kiivky stejného vzhledu.
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