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Abstrakt

Cholesterol je nezastupitelny sterol vyskytujici se v Zivoc¢isnych buiikach, lathosterol je
jednim zjeho prekursort. Prvnim cilem této prace je vyvoj metody stanoveni
cholesterolu po extrakci kapalina-kapalina z mlécnych matric metodou diferenéni pulzni
voltametrie na elektrod¢ z borem dopovaného diamantu v prostfedi kyseliny chloristé
v acetonitrilu, kde cholesterol poskytuje ireverzibilni odezvu v anodické oblasti pfi
potencidlu mezi +1300 a +1600 mV v zavislosti na obsahu vody. Byla ovéfena i
moznost spektrofotometrického stanoveni pomoci Abell-Kendallovy metody. Druhym
cilem je studium voltametrického chovani lathosterolu na elektrodach z borem
dopovaného diamantu a skelného uhliku pomoci metod cyklické voltametrie a
diferen¢ni pulzni voltametrie pfedev§im v prostfedi kyseliny chloristé, ale i chloristanu
sodného, kde lathosterol poskytuje ireverzibilni anodickou odezvu s potencidlem okolo
+1650 mV na elektrod¢ z borem dopované¢ho diamantu, resp. s potencidlem +1350 mV
na elektrodé¢ ze skelného uhliku. Také byl zkouman vliv dalSich kyselin na odezvu
lathosterolu — sirové, dusi¢né a fosfore¢né. Byl studovan vliv obsahu vody v méfeném
roztoku a vliv rychlosti polarizace na odezvu lathosterolu. Déle byla méfena
koncentracni zavislost lathosterolu metodou diferenéni pulzni voltametrie po
optimalizaci jejich parametrii. Byly vypocteny limity detekce, a to 4,8-10° mol 1! pro
borem dopovanou diamantovou elektrodu a 4,5-10° mol 1! pro elektrodu ze skelného

uhliku.

Kli¢ova slova: Cholesterol, lathosterol, borem dopovand diamantova -elektroda,

voltametrie, extrakce kapalina-kapalina



Abstract

Cholesterol is an irreplaceable sterol found in animal cells, lathosterol is one of its
precursors. The first aim of this Thesis is to develop a method for determining
cholesterol after liquid-liquid extraction from milk matrices by differential pulse
voltammetry on a boron doped diamond electrode in the presence of perchloric acid in
acetonitrile where cholesterol provides an irreversible anodic response at the potential
between +1300 and +1600 mV depending on the water content. The second aim is a
study of the voltammetric behavior of lathosterol on boron doped diamond and glassy
carbon electrodes using cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry mainly
in perchloric acid but also sodium perchlorate where lathosterol provides an irreversible
anodic response at the potential of about +1650 mV on the boron doped diamond
electrode and at the potential of +1350 mV on a glassy carbon electrode. The effect of
other acids — sulfuric, nitric and phosphoric — on the response of lathosterol was also
investigated. The influence of the water content in the measured solution and the
influence of the polarization rate on the response of lathosterol were studied.
Furthermore, the calibration dependence of lathosterol was measured using differential
pulse voltammetry after optimization of its parameters. Detection limits were calculated,
4,8-10°° mol I"! for the boron doped diamond electrode and 4,5:10°° mol 1! for the

glassy carbon electrode.

Keywords: Cholesterol, lathosterol, boron doped diamond electrode, voltammetry,

liquid-liquid extraction
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1. Teoreticka cast

1.1 Cil prace

Cholesterol je nezastupitelnd molekula pfitomna prakticky ve vSech zivociSnych
bunikach. Jeho stanoveni je dilezité nejen pro klinicka vysetfeni, ale téz napiiklad pro
kontrolu kvality potravin. Stejn¢ tak dalezitou roli jako cholesterol hraje jeho prekurzor
lathosterol. Schopnost jeho stanoveni poskytuje informace o poruchich biosyntézy

cholesterolu.

Cilem této prace je v prvni ¢asti vyvoj voltametrické metody ke stanoveni cholesterolu
v mlé€nych matricich pomoci elektrody z borem dopovaného diamantu, coZ navazuje na
bakaldfskou praci autorky, kterd se zabyvala studiem voltametrického chovéni
cholesterolu na elektrodé¢ ze skelného uhliku. Ve druhé casti je cilem studium
voltametrického chovani lathosterolu v prostiedi acetonitrilu a silné kyseliny za pouziti
elektrody z borem dopovaného diamantu a elektrody ze skelného uhliku a vyuziti
elektrochemické oxidace lathosterolu k jeho stanoveni. Prace je soucasti Sir§iho projektu
feSen¢ho v UNESCO Laboratofi elektrochemie zivotniho prosttedi na Katedie
analytické chemie, ktery je vénovan studiu elektrochemickych vlastnosti steroidnich

sloucenin a vyuziti elektroanalytickych metod pro jejich detekei.
1.2 Studované latky

Cholesterol 1 jeho prekurzor lathosterol patii do skupiny sterolti, amfipatickych molekul
biosyntetizovanych z izoprenovych jednotek. Jejich molekuly se skladaji ze steroidniho
jadra, na kterém je navadzana polarni hydroxylova skupina na uhliku C3 a nepolarni
postranni fetézec na uhliku Ci7 a dale obsahuji methylové skupiny navdzané na uhliky
Ci0 a C13. Lathosterol (A%) se od cholesterolu (A7) odlisuje polohou dvojné vazby, jak je

patrné z obr. 1.1.
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Obr. 1.1 Porovnani struktur cholesterolu a lathosterolu.

1.2.1 Cholesterol

Cholesterol je molekula univerzalné pfitomnd v zivociSnych bunkach. Je vyznamny,
jelikoZz zachovava fluiditu membrany, strukturu mikrodomén a permeabilitu. Je
prekurzorem Zzlucovych kyselin, steroidnich hormont, lipoproteinii a vitaminu D.
Kromé toho je velmi dilezity pro zarode¢ny vyvoj savcd [1]. Primarnim prekurzorem
pro biosyntézu steroll je acetyl koenzym A, ktery je hlavnim katabolickym produktem
sacharidd, mastnych kyselin a aminokyselin. Biosyntéza zahrnuje fadu krokii. Prvni fazi
je syntéza mevalonatu, z n¢jz v dalSich krocich vznika isopentyldifosfat. Z néj poté
kondenzacnimi reakcemi vznikne skvalen. V posledni ¢asti biosyntézy dochazi
k epoxidaci skvalenu a nasledné cyklizacnim reakcim, které vedou ke vzniku
lanosterolu. Z lanosterolu vznika cholesterol bud’ pies intermediat desmosterol, nebo 7-

dehydrocholesterol [2].

V bakalatskych pracich [3,4] byly zkoumany elektrochemické vlastnosti cholesterolu
v kyselin¢ chloristé v acetonitrilu na elektroddch zborem dopovaného diamantu
(BDDE) a skelného uhliku (GCE). Bylo zjisténo, Ze cholesterol poskytuje ireverzibilni
odezvu v anodické oblasti s potencidlem v zavislosti na obsahu vody mezi +1200 a
+1400 mV na GCE, a mezi +1300 a +1600 mV na BDDE. Se zvySujicim se obsahem
vody dochazelo k posunu potencidli vrcholi pikii smérem k méné pozitivnim

hodnotam.
1.2.2 Lathosterol

Lathosterol, neboli cholesta-7-en-33-ol, je soucasti biosyntetické drahy cholesterolu. Je

jednim z intermedidtl v zavére¢né fazi biosyntézy cholesterolu, kdy se lanosterol
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pfeméiluje fadou enzymové katalyzovanych reakci na cholesterol [5]. Tato

biosynteticka draha je schematicky naznacena na obr. 1.2.

Cholesterol ma nezastupitelnou funkci nejen v normalnim fungovani bunck, ale také
v zarodecném vyvoji. Proto poruchy jeho biosyntézy zplsobuji fadu defektd ve vyvoji
nervové soustavy a anomadlie ve struktufe mozku, opérné soustavy a kiize.
Nejznaméjsim syndromem je Smith-Lemli-Opitziiv syndrom, autozomalné recesivni
onemocnéni zpusobené defektem v enzymu pieménujicim 7-dehydrocholesterol na
cholesterol (3B-hydroxysterol A7 reduktasa). Vyskyt toho syndromu je ve vétsing oblasti
u 1 z20000 novorozenct [6]. Lathosterol konkrétn¢ je diagnostickym indikatorem
poruchy zvané lathosterolosa. Jde o velmi vzacné autozomalné recesivni onemocnéni
zapti¢inéné poruchou enzymu pieméiujiciho lathosterol na 7-dehydrocholesterol (33-
hydroxysterol A3 desaturasa). Lathosterolosa se vyznaduje zvySenou hladinou
lathosterolu v krvi, fibroblastech nebo lymfocytech [7]. Projevy lathosterolosy jsou
mikrocefalie, bitempolarni zuzeni, defekty nervové trubice, vrozeny Sedy zakal,
poruchy rastu, mentalni postizeni a onemocnéni jater [7,8]. Piipadd lathosterolosy bylo

zatim diagnostikovano a publikovano pouze nékolik.
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lanosterol

lathosterol

7-dehydrocholesterol

cholesterol

Obr. 1.2 Schéma premény lanosterolu na cholesterol.
1.3 Extrakce cholesterolu

Pro stanoveni cholesterolu v biologickych materidlech je nejprve nutna jejich uprava,
ktera obvykle zahrnuje extrakci lipidi, separaci cholesterolu od interferujicich slozek
nebo jeho uvolnéni do volné formy a stanoveni izolovaného cholesterolu. Nez byla
zavedena saponifikace, bylo nutné do procesu vzdy zahrnout jako prvni krok pfipravy

vzorku extrakci lipida. Piedpokladalo se, Ze pro lepsi extrakci cholesterolu ze vzorkt
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potravin, kde je obvykle vazan k tad¢ dalSich slozek jako lipoproteiny, proteiny a
fosfolipidy, je tfeba pouzit smés polarnich a nepolarnich rozpoustédel a
mnohonéasobnou extrakci k uvolnéni cholesterolu z membran. Bylo vSak zjisténo, ze
k izolovani cholesterolu s dostatecnym vytéZkem ze slozitych matric potravin
jednoduchou extrakci hexanem, popfipad¢ toluenem, je vhodna saponifikace — bud’
extrahovanych lipidd, nebo pfima saponifikace vzorku [9,10]. Hexan je pro extrakci
uptfednostnovan, jelikoz je ve srovnani s toluenem mén¢ polérni, coz zabranuje tvorbé
emulze [11]. Pravdépodobné saponifikace, nikoli extrakce, totiz hraje roli v uvolnéni
cholesterolu od ostatnich slozek, predev§im téch, které udrzuji cholesterol navazany
v membranach. Pokud je cholesterol jedinym méfenym analytem, pouziva se piima

saponifikace vzorku [9,10].

Piiméa saponifikace je vhodna i pro detekci cholesterolu v mlé€nych vyrobcich. Oproti
saponifikaci extrahovanych lipidt je vyhodna vzhledem k lepSimu vytézku, uspoie casu

a spotieb¢ rozpoustédel [12].

Pro pfimou saponifikaci je nejvhodné&jsi pouZit ethanolovy roztok KOH o koncentraci
v rozmezi 0,33 — 0,5 mol 1"}, teplotni rozmezi 55 — 75 °C a ¢asové rozmezi 15 — 60

minut. Delsi ¢as saponifikace mtize zptsobit ztraty cholesterolu [9].
1.4 Borem dopovany diamant

Uhlikové elektrody, ptfedev§im elektrody z borem dopovaného diamantu, se staly
v poslednich  letech bézné¢ wuzivanym elektrodovym materidlem v rtiznych
elektrochemickych technologiich zahrnujicich destrukei organickych polutant
v odpadnich vodach, elektrosyntézu, zatfizeni pro uchovani energie a elektroanalyzu.
Mezi vyhodné vlastnostt BDDE patii naptiklad Siroké potencidlové okno, chemicka

inertnost, vysoka stabilita a odolnost vii¢i deaktivaci [13].

Diamant je extrémné tvrdy materidl s vysokym elektrickym odporem, chemickou
inertnosti, optickou prithlednosti a nejvy$si znamou tepelnou vodivosti [14]. Atomy
uhliku jsou v diamantu v tetraedrickém uspotfadani, kazdy atom uhliku je véazan ke
étyfem sousednim atom@im pomoci sp® hybridizovanych orbitaldi. Jednotlivé vrstvy se
opakuji ve vzorci ABCABC, tedy kazda treti vrstva je shodna. Tato struktura je zasadné
odlignd od struktury grafitové, ktera se skladd z sp? hybridizovanych kruhti, kde se
kazdy atom uhliku vaZe ke tfem sousednim atomim uhliku. V grafitové struktuie se
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vrstvy opakuji v sekvenci ABAB, tedy kazd4 druha vrstva je shodna [15]. V BDD
filmech jsou nékteré atomy uhliku nahrazeny atomy necistot — boru. Atomy boru, které
se chovaji jako akceptory elektront, vytvaii vodivy pas na energetické hladiné zhruba o
0,35 eV vyssi, nez je okraj valencniho pasu. Pravé proto mize diamant, jinak jeden
z nejlepSich izolantl, ziskat v zavislosti na koncentraci obsazené¢ho boru polovodicové
az polokovové vlastnosti, a je tudiz vyuzitelny pro elektrochemickd méteni [16].
Elektrickou vodivost diamantovych filma lze zvysit i pouzitim jinych dopantd, napf.

atomu fosforu nebo dusiku [17].
1.4.1 Priprava diamantovych filmu

Diamantové filmy dopované borem se piipravuji chemickou depozici par (CVD).
Existuji riizné techniky, napt. pouziti Zhaveného vldkna, mikrovinného ohievu nebo
pomoci plasmy [17,18]. V téchto procesech je plyn obsahujici uhlik energeticky
aktivovan k rozlozeni molekul na radikaly. Nejcastéji je k depozici pouzivana smés
methanu a vodiku. Metody se li§i pfedev$im ve zplisobu, jakym je dosazeno aktivace
plynu. Typické podminky jsou pomér objemu C/H 0,5 —2 %, tlak 10 — 100 torr, teplota
substratu 800 —1000 °C, vykon mikrovinného zdroje 1000 — 1300 W, poptipad¢ teplota
zhaveného vlakna pftiblizné 2100 °C. Film krystalizuje rychlosti 0,1 — 1 um/h, pfi¢emz
pro kontinudlni pokryti substratu je tfeba ptiblizné 1 pm [16,18].

Dopovéani borem je uskute¢néno bud’ piidavkem diboranu do smési plynli, nebo
pfidavkem hexagonalniho nitridu boru, ze kterého je diboran uvoliiovan interakci
s atomarnim vodikem. Atomarni vodik hraje daleZitou roli pfi obou metodach, jelikoz
zabrafiuje uhliku na povrchu filmu prechazet zsp® hybridizované diamantové
mikrostruktury na sp®> hybridizovanou grafitovou mikrostrukturu, tedy potlacuje

formovani nediamantovych uhlikovych necistot [16,18].

Jako substrat se nejCastéji pouziva i pres svoji kiehkost kiemikova desticka, 1ze vSak
pouzit i molybden, wolfram, titan, niob, tantal nebo skelny uhlik [18,19]. Substrat se
predpfipravuje ¢isténim sérii rozpoustédel a nasledné lesténim diamantovym praskem.

Ulpélé castice diamantu poté slouzi jako krystalizacni centra pro rust filmu [16].

K charakterizaci morfologickych, optickych, chemickych a elektronovych vlastnosti
BDD filml se pouzivaji analytické metody jako skenovaci elektronova mikroskopie,

Ramanova spektroskopie nebo rastrovaci tunelova mikroskopie [16]. Na obr. 1.3 jsou
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zobrazeny snimky povrchu a okraje vzorku BDD filmu ziskané pomoci skenovaci

elektronové mikroskopie.

aY T2 e AL s
EHT:20.82 kV Zun — = e 13:57 17-0ct-2081

- Hag= G5.56 KX 1422 17-0ct-i0a1
W= 26 AR Dotectors SE1 INFEFLIT We 25 na Detectors SE1 INPESLIT

Obr. 1.3 Snimky povrchu a okraje vzorku BDD filmu ziskané pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Scanning-electron-micrographs-

of-boron-doped-diamond-film-a-superficial-vision-b_figl 26371573).
1.4.2 Elektrochemické vlastnosti BDDE

BDDE vykazuji n¢kolik technologicky vyznamnych vlastnosti. Maji velmi Siroké
potencidlové okno ve vodnych 1 nevodnych prostiedich. Potencidlové okno je
definované jako rozdil potenciald, pfi kterych anodicky i katodicky proud dosahuje
hodnoty 50 pA; pro BDDE je jeho sitka ptiblizné 3,5 V (ve srovnani s elektrodou ze
skelného uhliku je piiblizné o 1 V §irsi). Sitka potencialového okna se oviem miize
snizit v zavislosti na kvalit¢ BDD filmu a na obsaZzenych nediamantovych sp?
uhlikovych necistotaich. BDDE vykazuji vysokou stabilitu a odolnost vi¢i korozi
v kyselych i zasaditych prostiedich. Povrch elektrody je inertni, ma pomérné nizké
adsorp¢ni schopnosti a dobfe odoldva pasivaci. Proud pozadi a kapacita elektrické

dvojvrstvy je az o fad niz8i nez u elektrod ze skelného uhliku. Rozhrani diamant —

elektrolyt je témét dokonale polarizovatelné [19].

Chovani a vlastnosti povrchu BDDE zavisi na jeho terminaci. BDD film ziskany
pomoci CVD je predev§im H-terminovany. H-terminované povrchy jsou hydrofobni
s negativni elektronovou afinitou, a vykazuji relativné vysokou povrchovou vodivost.
O-terminované povrchy jsou hydrofilni s pozitivni elektronovou afinitou a nizkou
vodivosti. To, jakym zptisobem je povrch terminovan, zavisi na typu elektrochemické a

mechanické predupravy. Z H-terminovanych povrchll lze vytvofit oxidované povrchy
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pomoci anodické polarizace pti vysoké proudové hustoté ¢i pouzitim vysoce pozitivnich
potenciall v oblasti anodického rozkladu vody, kdy vznikaji hydroxylové radikaly [20].
Oxidace probiha sledem reakci spfimym pfenosem elektroni a reakcemi
s hydroxylovym radikdlem za vzniku karbonylovych a karboxylovych skupin [21].
Naopak H-terminované povrchy lze ziskat pouZzitim vysokych negativnich potencialt ¢i
negativnich proudovych hustot, kdy dochézi k vyvoji vodiku [13]. Funkéni skupiny na
povrchu BDDE maji silny vliv na pfenos néboje v anodickych 1 katodickych reakcich.
Zavedeni kyslikatych skupin muze kinetiku n€kterych reakei inhibovat, zatimco u
jinych typt ji usnadnit; elektrochemickd odezva latek zalezi na tom, zda byl povrch
elektrody pfed meéfenim polarizovan anodicky nebo katodicky. Zména povrchu
elektrody muze ovlivnit reprodukovatelnost a terminace povrchu BDDE téZ ovliviiuje

adsorpci organickych molekul [21,22].

Pteduprava povrchu BDDE je zdsadnim kritériem ovliviiujicim kinetiku elektronového
prenosu. O-terminované povrchy jsou voleny pro Siroké potencidlové okno v oblasti
pozitivnich potencidlli a pro moznost in situ anodické ptedupravy. Tyto povrchy jsou
preferovany pro analyty, které béhem oxidace polymeruji, a tim pasivuji elektrodovy
povrch. Vznikly polymerni film blokujici elektrodu lze in situ odstranit vlozenim
kladného potencidlu v oblasti anodického rozkladu vody, kdy vznikaji hydroxylové
radikaly neselektivné oxidujici vSechny latky. H-terminované povrchy zase umoziuji
detekci latek, které neposkytuji dostacujici signal na O-terminovaném povrchu. Nartst
proudové odezvy pii uziti diferen¢nich pulznich technik je zplisoben rychlejsi kinetikou
prenosu naboje na H-terminovaném povrchu nez na O-terminovaném povrchu diky
vy$§i povrchové vodivosti H-terminovanych povrch. Pro piedipravu povrchu
elektrody pomoci mechanického lesténi plati, Ze zmény v elektrochemickém chovani
sloucenin jsou spjaty predev$im s mechanickym odstranénim sp? uhlikii p¥itomnych na
povrchu elektrody, které nesou kyslikové funkéni skupiny. Stejné jako anodicka a
katodicka pteduprava, 1 mechanickéd pieduprava zajiStuje zvyseni odezvy, zaroven ale

také vede k nejniz§imu proudu pozadi [13].

BDDE vykazuji pro anorganické redoxni markery jako je [Fe(CN)s] > reverzibilni az
quasireverzibilni kinetiku elektronového pifenosu. Odolavaji deaktivaci a adsorpci
polarnich molekul 1épe neZ elektrody ze skelného uhliku, které jsou kvili svému sp?

charakteru a pfitomnosti polarnich skupin na jejich povrchu k pasivaci nachylné. Diky
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této odolnosti jsou BDDE vhodnéjsi k pouZiti pro elektroanalytickda métfeni organickych

latek, které maji tendenci se na elektrodovy povrch adsorbovat [16,23].
1.5 Skelny uhlik

Elektroda ze skelného uhliku je stejn¢ jako BDDE bézn¢ uzivanou elektrodou pro rizné
elektrochemické aplikace. Prestoze BDDE ma tfadu vyhod, GCE rovnéz disponuje
dobrymi elektrochemickymi vlastnostmi, jako je napiiklad Siroké potencidlové okno,
chemicka inertnost a kompatibilita s béznymi rozpoustédly, a zaroven je cenove

dostupngjsi [24].
1.5.1 Priprava a vlastnosti skelného uhliku

Skelny uhlik je pfipravovan vystavenim organickych prekurzorii sériim zahfivani
v inertni atmosfére pii teplotdch az 3000 °C. Organickymi substraty pyrolyzovanymi
s nejveétsim vytéZkem (okolo 50 %) jsou napiiklad fenolformaldehyd, polyvinylalkohol
nebo polyakrylonitril [25]. Skelny uhlik je neprostupny pro plyny, chemicky extrémné
inertni a vysoce odolny viic¢i kyselindm, penetraci kysliku a téz je mechanicky odolny.
Struktura povrchu skelného uhliku je tvofena ,fetizky* grafitovych plosek nédhodné
organizovanych v prostoru [24,26]. Cim nahodné&ji jsou grafitové plosky orientované,
tim je uhlikova struktura kompaktnéj$i [27]. Jak je zminéno v kapitole 1.4, atomy
uhliku v grafitu jsou viechny sp” hybridizované, na rozdil od sp® hybridizovanych
atomu uhliku v diamantu. To ma vliv na rozdil mezi strukturou skelného uhliku a BDD
filmu, jak je zobrazeno v obr. 1.4, kde je povrch BDD filmu mnohem vic
strukturovany [28]. Struktura zavisi na teploté pouZité pii ptipravé. Pii teploté¢ 1000 °C
je struktura vysoce neusporddana a mikroporézni, zatimco pii teploté¢ 3000 °C jsou pory
vetsi [29]. Prace [29] také na zakladé zkouméni skelného uhliku pomoci transmisni
elektronové mikroskopie s vysokym rozliSenim piedpoklada, ze skelny uhlik obsahuje
mikrostruktury ptibuzné fulerenu, vysvétlujici jeho nizkou reaktivitu v porovnani

s negrafitujicimi uhliky, porozitu, a t¢Z by mohla vysvétlovat jeho adsorp¢ni vlastnosti.
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Obr. 1.4 Znazomendi struktury povrchu BDD filmu (A) a skelného filmu (B) pouzitim techniky

mikroskopie atomarnich sil. Pfevzato a upraveno z [28].
1.5.2 Elektrochemické vlastnosti skelného uhliku

Elektrochemicka odezva skelného uhliku je vyznamné ovlivnéna stavem svého povrchu,
zejména vyskytem povrchovych funkénich skupin uhlik-kyslik. LeSténim povrchu lze
dosdhnout zmény koncentrace téchto povrchovych funkénich skupin, a tim zvySeni
povrchové aktivity. Pfitomnost povrchovych funkénich skupin slouzi k usnadnéni

elektrodovych reakei [27].

Rychlost elektronového pifenosu je na elektrodé ze skelného uhliku mensSi nez na
elektrodach kovovych. Existuji v§ak metody pro zvySeni rychlosti fady redoxnich reakci
na GCE. Ty zahrnuji rGzné zpisoby aktivace, naptiklad lesténim -elektrodového
povrchu, zahtivanim na vysoké teploty ¢i riznymi chemickymi a elektrochemickymi

predupravami [30].

BéZné€ uzivanou metodou aktivace je ¢isténi a leSténi elektrodového povrchu abrazivy
jako je alumina [31]. Obvykle je tieba po Cisténi ulpélé ¢astice aluminy na elektrodé
odstranit, jinak hrozi Spatna reprodukovatelnost odezvy. Podle prace [31] je lze vSak i
vyuzit, napfiklad pro stanoveni katechold, jelikoZ tyto ulp€lé ¢astice aluminy katechol
siln¢ adsorbuji a katalyzuji jeho oxidaci. DalSi metodou znacné zlepSujici
elektrochemické vlastnosti GCE je jeji zahiivani na 500 °C pfi snizeném tlaku [32].
Chemickou metodou c¢iSténi je naptiklad redukce jodi¢nanem nebo ponofeni do

kyseliny chromové, které¢ zlepsuje reprodukovatelnost [33].
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1.6 Metody pro stanoveni cholesterolu

Kratké shrnuti piikladii metod pouzivanych ke stanoveni cholesterolu bylo uvedeno jiz

v bakalatské praci autorky [3]. V této podkapitole nésleduje jeho rozsiteni a doplnéni.
1.6.1 Chromatografické metody

Pro rutinni analyzu je bézné uzivanou metodou ke stanoveni cholesterolu plynova
chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem, které ovSem musi ptfedchazet
derivatizace. Casto uzivana je i vysokou¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni
sruznymi detektory, jelikoz cholesterol je casto tieba oddélit od dalSich latek.
Preferované detektory pro HPLC jsou nedestruktivni detektory jako napiiklad UV/VIS
detektor ¢i detektor s diodovym polem (DAD). Tyto detektory vSak maji vysoké limity
detekce, protoze cholesterol ve své molekule neobsahuje vyznamny chromofor.
Pokrocilejsi metody jako je hmotnostni spektrometr (MS) jsou uZivany hlavné pro

kontrolu rutinnich analyz [9]. Piiklady instrumentalnich metod jsou uvedeny v tab. 1.1.

Tab. 1.1 Ptiklady instrumentédlnich metod uzivanych ke stanoveni cholesterolu s ptislusnymi

limity detekce (LOD). Ptevzato a doplnéno z [3].

Metoda-detektor Matrice Derivatizace LOD (nmolI"")  Ref.
GC-MS Plodova voda Pyridin + BSTFA* 10 [34]
GC-FID Tabak Pyridin + BSTFA* 259 [35]
GC-FID Mléko — 13,4-38,0 [36]
HPLC-MS Olivovy olej — 0,32 -2,36 [37]
HPLC-DAD Léciva zalozenana — 2,87-10* [38]
liposomech
HPLC-UV Mléko — 3,88:10° [39]

* N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
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1.6.2 Enzymové metody a biosenzory

Velké pozornosti se dostdva vyvoji biosenzort, které rovnéz vyuzivaji cholesterol
oxidasy, jejiz reakce s cholesterolem produkuje peroxid vodiku. Biosenzory jsou
zatizeni schopnd zajistit specifickou a kvantitativni analytickou informaci vyuzitim
biologického prvku, tedy naptiklad enzymu, ktery je imobilizovan v piimém kontaktu
s elektrochemickym prvkem zajiStujicim pfevod biochemické informace na elektricky
signal. Jejich hlavnimi vyhodami jsou specificnost, mala velikost, schopnost neustalého
sledovani koncentrace analytu v dané matrici a moznost méfit analyt bez pouziti

reagentu [40].

Enzymy v biosenzorech jsou imobilizovany na pevnych latkach, anorganickych i
organickych, tzv. matricich. Dulezité je, aby byl dany film pfizpisobivy pro rGzna
prostiedi, predevSim odolny Siroké Skale pH, teploty a iontové sily. Stabilita
imobiliza¢ni techniky urcuje citlivost a spolehlivost signdlu biosenzoru. Bézné
uzivanymi materidly pro tvorbu filmi k ukotveni enzymil jsou napiiklad vodivé
polymery [41], karbonové nanotrubice [42] nebo nanocastice [43]. Takova modifikace
pracovni elektrody ji poskytuje rizné vyhodné vlastnosti oproti nemodifikované
elektrod¢, jako je naptiklad vyssi citlivost, ale také vétsi rozsah detekce, lepsi odolnost

¢1 zivotnost biosenzoru [44].

Biochemicky signdl miZe byt pfeveden na méfitelny signdl riznymi zpisoby.
V elektrochemickych biosenzorech je to amperometricky, potenciometricky C¢i
konduktometricky. Nejb&znéji jsou pouzivany techniky cyklickd voltametrie a
amperometrie [40]. Vyvoj je nejvice soustfedén na amperometrické biosenzory, nebot’
jsou nejCastéji uzivanymi biosenzory v monitorovani a diagnostickych testech
v klinickych analyzadch. Vyhodami elektrochemickych biosenzorii oproti jinym
senzorim (napt. optickym, kalorimetrickym) jsou rychlost odezvy, konstrukéni
jednoduchost a nizsi cena [45]. Naopak nevyhodou miiZze byt kontaminace povrchu

biosenzoru [46].

Piiklady rOznych elektrochemickych biosenzori pro stanoveni cholesterolu

vyuzivajicich cholesterol oxidasu a jejich vlastnosti jsou uvedeny v tab. 1.2.
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Tab. 1.2 Piiklady rtznych elektrochemickych biosenzort pro stanoveni cholesterolu. Prevzato a

upraveno z [40].

Matrice/elektroda Linearita (mmol 1Y)  LOD (umol 1™')  Ref.
Oxidovany polypyrrol/Pt 0,025-0,3 5,7 [47]
Sitotiskova grafitova elektroda 2,81 -13 — [48]
Ferrokyanid draselny — grafit — teflon 0,01 -3 6,2 [49]
PDDA*/Au-CNT 0-6 200 [42]
CNT*-Pt/grafitova elektroda 4-102-0,1 1,4 [50]
Pt-CNT-CHIT*/Au 0,01 -3 5 [51]
Au elektroda 0-2,1 60 [52]

*PDDA — poly(diallyldimethylammonium chlorid), CNT — uhlikové nanotrubicky, CHIT —

chitosan dopovany nanocasticemi

1.6.3 Kolorimetrické metody

Kolorimetrické stanoveni cholesterolu pomoci Liebermann-Burchardovy reakce je
znamo jiz od konce 19. stoleti. Pii této reakci dochazi ptisobenim smési acetanhydridu a
koncentrované kyseliny sirové ke vzniku modrozelené¢ho produktu. Mechanismus této
reakce byl dlouho nejasny. Nyni je vSak diky metoddm jako je in situ nuklearni
magnetickd rezonance (diky které 1ze sledovat zvySujici se hladinu polarnich produktt
behem reakce) zndmo, Ze dochéazi k rychlé pfeméné cholesterolu na jeho acetatové a
sulfatové derivaty, které jsou pomalu desaturovany sulfonovymi kyselinami, kdy
nakonec dochdzi k aromatizaci na steroidnim jadru, jehoZ struktura je zdrojem

zabarveni produktu [53].

Provedeni stanoveni pomoci Liebermann-Burchardovy reakce vyzaduje pomérné
specifické podminky. Prace [54] ukazuje n¢kolik faktori ovliviiujicich vznik zabarveni.
Jednim znich je vliv teploty na vznik modrozeleného zbarveni absorbujicim pfi
piiblizné¢ 620 nm. Pii piidani reagentu pii 0 °C se produkt v podstaté netvoii; pfi

vysSich teplotach ano, ale maximalni absorbance se 1isi pfi raznych teplotach v ¢ase od
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pfidani reagentu. Faktor ¢asu tedy rovnéz zavisi na teploté. Dal§im zkoumanym vlivem

bylo vystaveni svétlu, které ma neptiznivy Gcinek na vyvoj zabarveni.

Detekci pomoci spektrofotometrického stanoveni produkti Liebermann-Burchardovy
reakce vyuziva Abell-Kendallova metoda pro stanoveni cholesterolu ze séra. Uziva vSak
modifikovaného c¢inidla, kdy se ochlazeny acetanhydrid smichd s koncentrovanou
kyselinou octovou, micha se pii nizké teplote, a poté se ptida koncentrovana kyselina
octova. Cinidlo se necha reagovat s cholesterolem, a vznikly produkt se poté stanovuje

spektrofotometricky pii vinové délce 620 nm [55].
1.7 Metody pro stanoveni lathosterolu

Uzivanymi metodami pro stanoveni lathosterolu jsou piedevs§im instrumentalni metody,
1 kdyz vétSina z nich vyzaduje derivatizaci lathosterolu pro dosazeni dostatecné
citlivosti. Velmi dilezitou casti stanoveni lathosterolu je piiprava vzorku, jelikoz
stanoveni je Casto komplikovano pfitomnosti dalSich lipidl, a také nizkou relativni
koncentraci vzhledem k cholesterolu. Proces pfipravy vzorku miize zahrnovat
saponifikaci, extrakci na pevné fazi ¢i mikroextrakci na pevné fazi [56]. K derivatizaci

se pouzivaji rizné latky.

BéZnou metodou pozivanou ke stanoveni lathosterolu je stejné jako v piipade
cholesterolu plynovéa chromatografie jak ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem, tak s
plamenové ioniza¢nim detektorem; déle také kapalinovd chromatografie (LC) a HPLC
s ruznymi detektory, napf. UV nebo elektrochemickym detektorem (ECD). Zminéna
metoda HPLC-ECD je schopna stanovit lathosterol simultanné s cholesterolem 1 pies
jeho daleko mensi relativni zastoupeni, a to pfi pouZiti kolony s C-18 reverzni fazi jako
staciondrni faze, acetonitrilu obsahujicitho chloristan lithny jako mobilni faze a
potencialu detekce +2,8 V vs. Ag/AgCl [57]. Piiklady téchto metod jsou uvedeny
v tab. 1.3.
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Tab. 1.3 Priklady instrumentalnich metod uZivanych ke stanoveni lathosterolu s pfisluSnymi

limity detekce (LOD).

Metoda-detektor Matrice Derivatizace LOD (umol I'")  Ref.

GC-FID Sérum Pyridin + BSTFA* 0,5 [58]

GC-MS Sérum a mozek  TMS* — [59]

HPLC-UV Sérum 4-bromobenzensulfonyl 1,81 [60]
chlorid

LC-MS/MS Sérum Kyselina pikolinova - [61]

HPLC-ECD Sérum — 0,03 [57]

*BSTFA — N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, TMS — trimethylsilyl chlorid
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2. Experimentalni cast

2.1 PFiprava roztokul a pouzité chemikalie

Pro extrakci cholesterolu z mléénych matrici byly pfipraveny zésobni roztoky
hydroxidu draselného o koncentraci 0,4 mol I"! v ethanolu, a cholesterolu o koncentraci

1-102 mol I"! v isopropanolu.

Pro voltametricka méfeni byly pfipraveny roztoky chloristanu sodného o koncentraci
0,5 mol 1! v acetonitrilu pro meziprostor voltametrické cely, a roztok obsahujici
dusi¢nan stiibrny o koncentraci 1-102 mol 1! a chloristan sodny o koncentraci 1 mol 1!

v acetonitrilu pro prostor referentni elektrody.

Pro spektrofotometrické stanoveni cholesterolu byly pfipraveny roztoky cholesterolu
v ethylacetatu o koncentracich 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mg ml™!; a roztoky cholesterolu v

koncentrované kyseling octové o koncentracich 0,1; 0,25; 0,35; 0,5 mg ml .

Pro studium voltametrického chovani lathosterolu byly pfipraveny zasobni roztoky
lathosterolu o koncentraci 1-10 mol I'! v acetonitrilu, a kyseliny chloristé, sirové,

dusiéné, fosfore¢né a chloristanu sodného o koncentraci 1 mol 1™!' v acetonitrilu.

Pivod pouzitych chemikalii je uveden v tab. 2.1. Pokud neni uvedeno jinak, byly

pouzité chemikalie analytické Cistoty.

Tab. 2.1 Pivod pouzitych chemikalii.

Chemikalie Piavod
KOH, 70% HCIOs, acetanhydrid Penta (Chrudim)
Ethanol, kyselina octova, 96% H>SO4, 65% HNOs, Lach-Ner (Neratovice)

85% H3POq, ethylacetat

Cholesterol, hexan Sigma-Aldrich
Isopropanol Merck (Némecko)
Acetonitril Honeywell (Némecko)
NaClOs4, AgNO; Fluka
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Piivod stanovovanych vzork mléénych vyrobkt je uveden v tab. 2.2.

Tab. 2.2 Typ a puvod vzorkd pouzitych ke stanoveni cholesterolu.

P(

Vzorek Vyrobce

1)  Trvanlivé mléko (1,5 % tuku) Mlékarna Kunin, Ostrava — Martinov

2)  Trvanliva smetana do kavy Kapucin (10 % tuku)  Bohusovicka mlékarna

3)  Zahusténé neslazené mléko (7,5 % tuku) Tatra, Mlékarna Hlinsko
4)  Smetana do kavy (10 % tuku) Pilos, Mlékarna Hlinsko
5)  Cerstvé mléko (1,5 % tuku) Pilos, Mlékarna Hlinsko
6) Polotu¢né mléko (1,5 % tuku) Mlékarna Kunin, Ostrava — Martinov

2.2 Aparatura

2.2.1 Voltametricka méreni

Pro voltametrickd méteni byl pouzit polarograf Eco-Tribo se softwarem Polar.Pro 5.1
(Eco-Trend Plus, Praha). Pro stanoveni cholesterolu v mléénych matricich byla jako
pracovni elektroda vyuzita elektroda zborem dopovaného diamantu (Windsor
Scientific, UK) o priméru disku 3 mm (S = 7,07 mm?). Pro studium voltametrického
chovani lathosterolu byla vyuzita jako pracovni elektroda rovnéz BDDE, a také
elektroda ze skelného uhliku (Metrohm, Svycarsko) o priméru disku 2 mm
(S=3,14mm?). Vobou piipadech byla jako pomocni elektroda uZita platinova
elektroda (Elektrochemické detektory, Turnov), a jako referentni elektroda nevodna
elektroda dle Pleskova, kterd je tvofena stfibrnym dratkem ponofenym do roztoku
obsahujiciho dusi¢nan stiibrny o koncentraci 1-102 mol ™! a chloristan sodny

o koncentraci 1 mol I"! v acetonitrilu.

Byla uzita specialni voltametrickd cela skladajici se ze tfi Casti, které jsou od sebe
oddé€leny fritou (obr. 2.1, prevzato z [62]). Prvni znich je pracovni cast, kde je
v analyzovaném roztoku ponofena pracovni a pomocnd elektroda; druhou casti je

meziprostor, ktery slouzi jako solny mustek; tfeti ¢ast je prostor referentni elektrody.

26



(a)

(f)

Obr. 2.1 Schéma pouzité¢ voltametrické cely, kde (a) je pracovni elektroda, (b) pomocna
elektroda, (c) referentni elektroda, (d) prostor referentni elektrody, (e) meziprostor a

(f) pracovni prostor.
2.2.2 Spektrofotometricka méreni

K spektrofotometrickému stanoveni cholesterolu byl pouzit spektrofotometr Hewlett

Packard 8453.
2.3 Pracovni postup a pouzité metody

2.3.1 Extrakce cholesterolu z mlécnych matric

Extrakce kapalina-kapalina byla provedena dle nasledujiciho optimalizovaného postupu
vychézejiciho z prace [10]. Do zkumavky byl odvdzen 1 g vzorku mlééného vyrobku
(viz tab. 2.2). Nasledné¢ k nému bylo pfidano 5 ml roztoku KOH v ethanolu o
koncentraci 0,4 mol I"! a michdno po dobu 1 min. Dale byl vzorek zahiivan na vodni
lazni na 50 °C po dobu 30 min. Poté se smés nechala vychladnout na pokojovou teplotu.
K smési bylo poté pfidano 5 ml deionizované vody a michdano 1 min. Smés byla
extrahovana dvakrat s 10 ml n-hexanu v dé€lici nalevce, protfepavani probihalo po dobu
1 min. Po rozdéleni smési na dv€ faze byla horni hexanova vrstva odebrana. Obé¢
hexanové frakce byly smichdny, a z nich bylo odebrano 5 ml hexanového extraktu a

vysusSeno pod No.

Kvantifikace byla provadéna metodou ptidavku standardu. Byly provadény tii ptidavky

standardu, které byly davkovany pifimo do vzorku — extrakce byla provadéna jiz s
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pfidavkem. Do tii zkumavek byl odvazen 1 g vzorku, a k nému bylo pfidano 34, 68 a
102 pl standardu (roztok cholesterolu v isopropanolu o koncentraci 1-102 mol I'") do
prvni, druhé a tfeti zkumavky. Dalsi postup byl shodny jako pfi zpracovani samotného

vzorku.
2.3.2 Voltametricka méreni cholesterolu

Odparek byl rozpustén v 5 ml zadkladniho elektrolytu (roztok kyseliny chloristé
o koncentraci 0,1 mol I'! v acetonitrilu s teoretickym obsahem vody 0,43 %, resp.
0,55 % podle méteni pomoci titrace dle Karla Fischera [63]). Pied kazdym skenem byla
pracovni elektroda vylesténa pomoci aluminy na lestici desticce (Elektrochemické

detektory, Turnov).

Pouzitou metodou byla diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) s nasledujicimi parametry:
vyska pulsu +50 mV, sitka pulsu 80 ms, doba vzorkovani pted vlozenim pulsu a na jeho

konci 20 ms (tj. celkova $itka pulzu 100 ms), rychlost polarizace 20 mV s ..

Vyhodnoceni bylo provedeno u riznych vzorka bud’ protazenim zdkladni linie, nebo

pomoci odecteni proudu zdkladniho elektrolytu od hodnoty proudu dané kiivky.

Pii prepoctu meéfené koncentrace standardu ve vzorku pro ziskani koncentrace

cholesterolu v ptivodnim vzorku byla ptredpokladana jednotkova hustota daného vzorku.
2.3.3 Spektrofotometricka méreni cholesterolu

Pro spektrofotometrické stanoveni cholesterolu byly testovany dva postupy: prvnim
znich byla metoda uvedena v ptfirucce [64], uzivajici jako ¢inidlo smés ethylacetatu,
acetanhydridu a kyseliny sirové, kterd ovSem nebyla GspéSnd. Proto byla nasledné

vyuzita metoda dle Abell-Kendalla [55].

Bylo pfipraveno cCinidlo: 20 ml acetanhydridu bylo odpipetovano do Erlenmeyerovy
banky a vychlazeno v lednici na teplotu niz$i nez 10 °C. Dale byl pifidan 1 ml
koncentrované kyseliny sirové a banka byla protfepana a ponechana v lednici dalSich
9 min. Poté byl proveden ptidavek 10 ml koncentrované kyseliny octové, a ¢inidlo bylo

ohtato na pokojovou teplotu.
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Odparek extraktu cholesterolu byl rozpustén v 200 pl koncentrované kyseliny octové.
K tomuto roztoku bylo pfidano 800 pl ¢inidla a byl michan zatemnény po dobu 30 min.

Poté byl zméien na spektrofotometru pii vinové délce 620 nm.
2.3.4 Voltametricka méreni lathosterolu

Méfeni byla provadéna s roztokem lathosterolu o koncentraci 1-10~* mol I'! v prosttedi
kyseliny chloristé o koncentraci 0,1 mol I"' v acetonitrilu. Obsah vody v méfenych
roztocich byl 0,55 %. Povrch pracovni elektrody byl pfed kazdym méfenim obnovovan

lesténim na lestici desticce pomoci aluminy.

Pouzité metody byly cyklickd voltametrie (CV), DC voltametrie a diferenéni pulzni
voltametrie. U CV a DC voltametrie byla pouZivéana rychlost polarizace 100 mV s,
V cyklické voltametrii bylo provedeno zpravidla pét skentl, z nichZz do grafu byl pouzit

prvni. U DPV byly pouzity shodné parametry jako jsou uvedeny v podkapitole 2.3.2.
2.3.5 Zpracovani dat

Ziskani hodnot proudu a potencidlu ve vrcholech pikii z naméfenych kiivek bylo
provedeno v programu Polar.Pro 5.1. Bylo provedeno bud’ protazenim zékladni linie,

nebo spojenim minim kiivky pted a za pikem.

Limit detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitany podle vztahii

o=k, R (2.1)
30
LOD = — (22)
k
100
LOQ = - (2.3)

kde o je smérodatna odchylka vysky proudu (pro nejnizs§i koncentraci, kterd
poskytovala odezvu), k, tabelovana hodnota, R je rozptyl méfeni a kje smérnice

kalibra¢ni zavislosti.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Stanoveni cholesterolu v mléénych matricich

Stanoveni cholesterolu z mlécnych matric bylo provedeno po extrakci kapalina-kapalina
pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie, jak je uvedeno v postupu prace v podkapitolach
2.3.1 a 2.3.2. Voltametrickd méfeni probihala v prostiedi 0,1 mol 1! kyseliny chloristé
v acetonitrilu obsahujici teoreticky 0,43 % vody pochazejici ze 70% kyseliny chloristé
pouzité k piipravé zdsobniho roztoku. Experimentdlné¢ zméteny obsah vody v tomto

prostiedi je podle titrace dle Karla Fischera 0,55 % [63].

Se vzorkem €. 1 byl urcen vytéZek extrakce. Piislusné DP voltamogramy jsou uvedeny
vobr. 3.1. Vytézek byl uren ze dvou méfeni, kdy v prvnim znich byly piidavky
standardu pfidany do vzorku pied extrakci, tedy téZ pro§ly extrakci. Ve druhém méteni
byly pfidavky standardu pfidany do jiz vyextrahovaného vzorku, tedy samy extrakci

neprosly. Z téchto méfeni byl vypocitan vytézek (74,8 £ 3,8) %.

E T T T E T T T
2000 1500+ B .
[ ]
1000 1000 |+ -
[ ]
500 E_ | i
0 30c(std), pumol ! 60

Obr. 3.1 DP voltamogramy (A) pro vypocet vytézku extrakce ve vzorku €. 1 metodou pfidavku
standardu. PIné ¢ary znazoriuji pfidavky standardu do vzorku pied extrakci, pferuSované Cary
pridavky standardu po extrakci. Vzorek bez ptidavku standardu (¢erveng); 1. pridavek standardu
(zeleng); 2. ptidavek standardu (modre); 3. piidavek standardu (fialové). Koncentrace pridavki
viz obr. B. Cerné je vyznalen zakladni elektrolyt obsahujici HClO4 o koncentraci 0,1 mol I™!
v acetonitrilu. Pracovni elektroda BDDE. Vyhodnoceni pomoci protazeni zakladni linie.

Nejistota méfeni proudu piku /7, je vyjadiena jako smérodatna odchylka vysky piku 7, (n = 4).

Ptiklad voltamogramii dal§iho méfeni (vzorek €. 2) je uveden na obr. 3.2.
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Obr. 3.2 DP voltamogramy (A) pro stanoveni cholesterolu ve vzorku €. 2 po extrakci kapalina-
kapalina metodou ptidavku standardu. (1) Vzorek bez pridavku standardu; (2) 1. pfidavek
standardu; (3) 2. pridavek standardu; (4) 3. pridavek standardu. Koncentrace ptidavkd viz
obr. B. Cerné je vyznalen zékladni elektrolyt obsahujici HClO4 o koncentraci 0,1 mol ™!
v acetonitrilu. Pracovni elektroda BDDE. Vyhodnoceni pomoci protazeni zakladni linie.

Nejistota méteni proudu piku 7, je vyjadiena jako smerodatna odchylka vysky piku 7, (n = 4).

Pro stanoveni cholesterolu pomoci spektrofotometrie bylo nejprve tieba tuto metodu
optimalizovat. Stabilita signalu byla zméfena podle nasledujiciho postupu [64]. Bylo
pripraveno ¢inidlo smichanim 9 ml ethylacetatu, 4 ml acetanhydridu a 0,8 ml kyseliny
sirové. Zkumavka s ¢inidlem byly protfepana a 10 min chlazena na teplotu 20 °C.
Nasledné byl ptidan roztok standardu cholesterolu o koncentraci 1 mg ml™' a zkumavka
byla chlazena jesté 5 min na teplotu 20 °C. Absorbance byla métena vzdy po 10 min pfi
vlnové délce 625 nm. Graf zéavislosti absorbance na case je uveden v obr. 3.17.

Maximalni absorbance byla namétena po 50 min.
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Obr. 3.3 Graf zavislosti absorbance 4 produktl reakce cholesterolu o koncentraci 1 mg ml™!

s ¢inidlem na Case t.

Pomoci postupu uvedeného vySe byly nasledné meéteny kalibraéni tady, jak pii
objemech uvedenych vyse, tak v desetkrat zmenSeném objemu v mikrozkumavkéch
Eppendorf. Vzhledem k citlivosti reakce na svétlo byly téZ provedeny pokusy
v tmavych mikrozkumavkach ¢i zkumavkach zabalenych v alobalu béhem 50 min
vyvijeni zabarveni. Ve vSech piipadech vSak byly vysledky neuspokojivé, tj. odezva

spektrofotometru nebyla opakovatelna.

Proto byl déale zkouman postup podle Abell-Kendalla, ktery je uveden

v podkapitole 2.3.3, kde se pouZziva Cinidlo sloZen¢ z acetanhydridu, kyseliny sirové a

S 24

zavislosti absorbance na koncentraci cholesterolu bylo naméfeno spektrum zobrazené

na obr. 3.4, kde je uvedeno spolu se ziskanou kalibracni zavislosti.

32



< T T < T T
0.150 B

0.10 - 7
0.075

0.05 - 7
0.000

0.00 - 7
-0.075 | 7

500 600 700 2, nm 0.2 04 ¢, mg ml”’

Obr. 3.4 Absorp¢ni spektrum (A) produkti reakce cholesterolu o koncentraci (1) 0,1; (2) 0,25;
(3) 0,35 a (4) 0,5 mg ml ! a ¢inidla. Kalibra¢ni fada (B) ziskana z absorp&niho spektra. Nejistota
mefeni absorpcniho piku je vyjadiena jako smérodatna odchylka vysky piku (n = 3).

Pomoci tohoto postupu byl zméfen vzorek ¢. 6, jehoz absorpéni spektrum a

vyhodnoceni tohoto spektra jsou uvedeny v obr. 3.5.
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Obr. 3.5 Absorpéni spektrum (A) pro stanoveni cholesterolu ve vzorku ¢. 6 po extrakci
kapalina-kapalina metodou pfidavku standardu. (1) Vzorek bez pfidavku standardu;
(2) 1. ptidavek standardu; (3) 2. ptidavek standardu; (4) 3. ptidavek standardu. V obr. (B) je
zavislost absorbance A produkti reakce cholesterolu a cinidla na koncentraci standardu
cholesterolu ve vzorku ¢. 6. Nejistota méfeni absorpéniho piku je vyjadfena jako smérodatna

odchylka vysky piku (n = 3).

Stanoveni cholesterolu bylo provedeno v Sesti rliznych vzorcich mléka a smetany, jak

shrnuje tab. 3.1, ve které jsou uvedeny vysledky méteni.

33



Tab. 3.1 Shrnuti vysledki stanoveni cholesterolu v mléénych matricich.

¢. Vzorek Obsah cholesterolu Obsah cholesterolu stanoveny

stanoveny voltametricky spektrofotometricky

(mg/100 g) (mg/100 g)

1) Trvanlivé mléko Kunin 10,3+ 1,58 -

2) Smetana do kavy Kapucin = 12,8 + 0,40 -

3) Zahusténé neslazené mléko 4,95+ 0,15 -

Tatra Classic

4) Smetana do kavy Pilos 29,3+ 7,50 -
5) Cerstvé mléko Pilos 13,2+0,30 —
6) Polotu¢né mléko Kunin 2,47 +£0,23 2,51 +£0,10

Obsah cholesterolu v mléku se podle literatury pohybuje piiblizn€ v rozmezi 15 az 25
mg/100 g pfi méfeni pomoci diferencni pulzni voltametrie [65]. Pomoci plynové
chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem mélo stanovované mléko obsah
cholesterolu pfiblizné¢ 12 mg/100 g [66]; v praci [67] 13 mg/100 ml pomoci
infraCervené spektroskopie 1 spektrometrické ftalaldehydové metody. Vysledky
stanoveni cholesterolu provedené v této praci jsou tedy srovnatelné s vysledky

ziskanymi pomoci jinych metod.

Pro kontrolu pouzité metody uZivajici DPV byla optimalizovana spektrofotometricka
metoda podle Abell-Kendalla, kterd u méfené¢ho vzorku poskytla témét shodny

vysledek.
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3.2 Voltametrie lathosterolu

Studium voltametrického chovani lathosterolu bylo provadéno pomoci elektrody
zborem dopovaného diamantu a elektrody ze skelného uhliku metodami cyklické
voltametrie, DC voltametrie a diferenéni pulzni voltametrie v prostfedi 0,1 mol I'!
kyseliny chloristé v acetonitrilu obsahujici 0,55 % vody pochazejici ze 70% kyseliny
chloristé pouzité k ptipravé zasobniho roztoku. Toto prostfedi bylo zvoleno na zaklade
poznatku v praci [68], kdy voltametricka odezva zlu¢ovych kyselin vznikd na zakladé
dehydratace jejich skeletu v prostfedi silné kyseliny. Podobny mechanismus se
predpoklada u cholesterolu, u n¢hoz jsou zndmy dehydratacni reakce diky Liebermann-
Burchardové reakci (viz kap. 1.6.3). Kromé kyseliny chloristé bylo méteni lathosterolu

déle provadéno v prostiedi 0,1 mol I'! chloristanu sodného v acetonitrilu.

Méienim v prostedi 0,1 mol I"! kyseliny chloristé v acetonitrilu na BDDE bylo zji$téno,
ze lathosterol poskytuje odezvu pii potencidlu okolo +1650 mV. Na GCE poskytuje
odezvu okolo +1350 mV. Oba cyklické voltamogramy jsou zobrazeny v obr. 3.6, kde
lze pozorovat vyssi nabijeci proud na GCE. Ze zpétného skenu, na kterém neni
pozorovatelna katodicka odezva, 1ze usoudit, ze elektrochemické oxidace lathosterolu je
d¢j ireverzibilni. Posun potencialu oxidace na BDDE v porovnéni s elektrodami na bazi
sp? uhliku k vice pozitivnim hodnotdm je pomémé Castym jevem a je prisuzovan

pomalejsi kinetice pfenosu elektronu na heterogennim povrchu BDDE [13].

Porovnanim odezvy lathosterolu s dalS§imi steroly v prostiedi kyseliny chloristé
obsahujici 0,55 % vody lze fici, Ze je poloha piku lathosterolu nejvice podobna poloze
piku cholesterolu, ktery poskytuje odezvu okolo +1600 mV na BDDE [4] a +1400 mV
na GCE [3]. Fytosteroly obsahujici ve svém steroidnim jadfe rovnéz jednu dvojnou
vazbu (A%), tedy stigmasterol a B-sitosterol, poskytuji odezvu ptiblizné +1850 mV na
BDDE [69] a +2000 mV na GCE [70]. Fytosterol ergosterol, ktery obsahuje
konjugované dvojné vazby (A>7), ma odezvu ponékud odlisnou: poskytuje dva piky,
ptiblizn€ +1080 mV a +1550 mV na BDDE [69] a +1100 mV a +2000 mV na GCE [70]
a u druhého piku dochdzi na obou elektrodach v ¢ase k jeho narastu, ziejmé vlivem
probihajici dehydrata¢ni reakce. Stejné¢ tak je tomu v pfipadé¢ 7-dehydrocholesterolu,

ktery poskytuje odezvu okolo +825 mV a +975 mV na BDDE [71].
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Naobr. 3.7 je znazornéno, jak dochézi na obou elektrodich béhem deseti cykla
k pasivaci jejich povrchu, pokud neni povrch elektrody obnovovan mezi jednotlivymi
skeny. Na BDDE doslo vlivem pasivace béhem deseti naslednych cykli k poklesu
proudové odezvy o 25 %; na GCE byl pokles proudové odezvy vlivem pasivace 20 %.
Na obou elektroddch doSlo k mirnému posunu potencidlu smérem k pozitivnéjsim
hodnotdm. Ackoli pasivace neni piili§ vyraznd, pro elektroanalytické metody nebyla
opakovatelnost signalu dostacujici. Proto byla elektroda pfed kazdym skenem lesténa na

aluminé.

Casova stabilita signalu byla studovana na GCE v prostfedi 0,1 mol 1! kyseliny
chloristé v acetonitrilu pomoci cyklické voltametrie a diferencni pulzni voltametrie, kdy
povrch elektrody byl po kazdém skenu obnovovan leSténim. V tomto prostiedi je
ptedpokladdno, ze miize dochézet k dehydratacni reakci, tj. ubytku piivodné pfitomného
lathosterolu nebo vzniku jiného -elektroaktivniho produktu. To bylo pozorovano
naptiklad pro steroly s A%’ konjugovanou dvojnou vazbou, jako je ergosterol &i 7-
dehydrocholesterol [13]. U zlu€ovych kyselin obsahujicich 7a-hydroxylovou skupinu
dochazi k dehydrataci a vzniku dvojné vazby, a teprve vzniklé produkty jsou
elektroaktivni [63]. Naopak, voltametrickd odezva cholesterolu a fytosteroll

(stigmasterol, B-sitosterol) je stabilni [4,70].

V piipadé lathosterolu (¢ = 1-107* mol 1! v acetonitrilu) byl anodicky signal v priib&hu
60 minut stabilni na obou elektrodach. Pii CV byla primérnd hodnota vysky piku
(4326 £107) nA (RSD 2,5 %), u DPV byla primérma hodnota vysky piku
(339 £ 122) nA (RSD 3,6 %), pokud byla elektroda ptfed kazdym skenem lesténa.
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Obr. 3.6 Cyklické voltamogramy zakladniho elektrolytu méfené na pracovni elektrodé

(1) BDDE a (2) GCE; a lathosterolu o koncentraci 1:10* mol 1! v prostiedi 0,1 mol I'! kyseliny

chloristé v acetonitrilu s obsahem vody 0,55 % na pracovni elektrodé (3) BDDE a (4) GCE.

1000 Emv 1500

Obr. 3.7 Anodické skeny znazoriujici pasivaci (A) BDDE a (B) GCE v deseti naslednych

cyklech pfi cyklické voltametrii lathosterolu o koncentraci 1:10™* mol I'! v prostiedi 0,1 mol 1!

kyseliny chloristé v acetonitrilu s obsahem vody 0,55 %. (1) prvni sken, (2) desaty sken;

pferusované jsou vyznaceny anodické skeny zékladniho elektrolytu.

37



3.2.1 Vliv obsahu vody na odezvu lathosterolu

Na voltametrickou odezvu steroli ma obsah vody v méfeném roztoku znacny vliv. Jak
je uvedeno vyse, u primarnich zlucovych kyselin dochdzi ke vzniku odezvy vlivem
dehydratacni reakce, a tak pfi zvySeném zastoupeni vody dojde k potlac¢eni dehydratacni
reakce, a tim padem k poklesu proudové odezvy. Pfi vétsim nez 10% objemovém
zastoupeni vody jiz neni anodicky signal zluCovych kyselin na voltamogramech vyvinut
[68]. U cholesterolu je jeho signal rovnéz ovlivnén obsahem vody v méfeném roztoku.
Tento vliv se projevuje jinak na BDDE, kde dochazi pfi vy$Sim zastoupeni vody
v zékladnim elektrolytu k poklesu proudové odezvy a posunu potencidlu vrcholu piku
smérem k méné pozitivnim hodnotam [4], a jinak na GCE, kde naopak dochazi
kjistétmu narGstu proudové odezvy, ziejm¢ vlivem intenzivnéj§i adsorpce

predpokladanych produktti dehydratacni reakce na povrch elektrody [3].

Studium vlivu obsahu vody v méfeném roztoku na odezvu lathosterolu bylo provedeno
v prostiedi 0,1 mol I'! kyseliny chloristé v acetonitrilu s nasledujicimi obsahy vody:
0,55 %; 1 %; 2 %; 3 %; 5 %; 10 %; 20 %; 30 %; 40 %; 50 % a 60 %. Voltamogramy
ziskané na BDDE a GCE jsou uvedeny v obr. 3.24, zavislost vySek pikli a potenciali

vrcholl piku na obsahu vody v obr. 3.8.
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Obr. 3.8 Vliv obsahu vody na odezvu lathosterolu o koncentraci 1-10* mol 1" v prostiedi
0,1 mol 1! kyseliny chloristé v acetonitrilu. Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE.
(1) Zakladni elektrolyt v obsahu vody 0,55 %, lathosterol v zakladnim elektrolytu v obsahu
vody (2) 0,55 %, (3) 1 %, (4) 2 %, (5) 3 %, (6) 5 %, (7) 10 %, (8) 20 %, (9) 30 %, (10) 40 %,
(11) 50 % a (12) 60 %.
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Obr. 3.9 Zavislost vysek pikl 7, (™) a potencialti vrcholtl pikli £, (®) lathosterolu o koncentraci
1-107* mol I"") na obsahu vody @ v prostiedi kyseliny chloristé v acetonitrilu o koncentraci 0,1
mol I"!. Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE. Nejistota mé&feni proudu piku 7, je vyjadiena
jako smérodatna odchylka vysky piku 7, (n = 4).

Z dat ziskanych métenim na BDDE lze fici, Ze nejprve proudova odezva lathosterolu
s rostoucim zastoupenim vody vzristd, a to do 3% obsahu vody. Odezva vzrostla
z ptvodnich cca 3900 nA az na hodnotu pfiblizné 7100 nA, coz je 80% nartst. Do
tohoto obsahu vody mé voltamogram pomémné dobfe vyhodnotitelny tvar viny. Pfi
vy$§im obsahu se vlna vice ztraci v tiniku zdkladniho elektrolytu a proudova odezva
lathosterolu se postupné sniZuje, u 60 % vody az na hodnotu cca 1000 nA, dochazi tedy
k poklesu o 75 % oproti ptivodni hodnoté pfi minimélnim obsahu vody. OvSem
v prosttedi obsahujim 60 % jiz byly pozorovatelné vysraZzené vlocky lathosterolu,
u50% obsahu vody lze téZ predpokladat srazeni, ackoli nebylo okem viditelné.
Potencial vrcholu piku rovnéZ lehce vzristd z pivodni hodnoty cca +1640 mV na
+1670 mV v prostiedi obsahujicim 3 % vody, a poté klesd vzdy o 30 az 50 mV pfti
pfidavku 10 % vody smérem k méné pozitivnim hodnotdm az na cca +1340 mV.
V prostiedich s obsahem vody 3 % a vice lze pozorovat vyskyt druhého piku s méné
pozitivnim potencidlem okolo +1220 az +1300 mV. Celkov¢ lze tedy konstatovat, Ze

pro analytické vyuZiti je vhodnéjsi niz$i obsah vody v acetonitrilu do 3 %.

Z méteni na GCE lze taktéZ pozorovat zvySeni proudové odezvy z cca 2500 nA pfi
minimalnim obsahu vody pii 3% obsahu vody, kdy stejn¢ jako na BDDE maji kiivky
tvar dobfe vyhodnotitelné viny. Pro vyssi obsahy vody do 30 % se vlna opét vice ztraci
v uniku zékladniho elektrolytu a jeji vySka fluktuuje piiblizné v rozsahu (3000 + 800)
nA a je obtizn¢ vyhodnotitelna. Pti obsazich vody 50 % a 60 % dochazi ke snizeni
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odezvy, coz miize byt zplsobeno vysrdzenim lathosterolu. Tento trend je shodny
s odezvou cholesterolu na GCE. Zaroven lze pti vyssich obsazich vody (40, 50 a 60 %)
pozorovat, ze odezva lathosterolu ma vyraznéjsi proudové maximum. Se zvySujicim se
obsahem vody dochédzi ke kontinudlnimu posunu hodnot potenciadlu vrcholi piku

z puvodnich pfiblizn€ +1510 mV na cca +1330 mV v obsahu vody 50 %.

Z porovnani smerodatné odchylky pro I, pro ob¢ elektrody (viz obr. 3.9) vyplyva, ze

odezva je opakovatelnéjsi na BDDE, ktera je tedy vhodnéjsi pro analytické ucely.
3.2.2 Vliv anorganickych kyselin v méfeném roztoku na odezvu lathosterolu

Kromé kyseliny chloristé byl zkouman vliv obsahu jinych anorganickych kyselin na
odezvu lathosterolu, a to kyseliny sirové, dusicné a fosforecné. Tato méfeni byla
provedena na obou elektrodach pomoci DC voltametrie. Naméfené voltamogramy jsou

uvedeny v obr. 3.10 a 3.11.

V pouzitych kyselinach se vyskytuje jisté procento vody, jehoz plvod je
v koncentrovanych kyselinach pouZitych pro piipravu roztokt. Jak bylo jiz zminéno,
v prostfedi kyseliny chlorist¢ o koncentraci 0,1 mol I"' se vyskytuje 0,55 % vody.
Ve stejné koncentrované kyselin€ sirové je to 0,04 %, v dusi¢né 0,34 % a ve fosfore¢né

0,17 %.
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Obr. 3.10 DC voltamogramy lathosterolu o koncentraci 1-107* mol I"! v prostiedi 0,1 mol 1!
kyseliny v acetonitrilu: (A) kyselina chlorista (obsah vody 0,55 %), (B) kyselina sirova (obsah
vody 0,04 %), (C) kyselina dusi¢na (obsah vody 0,34 %) a (D) kyselina fosforecna (obsah vody
0,17 %). Barevné jsou vyznaceny voltamogramy lathosterolu, ¢erné zakladniho elektrolytu.

Pracovni elektroda BDDE.

V obr. 3.10A je zobrazen DC voltamogram lathosterolu v prostfedi kyseliny chloristé
naméfeny na BDDE. Potencial vrcholu piku je pfiblizn€ +1670 mV. Proudové odezva je
srovnatelna s tou ziskanou v prostedi kyseliny sirové (obr. 3.10B). Potenciadl oxidace
lathosterolu je ovSem posunut na cca +1820 mV. V prostiedi kyseliny dusi¢né
(obr. 3.10C) dochazi k 30% poklesu odezvy v porovnani s prostfedim kyseliny chloristé
a sirové. V obr. 3.10D je zobrazen voltamogram lathosterolu v kyseliné fosfore¢né. Pti
potencidlech kladnéjSich nez +1500 mV dochazi k naristu proudu, pik vSak neni

zietelny.
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Obr. 3.11 DC voltamogramy lathosterolu o koncentraci 1-10™* mol 1! v prostiedi 0,1 mol I
kyseliny v acetonitrilu: (A) kyselina chlorista (obsah vody 0,55 %), (B) kyselina sirova (obsah
vody 0,04 %), (C) kyselina dusi¢na (obsah vody 0,34 %) a (D) kyselina fosforecna (obsah vody
0,17 %). Barevné jsou vyznaceny voltamogramy lathosterolu, ¢erné zakladniho elektrolytu.

Pracovni elektroda GCE.

Z DC voltamogramil namétenych na GCE lze pozorovat, ze odezva lathosterolu je opét
srovnatelnd v prostfedi kyseliny chloristé (obr. 3.11A), ktera se vyskytuje pfi potencialu
+1540 mV, s odezvou v kyselin¢ sirové (obr. 3.11B), jejiz potencial je mirné posunuty
na +1590 mV. V kyselin€ dusi¢né (obr. 3.11C) se nizky pik vyskytuje pfi potencialu cca
+1560 mV, ovSem jeho vySka je mén€ nez tfetinova oproti predchozim dvéma

kyselindm. Naopak v kyseliné fosfore¢né (obr. 3.11D) odezva v podstaté vidét neni.

Z téchto méfeni byla pro ob& pracovni elektrody jako nejvhodnéjsi kyselina
v zékladnim elektrolytu vyhodnocena kyselina chloristd, jelikoz v ni lathosterol
poskytuje nejzietelnéjsi pik a zaroven nejvyssi proudovou odezvu. Dalsi alternativou je

kyselina sirova, pro kterou byla obzvlasté¢ na GCE ziskana porovnatelna odezva.
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3.2.3 Porovnani vlivu kyseliny chloristé a chloristanu sodného jako zakladniho

elektrolytu na odezvu lathosterolu

Kyselina chloristd je velmi silnd kyselina a oxida¢ni ¢inidlo, drazdivad pro kazi a
zpusobujici vazné poskozeni o¢i. Proto byl testovan jako zékladni elektrolyt i chloristan
sodny. Na obou elektrodach byl méten rozdil vlivu kyseliny chloristé a chloristanu

sodného na odezvu lathosterolu pomoci DC 1 diferen¢ni pulzni voltametrie.

Na BDDE byl zjistén nartst proudové odezvy v prostfedi chloristanu sodného oproti
kyseling chloristé o cca 17 % pomoci DC voltametrie (obr. 3.12A) a cca 35 % pomoci
DPV (obr. 3.13A). Pfi obou méfenich se vyskytuje dalsi pik s potencidlem piiblizné
+1150 mV. Je dobfe pozorovatelny v DP voltamogramu. Jeho proudovd odezva

dosahuje ptiblizné 10 % odezvy druhého piku s potencialem +1680 mV.

Pti méfeni na GCE pomoci DC voltametrie (obr. 3.12B) je odezva lathosterolu
v prostiedi kyseliny chloristé 1 jeji sodné soli podobna. Nartst o 60 % v prostiedi
chloristanu sodného oproti odezvé v kyselin¢ chlorist¢é lze pozorovat v DP

voltamogramu (obr. 3.13B).

Jelikoz lathosterol poskytuje v chloristanu sodném vétsi odezvu, byla v tomto prostredi

provedena 1 nasledujici méteni.
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Obr. 3.12 DC voltamogramy lathosterolu o koncentraci 1-10°* mol 1! v prostiedi (1) 0,1 mol I'!
kyseliny chloristé v acetonitrilu a (2) 0,1 mol 1! chloristanu sodném v acetonitrilu.
PteruSovanou €arou jsou vyznaceny piislusné kiivky zakladniho elektrolytu. Pracovni elektroda

(A) BDDE a (B) GCE.
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Obr. 3.13 DP voltamogramy lathosterolu o koncentraci 1-10~* mol 1! v prosttedi (1) 0,1 mol I'!
kyseliny chloristé v acetonitrilu a (2) 0,1 mol I"' chloristanu sodném v acetonitrilu.
Pferusovanou ¢arou jsou vyznaceny prislusné kiivky zakladniho elektrolytu. Pracovni elektroda

(A) BDDE a (B) GCE.
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3.2.4 Vliv rychlosti polarizace na odezvu lathosterolu

Vliv rychlosti polarizace na odezvu lathosterolu byl studovan v prostfedi kyseliny
chloristé a chloristanu sodného v acetonitrilu pomoci BDDE a GCE metodou cyklické
voltametrie (obr 3.14 a 3.16, grafy zavislosti vysky piku lathosterolu 7/, na druhé
odmocniné rychlosti polarizace v/? jsou uvedeny v obr. 3.15 a 3.17, parametry téchto
zavislosti v tab. 3.2). Obecné lze shrnout, ze pfi méfeni na obou elektrodach bylo
zjisténo, ze se zvysujici se rychlosti polarizace dochdzi k nartstu proudové odezvy,
kterd ma tvar viny. Pfi nejvyssich rychlostech vSak vina prechazi v kontinudlni nartst
proudu, a je tak obtizné vyhodnotitelna, predevS§im na GCE. Na obou elektrodach
dochazi k posunu potencialu vrcholi piku smérem k pozitivnéjSim hodnotam. Na
BDDE se potenciadl pohybuje vrozmezi +1580 az +1930 mV v kyseliné chloristé,
v chloristanu sodném poskytuje dva piky — 1. pik ma potencial +1140 az 1240 mV, 2.
pik +1500 az +1680 mV. Na GCE v prostiedi kyseliny chloristé potencial vzrista z
+1420 k +1830 mV, v chloristanu sodném od +1370 na +1450 mV.

Zavislosti vysky piku lathosterolu Z, na druhé odmocniné rychlosti polarizace v/’? jsou
pri nizsich rychlostech polarizace linearni, ovSem pii nejvyssich rychlostech se objevuje
nelinearita a vétsi chyba méfeni, kterd mize byt zplisobena tim, ze maxima kiivek jsou
nezietelnd. Lze soudit, ze elektrochemicka reakce lathosterolu je v obou prostiedich
fizena difuzi.

Tab. 3.2 Parametry zavislosti vySky piku I, lathosterolu o koncentraci 1:10~* mol 1! na druhé

1/2

odmocniné rychlosti polarizace v'* v prostiedi 0,1 mol 1! kyseliny chloristé a chloristanu

sodného v acetonitrilu.

Zakladni Elektroda Rozsah rychlosti Smérnice Usek
elektrolyt (mV s (nA s> mvV~12) (nA)
HClO4 BDDE 10— 1000 817+57 —611+431
GCE 10 —-200 439427 —62+164
NaClO4 BDDE (1. pik) 10 —2000 14943 —286+522
BDDE (2. pik) 10— 1000 940+24 —123+44
GCE 10 -200 761+38 -3654+235
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Obr. 3.14 Anodické skeny cyklickych voltamogramu rychlostni zavislosti odezvy lathosterolu

o koncentraci 1-107* mol 1! v prostiedi 0,1 mol 1"! kyseliny chloristé v acetonitrilu (obsah vody

0,55 %). (1) Zakladni elektrolyt pii rychlosti polarizace 10 mV s!, odezva lathosterolu pfi
rychlosti polarizace: (2) 10, (3) 20, (4) 50, (5) 100, (6) 200, (7) 500, (8) 1000 a (9) 2000 mV s™".
Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE.
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Obr. 3.15 Zavislost vysky piku 1, lathosterolu o koncentraci 1-10* mol 1! na druhé odmocning

rychlosti polarizace v’

v prostiedi 0,1 mol 1I"! kyseliny chloristé v acetonitrilu (obsah vody

0,55 %). Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE. Nejistota méteni proudu piku 7, je vyjadiena

jako smérodatna odchylka vysky piku 7, (n = 4).

46



I uA S

60

30

1000 E, mVv 2000 1000 E, mVv 2000

Obr. 3.16 Anodické skeny cyklickych voltamogrami rychlostni zavislosti odezvy lathosterolu o
koncentraci 1-10* mol 1! vprosttedi 0,1 mol I' chloristanu sodného v acetonitrilu.
(1) Zakladni elektrolyt pii rychlosti polarizace 10 mV s, odezva lathosterolu pfi rychlosti
polarizace: (2) 10, (3) 20, (4) 50, (5) 100, (6) 200, (7) 500, (8) 1000 a (9) 2000 mV s'. Pracovni
elektroda (A) BDDE a (B) GCE.
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Obr. 3.17 Zavislost vysky piki 7, lathosterolu o koncentraci 1-10* mol 1! na druhé odmocning

2 v prosttedi 0,1 mol 17! chloristanu sodného v acetonitrilu. Pracovni

rychlosti polarizace v
elektroda (A) BDDE (1. pik (®), 2. pik (™)) a (B) GCE. Nejistota méfeni proudu piku 7, je

vyjadfena jako smérodatna odchylka vysky piku [, (n = 4).
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3.2.5 Optimalizace parametrti DPV pro méreni koncentracni zavislosti lathosterolu

Pro méfeni koncentracni zévislosti byly nejprve optimalizovany parametry diferen¢ni
pulzni voltametrie na obou elektrodach v prostfedi chloristanu sodného v acetonitrilu.
Me¢teni vlivu vysky pulzu # vrozsahu 10 az 100 mV na odezvu lathosterolu jsou
zpracovana na obr. 3.18 — 3.20, méteni vlivu Sitky pulzu ¢, v rozsahu 40 az 140 ms na

obr. 3.21 —3.23.

Na BDDE se vzristajici vySkou pulzu nartstala vyska prvniho i1 druhého piku
(obr. 3.19A) a potencial vrcholi obou piki se posouval ke kladnéjsim hodnotdm
(obr. 3.20). Pti vysSich vyskach pulzu se vSak DP voltamogram nevracel na uroven
zakladni linie. Jako optimalni byla vyhodnocena pivodni pouzita vyska pulzu +50 mV,
kdy je stale dostatecna vyska piku, a DP voltamogram se alespon ¢éaste¢né vraci na

zakladni linii.

Se vzrustajici sitkou piku (obr. 3.22A) dochazi u 2. piku nejprve k mirnému poklesu
pti vysSich Sitkéach pulzu ztraci. U obou pikl také dochézi se zvysujici se Sitkou pulzu k

poklesu potencialu (obr. 3.23A). Jako optimalni byla zvolena §itka pulzu 80 ms.

Také na GCE se vzristajici vyskou pulzu nartstala vyska piku (obr. 3.19B), potencial
vSak zistaval pfiblizn¢ stejny. Jako optimalni byla opét vyhodnocena vyska pulzu

+50 mV.

Se zvySujici se Sitkou pulzu se vyska piku stale pohybovala v rozmezi ptiblizné +250 az
+350 nA, také se vSak objevuje druhy pik s potencidlem ptiblizné¢ +2000 mV, jehoz
vyska je nejvyssi pii Sitkach pulzu 100 a 120 ms, a poté opét klesa (obr. 3.22B).
Potencial obou téchto piki klesa v intervalu Sitek pulzu 40 — 80 ms, pfi vyssich Sitkach

pulzu je uz ptiblizné stejny (obr. 3.23B).

Pro ob¢ elektrody byly tedy jako optimalni hodnoty parametrti diferen¢ni pulzni

voltametrie vyhodnoceny vyska pulsu +50 mV a $itka pulsu 80 ms.
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Obr. 3.18 DP voltramogramy pro optimalizaci vySky pulzu # pro méfeni lathosterolu
o koncentraci 1-10* mol I'! v prosttedi 0,1 mol I"! chloristanu sodného. Vyska pulzu: (1) 10,
(2) 20, (3) 30, (4) 40, (5) 50, (6) 60, (7) 70, (8) 80, (9) 90 a (10) 100 mV. Pracovni elektroda (A)

BDDE a (B) GCE.
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Obr. 3.19 Zavislost vysky piku 7, lathosterolu o koncentraci 1-10* mol I"! na vysSce pulzu A
v prosttedi 0,1 mol 1! chloristanu sodného v acetonitrilu. Pracovni elektroda (A) BDDE
(1. pik (®), 2. pik (m)) a (B) GCE. Nejistota méteni proudu piku 7, je vyjadiena jako smérodatna
odchylka vysky piku I, (n = 4).
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Obr. 3.20 Zavislost potencidlu vrcholu piku E, lathosterolu o koncentraci 1:10* mol I'' na
vySce pulzu A v prostfedi 0,1 mol 1! chloristanu sodného v acetonitrilu. Znaceni: 1. pik (®),

2. pik (®). Pracovni elektroda BDDE.
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Obr. 3.21 Optimalizace §iiky pulzu #, pro méfeni lathosterolu o koncentraci 1-10* mol 1!

v prostiedi 0,1 mol I"! chloristanu sodného pomoci DPV. Sitka pulzu: (1) 40, (2) 60, (3) 80,
(4) 100, (5) 120 a (6) 140 ms. Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE.
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Obr. 3.22 Zavislost vysky piku I, lathosterolu o koncentraci 1-10* mol I"! na Siice pulzu #,
v prostiedi 0,1 mol I"! chloristanu sodného v acetonitrilu. Znaceni: 1. pik (®), 2. pik (m).
Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE. Nejistota mefeni proudu piku /7, je vyjadiena jako
smérodatna odchylka vysky piku I, (n = 4).
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Obr. 3.23 Zavislost potencialu vrcholu piku E, lathosterolu o koncentraci 1-10~* mol 1" na §iice
pulzu #, v prosttedi 0,1 mol I"! chloristanu sodného v acetonitrilu. Znageni: 1. pik (®), 2. pik (m).

Pracovni elektroda (A) BDDE a (B) GCE.

51



3.2.6 Méreni koncentracni zavislosti lathosterolu

Koncentra¢ni zavislost lathosterolu byla méfena v prostfedi 0,1 mol 17! chloristanu
sodného v acetonitrilu metodou DPV v rozsahu koncentraci 6:10° mol 1! az 1-107*
mol I"! na BDDE, resp. 8-10° mol I'! az 1-10* mol 1! na GCE. Pouzité parametry DPV
byly zvoleny s ohledem k ptedchozi optimalizaci, tedy vyska pulsu +50 mV a sitka
pulsu 80 ms. DP voltamogramy jsou uvedeny na obr. 3.24A pro BDDE a na obr. 3.25A
pro GCE.

Kalibraéni zavislost naméfend na BDDE byla linearni v rozsahu 6-107 az 6-:10~> mol 1!
(obr. 3.24B), koncentra¢ni zavislost naméfena pomoci GCE byla linearni v celém
rozsahu métenych koncentraci (obr. 3.25B). V tab. 3.3 jsou uvedeny parametry téchto

zavislosti véetné LOD a LOQ vypocitanych podle rovnic 2.1, 2.2 a 2.3.

Tab. 3.3 Parametry koncentracnich zavislosti lathosterolu naméfenych na BDDE a GCE

v prostiedi 0,1 mol I"! chloristanu sodného v acetonitrilu a vypoctenych LOD a LOQ.

Elektroda Smeérnice Usek R LOD LOQ

(nA 1 pmol™) (nA) (umol 1) (umol I
BDDE 12,90+0,39 —40,2+7.9 0,9978 4,8 16,1
GCE 5,42+0,26 4,3£9.3 0,9932 4,5 15,1

Meéfenim na BDDE byla ziskana vySSi smérnice kalibracni zavislosti, tedy citlivost.
Parametry LOD a LOQ jsou vSak obdobné pro ob¢ elektrody, jelikoz pfi méfeni na
BDDE mély pro nejnizsi méfenou koncentraci hodnoty I, mensi opakovatelnost nez na
GCE. Oba vypoctené limity detekce jsou mirn€ niz$i nez limity detekce ziskané

cvwvr

jsou 6-:10° mol I"! pro BDDE a 8-10°° mol 1! pro GCE.

Ve srovnani s limity detekce dosazenymi pomoci jinych metod, které jsou uvedeny v
podkapitole 1.7, je limit detekce této metody stanoveni lathosterolu fddové srovnatelny
s LOD pfi stanoveni pomoci HPLC-UV [60]; je vyss§i nez LOD pfti stanoveni pomoci
GC-FID [61] ¢i HPLC-ECD [57] (tyto dohledan¢é limity detekce se tykaji stanoveni

v séru, relevantni hodnoty Cisté pro metodu detekce nebyly uvedeny). Na druhou stranu,
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zde uvedend metoda GC-FID vyzaduje derivatizaci lathosterolu; HPLC-ECD je zase

¢asove naro¢nd vzhledem k pomérné dlouhému retenénimu casu lathosterolu.
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Obr. 3.24 DP voltamogramy (A) a koncentra¢ni zavislost (B) lathosterolu v prostiedi 0,1 mol 1!
chloristanu sodného v acetonitrilu. Koncentrace lathosterolu (1) 6-10°, (2) 8-107%, (3) 1-1075,
(4) 2:1075, (5) 41075, (6) 6:10°, (7) 8:10° a (8) 1-10* mol I"!. PieruSovan& vyznacen roztok
zakladniho elektrolytu. Nejistota méfeni vyjadiena jako smerodatna odchylka vysky piku 7,

(n=15). Pracovni elektroda BDDE.
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Obr. 3.25 DP voltamogramy (A) a koncentra¢ni zavislost (B) lathosterolu v prostiedi 0,1 mol 1!
chloristanu sodného v acetonitrilu. Koncentrace lathosterolu (1) 8:10°¢, (2) 1-107, (3) 21075,
(4)4-1073, (5)6:107>, (6) 8:10° a (7) 1-10* mol I"'. PferuSované vyznaen roztok zékladniho
elektrolytu. Nejistota méfeni vyjadfena jako smérodatna odchylka vysky piku 7, (n = 5).
Pracovni elektroda GCE.
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4. Zaveér

V prvni ¢asti této prace byla vypracovana metoda stanoveni cholesterolu v mléénych
matricich po jejich extrakci kapalina-kapalina pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie
v prosttedi kyseliny chloristé v acetonitrilu na elektrod¢ z borem dopovaného diamantu.
Pomoci této metody byl stanoven obsah cholesterolu v Sesti vzorcich mléka nebo méné
tuéné smetany; pii  analyze tuéngjSich vzorki byly ziskané voltamogramy
nevyhodnotitelné. Vysledky se pohybuji v rozmezi ptiblizn¢ 2 — 30 mg/100 g, coz jsou
vysledky srovnatelné s témi uvedenymi v literatuie. Tato metoda byla ovéiena pomoci

spektrofotometrie metodou dle Abell-Kendalla, kterd u vybraného vzorku poskytla

témef shodny vysledek.

Ve druhé ¢asti se tato prace zabyvala studiem voltametrického chovani lathosterolu
v prostfedi kyseliny chlorist¢é a chloristanu sodného v acetonitrilu na elektrodach
z borem dopovaného diamantu a ze skelného uhliku. Lathosterol v prostedi kyseliny
chloristé v acetonitrilu poskytuje ireverzibilni odezvu v anodické oblasti s potencidlem
okolo +1650 mV na BDDE, resp. s potencidlem +1350 mV na GCE. Odezva

lathosterolu je v pritbé¢hu 60 min stabilni.

Byl méfen vliv obsahu vody v méfeném roztoku na odezvu lathosterolu. Na BDDE
proudova odezva s rostoucim obsahem vody vzriistd do obsahu vody 3 %, pfi vysSich
obsazich vody odezva klesa a voltamogramy maji obtizn¢ vyhodnotitelny tvar viny. Na
GCE proudova odezva rovnéZ stoupd s rostoucim obsahem vody do 3 %, pii vysSich
obsazich proudova odezva kolisd a je téz obtizn€¢ vyhodnotitelnd. Pii obsahu vody
veétsim nez 50 % se lathosterol v roztoku srazi, proudova odezva je tedy na obou

elektroddch mensi. Pro analytické ucely jsou vhodné roztoky s obsahem vody do 3 %.

Kromé kyseliny chloristé byl testovan vliv pfitomnosti dal§ich kyselin v zdkladnim
elektrolytu na odezvu lathosterolu. Bylo zjisténo, Ze poskytuje odezvu v kyseliné sirové,
ktera je srovnatelnd s odezvou v kyseliné chloristé, naopak odezvu lathosterol
neposkytuje v kyselin€ dusicné a fosforecné. DalSim prostiedim, ve kterém byl
lathosterol méfen, je chloristan sodny v acetonitrilu. Lathosterol v tomto prostfedi
poskytuje signal na obou elektrodach pfi potencialu stejném jako v prostiedi kyseliny

chloristé, proudova odezva je vétsi. V tomto prostfedi byl meéfen vliv rychlosti
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polarizace na odezvu lathosterolu, kdy bylo zjiSténo, Ze elektrochemickd reakce

lathosterolu je v obou prostiedich fizena difuzi.

Pro méfeni koncentracni zavislosti lathosterolu byly nejprve optimalizovany parametry
metody DPV. Koncentra¢ni zéavislost byla méfena v prostfedi chloristanu sodného v
acetonitrilu na obou elektrodach. Byly vypoéteny limity detekce, a to 4,8-10° mol 1!

pro BDDE a 4,5-10° mol I'! pro GCE.
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