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Abstrakt

Obsahem této prace je oveéieni moznosti soucasného stanoveni tii strukturné
pfibuznych  biologicky  aktivnich  latek  (cholesterol,  7-dehydrocholesterol
a cholekalciferol) po piedchozi separaci vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
a nasledné elektrochemické (na borem dopované diamantové elektrodé)
a spektrofotometrické detekci, které byly v praci porovnavany. Byl zkouman vliv obsahu
vody v mobilni fazi (v rozsahu 0-10 %) na retencni faktor analytt a jejich odezvu pro
oba typy detektorti. Pfi vS§ech zkoumanych obsazich vody byly analyty separovany az na
zakladni linii. Pfi zvySujicim se obsahu vody se zvySoval reten¢ni faktor analytt a také
proud pozadi pro vyssi kladné detekéni potencidly. Na zdkladé¢ zaznamenanych
hydrodynamickych voltamogramti byl urcen optimalni detekéni potencial + 1,8 V.
Optimalni vlnova délka pro spektrofotometrickou detekci byla 200 nm. Koncentra¢ni
zavislost byla naméfena v prostiedi 50 mmol 1! chloristanu sodného v acetonitrilu ve
smési s vodou (95:5, v/v). Nizsi hodnoty limitt detekce poskytoval spektrofotometricky
detektor oproti elektrochemickému, ktery mél limit detekce cholesterolu 2,3 umol 17!,
7-dehydrocholesterolu 1,4 umol I"! a cholekalciferolu 0,6 umol I"!. Po extrakci analyti
z modelového roztoku umélého séra a vzorku plodové vody bylo zjisténo, ze pfi
spektrofotometrické detekci je na zdznamu chromatogramu mnohem vice interferujicich

sloZek nez pfi elektrochemické detekei, ktera je diky tomu zna¢né selektivnéjsi.

Kli¢ové slova: 7-dehydrocholesterol, borem dopovana diamantova elektroda,
cholekalciferol, cholesterol, elektrochemicka detekce, spektrofotometricka detekce,

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie



Abstract

The aim of this thesis is to verify the possibility of simultaneous determination of
three  structurally  related  biologically  active  substances  (cholesterol,
7-dehydrocholesterol and cholecalciferol) after previous separation by high-performance
liquid chromatography followed by electrochemical (on a boron-doped diamond
electrode) and spectrophotometric detection, which were compared in this work. The
influence of the water content in the mobile phase (in the range of 0-10 %) on the retention
factor of the analytes and their response for both types of detectors was investigated.
Using all mentioted water contents, the analytes baseline-separated. As the water content
increased, the retention factor of the analytes increased as well as the background current
for higher positive detection potentials. Based on the recorded hydrodynamic
voltammograms, the optimum detection potential + 1.8 V was chosen. The optimum
wavelength for spectrophotometric detection was 200 nm. The concentration dependence
was measured in an of 50 mmol 1! sodium perchlorate in acetonitrile mixed with water
(95:5, v/v). The spectrophotometric detector provided lower detection limits compared
with the electrochemical detector, which had detection limits of 2.3 umol 17! for
cholesterol, 1.4 umol I"! for 7-dehydrocholesterol and 0.6 pmol 1! for cholecalciferol.
After extraction of the analytes from the artificial serum model solutions and the amniotic
fluid sample, it was found that there are many more interfering components in the
chromatogram record during spectrophotometric detection than during electrochemical

detection, which is thus considerably more selective.

Key words: 7-dehydrocholesterol, boron doped diamond electrode,
cholecalciferol, cholesterol, high performance liquid chromatography, electrochemical

detection, spectrophotometric detection
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Seznam pouzitych zkratek

BDD

BDDE

Cst
CVD
DAD
DPV
ED
Edet
GC

HPLC

Ipoz
kret
Adet
LDR
LOD
MF

MS

borem dopovany diamant

borem dopovand diamantova elektroda

molérni koncentrace

koncentrace ptidavku standardu

chemicka depozice par (chemical vapour deposition)
detektor s diodovym polem (diode array detector)
diferen¢ni pulzni voltametrie

elektrochemicky detektor

detek¢ni potencial

plynové chromatografie (gas chromatography)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (high performance liquid

chromatography)

vyska piku

cholesterol

vyska proudu piku

proud pozadi

reten¢ni faktor

vlnove délka detekce

linearni dynamicky rozsah (linear dynamic range)
limit detekce (limit of detection)

mobilni faze

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)



SIM
SLOS
TOF

Uuv

RSD

PH20

sledovani vybranych iontt (selected ions monitoring)
Smith-Lemli-Opitztiv syndrom

praletovy analyzator (time of flight)

ultrafialova oblast spektra

korela¢ni koeficient

relativni smerodatna odchylka (relative standard deviation)

procentudlni objemovy zlomek vody



1. Teoreticka cast
1.1. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéiit moznost soucasného stanoveni tii
biologicky aktivnich latek — cholesterolu (Ch), 7-dehydrocholesterolu a cholekalciferolu
po predchozi separaci na HPLC a vzijemné porovnani spektrofotometrické a
elektrochemické detekce (ED) s pouzitim borem dopované diamantové elektrody
(BDDE). V posledni ¢asti prace byla ovéfena moznost stanoveni analytl v biologickych

vzorcich plodové vody.

1.2. Studovaneé latky

Steroidy jsou farmakologicky 1 fyziologicky vyznamné latky vyskytujici se u
zivoCichd, rostlin 1 hub. Zékladni stavebni kostrou jsou ¢tyfi nasycené uhlovodikové
kruhy, jejichz struktura (steran) je uvedena na obrazku 1.1. Steroidni slouceniny se dé€li

do tfech hlavnich skupin, a to steroly, Zlu¢ové kyseliny a steroidni hormony [1].

12 17

16

15

Obr. 1.1 Struktura steranu.

Steroly jsou fazeny z biochemického pohledu mezi lipidy, ale chemicky to jsou
vlastné alkoholy, protoZze maji na Cs3 v poloze £ hydroxylovou skupinu. Navic maji
minimalné jednu dvojnou vazbu v kruhu B nebo v postrannim fetézci, ktery je ptipojeny
na Cy7. Steroly jsou amfipatické kvili tomu, Ze jiZ zminéna hydroxylova skupina je
polarni a zbytek alifatického fetézce nepolarni. Steroly jsou dale déleny podle vyskytu na
zoosteroly (zivocisné), fytosteroly (rostlinné) a mykosteroly (v houbéch a plisnich) [1].
Mezi zoosteroly se fadi latky studované v této diplomové praci, a to
7-dehydrocholesterol a cholesterol, o kterych bude v dalSich kapitolach pojednano

podrobné;ji.
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Ttieti studovana latka, cholekalciferol, je strukturné podobnd steroidnim
sloudeninam. Radi se mezi sekosteroidy, protoZe na rozdil od sterolti mé jeden otevieny
kruh. Mezi Cg a Ci9 je systém tii konjugovanych dvojnych vazeb. Cholekalciferol znamy
jako vitamin D3 je neaktivni formou vitaminu D. Struktury cholesterolu,

7-dehydrocholesterolu a cholesterolu jsou znazornény na obrazku 1.2.

Obr. 1.2 Struktura cholesterolu (A), 7-dehydrocholesterolu (B) a cholekalciferolu (C).

1.2.1. Cholesterol

Cholesterol [cholest-5-en-3-01 (3-beta)] je sterol vyskytujici se ve vSech
zivocisSnych tkanich, zejména v nervové. Vyskytuje se vyhradné v eukaryotickych
buikach. Bunécné membrany zivocichti obsahuji podstatné vice cholesterolu nez
membrany rostlin, v téch je cholesterol obvykle nahrazen jinymi steroly, naptiklad
stigmasterolem nebo fS-sitosterolem. Cholesterol je dileZitou sloZzkou bunééné membrany

kvtli regulaci jeji fluidity [1].

T¢lo jej mize pfijimat bud’ ze stravy (exogenn¢) nebo jeho syntéza probiha
v jatrech, stievech, ¢i v kizi de novo (endogenn¢€) [2]. VétSina cholesterolu je poté
zabudovana do lipidové vrstvy bunééné membrany nebo je pieménéna na zlucové
kyseliny. Men§i mnozstvi cholesterolu je pfeménéno na steroidni hormony, jako
kalcitriol, glukokortikoidy, mineralokortikoidy a dalsi [1]. Pro buné¢nou membranu je
cholesterol zékladni strukturni slozkou. Diky nému je totiz zajiSténa jeji spravna
propustnost a tekutost. Tekutost membrany vyrazné ovliviiuje jeji funkce. Pokud se zvysi,

zvysi se také jeji propustnost pro vodu a dalsi malé hydrofilni molekuly [3].
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Cholesterol nemiize v krvi existovat samostatné, protoze se v ni kvili svému
hydrofobnimu jadru nerozpousti. Je proto vazan na lipoproteinové Castice, které jsou
schopny transportovat lipidy krvi. Lipoproteiny jsou ¢astice, jejiz vnitini cast obsahuje
jadro bohaté na lipidy (triacylglyceroly nebo estery cholesterolu) a nepolarni skupiny
aminokyselin amfipatického proteinu. Polarni skupiny aminokyselin tohoto proteinu jsou
orientovany na vné&jSi €asti, coz ¢ini tuto castici rozpustnou ve vod¢. Na povrchu
lipoproteinu jsou navic apolipoproteiny, které slouzi jako ligandy pro receptory na
povrchu bunék, a tim napomahaji k vytvoteni vazby a naslednému pfijeti lipoproteint do

bunky [2].

Biosyntéza cholesterolu, jak jiz bylo zminéno, probiha v cytosolu, a to pfredevsim
jaternich bunék [3]. Cely proces syntézy je pomérné slozity a da se rozdélit
do péti jednotlivych krokl. ZjednodusSené schéma biosyntézy cholesterolu je zobrazeno

na obr. 1.3.

Prvnim krokem je kondenzaéni reakce dvou molekul acetylkoenzymu A za
vzniku acetoacetylkoenzymu A, kterd je katalyzovana cytosolickou thioldzou.
Molekula acetoacetylkoenzymu A kondenzuje s dalsi molekulovou acetylkoenzymu A za
vzniku HMG-koenzymu A katalyzovanou HMG-koenzym A synthazou
(HMG — 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl). Tento meziprodukt je nasledné HMG-koenzym A

reduktdzou redukovan NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) na melavonat [3].

Druhy krok zahrnuje tvorbu isoprenoidnich jednotek, kdy melavonat vznikly
v predchozim kroku je postupné fosforylovan kindzami v pfitomnosti adenosintrifosfatu.

Po nasledné dekarboxylaci vznikne aktivni isoprenoidni jednotka isopentenyldifostat [3].

Ve tietim kroku isopentenyldifosfat podléha isomeraci, nasledné kondenzaci a
pfidanim dalSiho isopentenyldifosfatu vznika farnesyldifostat. Tento meziprodukt

podléhé dimerizaci za vzniku skvalenu [1].

Ve ¢ctvrtém kroku je skvalen pfeménén na skvalen-2,3-epoxid za katalyzy skvalen
epoxidazou v endoplazmatickém retikulu. Nasleduje pfeskupeni methylové skupiny pfi
cyklizaci, kterou katalyzuje oxidoskvalen-lanosterol-cyklaza [3], pii které dochazi ke

spotiebé molekuly kysliku [1] za vzniku lanosterolu.
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Pfeména lanosterolu na cholesterol probihd v membrané endoplazmatického
retikula a je mozna dvéma zpisoby, pies meziprodukt desmosterol nebo
7-dehydrocholesterol. V prvnim piipadé¢ je lanosterol pfeménén na zymosterol
odstranénim methylovych skupin na lanosterolu. Posunutim dvojné vazby dochazi ke
vzniku desmosterolu a nasledné redukci dvojné vazby postranniho fetézce desmosterolu

vznikne cholesterol [3].

V druhém piipadé¢ dochdzi k preméné lanosterolu pfes meziprodukty na
lathosterol. Vznikly lathosterol podléha dehydrogenacni reakci za vzniku
7-dehydrocholesterolu  katalyzovanou  lathosterol — oxidazou.  Nasledn¢  se
7-dehydrocholesterol redukuje za katalyzy 7-dehydrocholesterolreduktazou na koneény
produkt, a to cholesterol [4]. Pravé mutace tohoto enzymu vede ke vzniku Smith-Lemli-

Opitzova syndromu (SLOS), o kterém je pojednano v nasledujici kapitole.

2 acetyl-CoA

acetoacetyl-CoA

}

HMG-CoA

melavonat
izopentenyldifosfat

farnesyldifosfat

}

skvalen

}

skvalen-2,3-epoxid

}

lanosterol

/ \
zymosterol lathosterol
desmosterol 7-dehydrocholesterol
cholesterol

Obr. 1.3 Zjednodusené schéma biosyntézy cholesterolu (pfevzato a upraveno [5]).
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1.2.2. 7-dehydrocholesterol

Jak uz bylo zminéno v piedchozi kapitole, syntéza cholesterolu probiha ptes fadu
meziproduktii, mezi néz se fadi 7-dehydrocholesterol. Tato pfeména je katalyzovéana
enzymem 7-dehydrocholesterolreduktazou. Pokud dojde ke genové mutaci tohoto
enzymu, jeho katalytickd aktivita je snizena, a to vede ke hromadéni
7-dehydrocholesterolu a neobvykle snizené¢ hladiné cholesterolu ve tkanich. Toto
onemocnéni se nazyvd Smith-Lemli-Opitziv syndrom a tadi se mezi autosomalné
recesivni onemocnéni [6]. Proto je 7-dehydrocholesterol dilezitym biomarkerem této
nemoci a spolehlivd metoda detekce jeho zvySenych koncentraci v télnich tekutinach
jako krevni plazma nebo plodova voda je dilezitd pro spolehlivou diagnostiku a

monitorovani 1écby SLOS [7,8].

Mezi klinické projevy SLOS patii mentalni retardace, mikrocefalie, rozstépové
vady obli¢eje a patra, nebo abnormality koncetin. Vyskyt tohoto onemocnéni se odhaduje

na 1 z 20 000 narozenych déti [4].

Vedle cholesterolu je 7-dehydrocholesterol také dtlezitym prekurzorem

cholekalciferolu, na ktery se méni v kizi vlivem ultrafialového zareni [1].

1.2.3. Cholekalciferol

Cholekalciferol, znamy také jako vitamin D3, je jedna z neaktivnich forem
vitaminu D, ktery je rozpustny v tucich [9]. Nejprve ze 7-dehydrocholesterolu vznika
v kiizi po expozici ultrafialovym zatenim [3] (290-315 nm) provitamin D3. Dochazi
k absorpci energie dvojnymi vazbami, jejich preskupeni a otevieni kruhu B ve
steranovém skeletu za vzniku provitaminu Ds. Ten je zachycen v lipidové dvojvrstvé
plazmatické membrany [10]. Béhem né&kolika hodin vlivem dalSich reakci vznikne
termodynamicky stabilngjsi cholekalciferol, ktery je absorbovéan do krevniho ob¢hu [3].
Dalsi forma, vitamin D2, zndmy jako ergokalciferol se tvofi z ergosterolu opét plisobenim

ultrafialového zareni [9].

Ob¢ formy tohoto vitaminu jsou biologicky neaktivni. Proto je cholekalciferol
enzymaticky pfeménén dvéma postupnymi hydroxylacemi na biologicky aktivni
1,25-dihydroxycholekalciferol znamy jako kalcitriol [9]. Syntéza kalcitriolu probiha

nejprve v jatrech za vzniku 25-hydroxyderivatu, ktery se navazany na globulin uvoliiuje
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do krevniho ob&hu. Poté se v ledvinach tento 25-hydroxyderivat dale hydroxyluje na
konec¢ny produkt kalcitriol, vysoce aktivni formu vitaminu D [3]. Zjednodusené schéma

biosyntézy kalcitriolu je znazornéno na obr. 1.4.

Kalcitriol se fadi mezi steroidni hormony. Podporuje absorpci vapenatych iontt
ve stievnim epitelu, a tim zvySuje jejich koncentraci v krevni plazmé, diky ¢emuz se
vapenaté ionty ukladaji v kostech a zubech. Nedostatek kalcitriolu mtze u déti
zpusobovat kiivici, projevujici se zpomalenim ristu a deformaci kosti. Prevence tohoto
onemocnéni je vystavovani pokozky slunecnimu zafeni nebo konzumace potravin
bohatych na Zivocisné tuky [9]. U dospélych jedincii jeho nedostatek snizuje mnozstvi

mineral v kostech, a tim urychluje osteoporézu [10].

Protoze je vitamin D rozpustny v tucich, hromadi se v tukové tkani. To miZze vést
k intoxikaci projevujici se kalcifikaci mékkych tkani, vznikem ledvinovych kament a

nasledn¢ selhanim ledvin [9].

7-dehydrocholesterol provitamin D3

1,25-dihydroxycholekalciferol 25-hydroxycholekalciferol
(kalcitriol)

Obr. 1.4 Schéma biosyntézy kalcitriolu (upraveno dle [10]).
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1.3. Elektrochemicka aktivita studovanych latek a jejich

oxidaéni mechanismus

Vzhledem k tomu, Ze samotné steroidni jadro je elektrochemicky neaktivni, jsou
elektrochemické vlastnosti steroli a jim piibuznych latek zavislé na pfitomnych
funkénich skupindch nebo néasobnych vazbach vtomto steroidnim jadre. Steroly
obsahujici jednu dvojnou vazbu ve steroidnim skeletu, jako naptiklad cholesterol, jsou
elektrochemicky aktivni jen na specifickych elektrodovych materidlech poskytujicich
dostatecné Siroké potencidlové okno v oblasti kladnych potenciali. Proto byl dlouhou
dobu cholesterol povazovan za elektrochemicky neaktivni slouc¢eninu [11]. V odborné

literatuf'e byla jeho pfima elektrochemicka oxidace popsana teprve v roce 2005 [12].

Studiu  elektrochemickych vlastnosti steroidnich sloucenin a vyuziti
elektroanalytickych metod pro jejich detekci se zabyvda UNESCO Laboratof

elektrochemie Zivotniho prostiedi [11,13,14].

V molekule cholesterolu je vice funkénich skupin, které mohou byt oxidovany,
jsou to hydroxylova skupina na Cs, dvojna vazby mezi Cs a Cg, uhlik v allylové poloze
nebo uhlik Cps v postrannim fetézci. Jaka skupina bude konkrétné oxidovana, zavisi na
reakénich podminkach (rozpoustédle, zakladnim elektrolytu, vlastnostech elektrodového
materialu a vloZeném potencialu). Vytézky oxidacnich produktl cholesterolu se pohybuji

Mrwe

relativné vysokého kladného potencidlu [15].

Kowalski a spol. [12] zkoumali oxidacni mechanismus cholesterolu na platinové
elektrodg v prostfedi bezvodé kyseliny octové s piidavky 0,4 mol 1! chloristanu sodného
a 0,1 moll™! octanu sodného jako zdkladniho elektrolytu. Cholesterol se oxidoval
pfednostné na uhliku C7; v allylové poloze za vzniku acetoxyderivati cholesterolu,
konkrétné 7a-acetoxycholesterolu a 7B-acetoxycholesterolu v poméru 10:3. Pfenosem
dvou elektront vznikd karbokation, na ktery se nasledné navéaze acetat slouzici jako
nukleofil. PfiCina pfevazujici a formy ve smési oxidacnich produktl je ziejme stericky

méneé branéna strana steroidniho skeletu.

V bakaléatskych pracich [16,17] byla studovana -elektrochemickd aktivita

cholesterolu v prostiedi kyseliny chloristé v acetonitrilu. Tato silnd mineralni kyselina
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dokaze cholesterol dehydratovat na produkt s lepsi elektrochemickou aktivitou. Bylo
zjisténo, ze na elektrodé ze skelného uhliku se cholesterol oxiduje pfi + 1,4 V vs.
Ag/AgNOs v acetonitrilu a na borem dopovaném diamantu pii + 1,3 az 1,6 V vs.
Ag/AgNOs3 v acetonitrilu v zdvislosti na obsahu vody. S vys$§im obsahem vody
v zakladnim elektrolytu se potencial piku cholesterolu posouval k niz§im hodnotam. Déle

bylo zjisténo, ze tato reakce je ireverzibilni.

Mechanismus elektrochemické oxidace 7-dehydrocholesterolu nebyl dosud
v literatufe dostatecné popsan, pravdépodobné zahrnuje uvolnéni jednoho elektronu
z konjugovaného systému dvojnych vazeb, za vzniku karbokationtu a naslednym

navazanim ptitomnych nukleofilti (vody nebo acetonitrilu) [14].

Prace [14] popisuje moznost pifimé oxidace 7-dehydrocholesterolu v prostiedi
zakladniho elektrolytu chloristanu sodného v acetonitrilu na borem dopované diamantové
elektrodé. Anodicky signal 7-dehydrocholesterolu byl zaznamenam pfti cca + 0,8 V vs.
Ag/AgNOs v acetonitrilu. Pii pouziti kyseliny chloristé jako zakladniho elektrolytu se
signal v ¢ase zmenSoval, a navic doslo k vyskytnuti se dalSiho piku pfi cca + 1,0 V vs.
Ag/AgNOs v acetonitrilu. Signél je mozné zaznamenat i na elektrod€ ze skleného uhliku

nebo platinové elektrod¢.

V diplomové praci [18], ktera zkoumala elektrochemické chovani
7-dehydrocholesterolu bylo zjiSténo, Ze pii pouziti kyseliny chloristé v acetonitrilu jako
zakladniho elektrolytu dochazi k nejvy$si proudové odezvé této latky pii pridavku

5 % vody.

Za obdobnych podminek jako pfi studiu 7-dehydrocholesterolu bylo v diplomové
praci [19] zjiSténo, Ze jemu piibuzna latka cholekalciferol je elektrochemicky aktivni,
a v prostedi 0,1 mol "' chloristanu sodného v acetonitrilu se na borem dopované

diamantové elektrod¢ oxiduje pti + 0,7 V vs. Ag/AgNOs v acetonitrilu.

Nallbani a spol. [20] objasnili mechanismus elektrochemické oxidace
cholekalciferolu na elektrodé ze skelného uhliku v zékladnim elektrolytu 0,1 mol 1!
chloristanu lithného ve smésném prostiedi ethanolu a vody (1:1, v/v). Oxidace
cholekalciferolu zahrnuje dva jednoelektronové pienosy delokalizovanych elektronii

systému tii konjugovanych dvojnych vazeb mezi Cg az Ci9. Poté nésleduje hydroxylace
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vzniklych karbokationti za vzniku hydroxyderivatu jako oxidacniho produktu

cholekalciferolu.

1.4. Fyzikalné-chemické vilastnosti studovanych latek
Fyzikéln¢é-chemické vlastnosti studovanych latek jsou uvedeny v tabulce 1.1.

Cholesterol je bila az slabé Zluta krystalickd latka bez zapachu. Je rozpustny
v organickych rozpoustédlech jako aceton, dioxan a ethylacetat, dale v tucich nebo

vodnych roztocich zlucovych kyselin. Ve vod¢ je témet nerozpustny [21].

7-dehydrocholesterol je pevna latka. Je rozpustny v organickych rozpoustédlech
jako ethanol, chloroform nebo ethylacetdit. Ve vodé je téméf nerozpustny

a v dimethylsulfoxidu malo rozpustny [22].

Cholekalciferol zndmy jako vitamin D3 je jemna bezbarvé krystalicka latka bez
zapachu. Je rozpustny v organickych rozpousStédlech jako methanol, aceton nebo

ethylacetat. Ve vodé je témet nerozpustny. Je citlivy na vlhkost a svétlo a na vzduchu se
rozklada [23].

Tab. 1.1 Molekulovd hmotnost, teplota tani a rozpustnost cholesterolu,

7-dehydrocholesterolu a cholekalciferolu ve vodé.

Molekulova Teplota Rozpustnost ve Ref.

hmotnost tani vodé pii 25 °C

(g mol™) €0) (me 1™
Cholesterol 386,7 148,0 0,095 [21]
7-dehydrocholesterol 384,6 150,5 0,15 [22]
Cholekalciferol 384,6 84,5 0,38 [23]
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1.5. Analytické metody stanoveni studovanych latek

1.51. Stanoveni cholesterolu

Pro stanoveni cholesterolu bylo vyvinuto velké mnozstvi metod. Lze je rozd¢lit
na klasické analytické metody zalozené na chemické reakci, enzymatické metody
pouzivané Casto v testovacich soupravach a metody analytické instrumentélni analyzy,
u kterych je vétSinou nutny piedchozi separacni krok pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) nebo plynové chromatografie (GC). Jelikoz vysoké hodnoty
cholesterolu jsou povazovany za biomarker mnoha kardiovaskularnich chorob [24]
(infarkt myokardu, vysoky krevni tlak, diabetes II. typu) a naopak nizké za biomarker
SLOS [8], je Zadouci vyvinout spolehlivou analytickou metodu pro jeho detekci. Hodnota
koncentrace celkového cholesterolu, tedy suma jak volného, tak esterifikovaného
cholesterolu, by se v krevnim séru u dospélych lidi méla pohybovat mezi hodnotami

1,8-4,9 mmol 1! [24].

V minulosti byla hojné pouzivana modifikovand Abell-Kendallova metoda [25],
zahrnujici vice krokli vcetn€ dehydratacni Liebermann—Buchardovy reakce. Jde
o kolorimetrickou metodu, kdy jsou estery cholesterolu nejprve hydrolyzovany
hydroxidem draselnym v prostfedi alkoholu, cholesterol je poté extrahovan hexanem
(v pavodni Abell-Kendallové metody byl pouzivan petrolether) a nasledn¢ dochazi
k odpareni rozpoustédla. Liebermann-Buchardovo ¢inidlo obsahujici anhydrid kyseliny
octové a koncentrovanou kyselinou sirovou reaguje s hydroxylovou skupinou volného
cholesterolu, dojde k sulfonaci této skupiny a néslednym dehydrata¢nim reakcim za
vzniku dvojnych vazeb na steroidnim skeletu cholesterolu. Tim se vzniklé produkty

stavaji detekovatelnymi ve viditelné oblasti pfi vinové délce ptiblizn€ 410 nm [24].

Enzymatické metody pro detekci cholesterolu jsou dnes Siroce pouzivané
v riznych testovacich soupravach (biosensory) a automatizovanych analyzach.
Biosensory 1lze rozdélit podle typu detekce na elektrochemické [26,27],
spektrofotometrické [28], konduktometrické a dalsi. Zakladni princip je vSak u vSech
stejny, a to hydrolyza esterifikovaného cholesterolu enzymem cholesterolesteraza
v pfitomnosti vody na volny cholesterol. Ten je ndsledné oxidovan na cholest-4-en-3-on
cholesteroloxidazou. Diky této reakci vznika peroxid vodiku, ktery je nasledné detegovan

[24].
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Ve srovnani s instrumentalnimi metodami maji biosensory tu vyhodu, ze jsou
rychlé, relativné citlivé, nevyzaduji upravu vzorku a nakladné piistrojové vybaveni [29].
Na druhou stranu je nutné zminit, Ze nemusi byt vzdy jednoznacné selektivni jen pro
cholesterol. Cholesteroloxidaza miZze totiz reagovat také s jinymi steroly [30], a navic
nekteré slozky v matrici (napiiklad kyselina askorbovd) mohou zreagovat s peroxidem

vodiku, a tim zkreslit vysledek analyzy [24].

Huang a spol. [26] vyvinuli elektrochemicky biosensor pro detekci cholesterolu
sitotiskou elektrodou modifikovanou oxidem grafenu a nanoc¢asticemi zlata. Cholesterol
byl detekovan neptimo anodickou rozpoustéci voltametrii, kdy byly detegovany stiibrné
ionty, jejiz koncentrace byla pfimo umérnd pfitomnému cholesterolu. Limit detekce

(LOD) u této metody byl 2,6 pmol 17!,

Nantaphol a spol. [27] pfedstavili biosensor na bazi skelného uhliku modifikovany
nanoCasticemi stifbra s limitem detekce 2,5 pmol I"'. Tento sensor byl pouZit pro
stanoveni cholesterolu v kravském krevnim séru, pficemz vytézek se pohyboval v
rozmezi 99,6 az 100,7 %. Navic bylo zjisténo, Ze je specificky pro cholesterol a snadno

oxidovatelné latky jako kyselina askorbova nebo mocova neinterferuji.

Alvarez-Sala a spol. uvedli [28] biosensor pro stanoveni cholesterolu se
spektrofotometrickym detektorem. Vznikly peroxid vodiku za i€asti enzymu preménuje
pfitomny methanol na formaldehyd, ten reaguje s acetylacetonem za vzniku Zlutého
lutidinového barviva, které je detegovano pii vinové délce 405 nm. Relativni smérodatna
odchylka tohoto stanoveni byla 3,5-6,7 %. Navic byl sensor uspé$né¢ validovan pro

stanoveni cholesterolu v mateiském mléce.

Zdaleka nejvice jsou dnes pro stanoveni cholesterolu pouzivany instrumentélni
analytické techniky zahrnujici pfedchozi separaci na HPLC nebo GC, ve spojeni
s elektrochemickymi [31,32], spektrofotometrickymi [33] nebo hmotnostnimi detektory
(MS) [34,35]. Tyto metody jsou obecné ve srovnani s biosensory citlivéjsi a presnéjsi.
Navic jsou diky chromatografickym kolondm vice selektivni, a tak lze cholesterol
analyzovat oddélené od ostatnich, v mnoha pfipadech velmi strukturné¢ podobnych
steroll. Kromé toho, Ze tyto metody jsou ve srovnani s biosensory ndkladné na provoz,
je také nutna ptredchozi tiprava vzorku hydrolyzou esterti cholesterolu (zmydelnéni) a

extrakci z vodného prosttedi biologického vzorku [24].
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Benesova a spol. [13] se zabyvali stanovenim cholesterolu v mlécnych vyrobcich
metodou diferenéni pulzni voltametrie (DPV) ve smésném prostiedi 0,1 mol 1-! kyseliny
chloristé v acetonitrilu jako zakladniho elektrolytu. Na borem dopované diamantové
elektrodé poskytoval cholesterol signal pii + 1,5V vs. Ag/AgNO; v acetonitrilu
s limitem detekce 4,9 umol 1! a na elektrodé ze skelného uhliku poskytoval signél
pfi + 1,4 V vs. Ag/AgNOs v acetonitrilu s limitem detekce 6,1 umol I"'. Po extrakci
cholesterolu z mlécnych vyrobkli (mléka a smetany) hexanem byl vytézek kolem
75 %. Tato metoda je rychlejsi a levnéjsi alternativou oproti instrumentalnim metodam

zalozenym na hmotnostni detekci.

Hojo a spol. [31] popsali analyzu cholesterolu metodou HPLC-ED, kdy jako
detektor byla pouzita elektroda ze skelného uhliku a detekéni potencial (Eqer) byl + 1,9 V
vs. Ag/AgCl. Mobilni faze (MF) obsahovala smés acetonitril : 2-propanol (90 : 10, v/v)
s pfidavkem 50 mmol I"' chloristanu lithného. Limit detekce cholesterolu byl
0,36 umol I"!. Metoda byla pouzZita pro stanoveni cholesterolu v lidském krevnim séru

s vytézkem pies 90 %.

Kotani a spol. [32] se zabyvali stanovenim cholesterolu opét metodou HPLC-ED,
pro detekci cholesterolu byla pouzita BDDE pfii detekénim potencidlu + 2,2 V vs.
Ag/AgCl. V tomto piipadé tvoiil mobilni fazi &isty acetonitril s piidavkem 10 mmol 1!
chloristanu lithného. Limit detekce cholesterolu byl 8 nmol 1!, V této praci byl

cholesterol také stanoven v riznych druzich masnych vyrobku s vytézkem ptes 90 %.

Stanoveni cholesterolu technikou HPLC se pouziva také v kombinaci se
spektrofotometrickym detektorem, nejéastéji pii vinové délce kolem 200 nm, protoze tato
molekula sice obsahuje chromofor, ale ten jen velmi slab& absorbuje ultrafialové (UV)
zateni [11]. Singh a spol. [33] se zabyvali stanoveni cholesterolu v I¢kovych kapslich na
bazi liposomu. VInova délka detekce byla nastavena na 205 nm, separace probihala na
kolong s reverznimi fazemi Cs a mobilni fAze obsahovala smés 50 mmol ™! fosfore¢nano-
amonného pufru (pH = 2,7) a methanolu (15 : 85, v/v). Limit detekce cholesterolu byl
1,3 pmol 171,
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Detekce hmotnostnim spektrometrem v kombinaci s technikami HPLC [34] nebo
GC [35]je pouzivana také, 1 pies jeji vysoké pofizovaci naklady, a to diky velmi citlivému
stanoveni cholesterolu. Pfi pouziti techniky GC-MS je nutné cholesterol ve vétsing
ptipadl derivatizovat na t€kavy produkt [24]. Palmgrém a spol. [34] vyvinuli metodu pro
stanoveni cholesterolu a jemu podobnych steroli metodou HPLC-MS v bunécnych
kulturach. Mobilni faze obsahovala smés methanolu a vody (90 : 10, v/v) a piidavek
0,2 mmol 1! octanu amonného, separace byla provedena na koloné s reverznimi fAzemi
Cs. Pro hmotnostni detekci byla pouzita chemicka ionizace za atmosférického tlaku.
Limit stanoveni cholesterolu byl vypoéten jako 0,45 pmol I-!. Lian a spol. [35] se
zabyvali stanovenim cholesterolu metodou GC-MS po extrakci chloroformem
z potkaniho krevniho séra a derivatizaci bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem. Pro
hmotnostni detekci byla pouZita elektronova ionizace. Limit detekce cholesterolu u této
metody byl 0,04 umol I-!. Al-Balaa a spol. [36] se zabyvali stanoveni cholesterolu ve
vajeCnych té€stovinach metodou DART-TOF-MS, coz je pfima analyza v redlném case
hmotnostnim detektorem za pouziti priletového analyzitoru doby letu. Vzorky byly
extrahovany organickym rozpoustédlem (hexanem nebo ethanolem). Tato metoda
dokézala snizit dobu analyzy az o 87 % ve srovnani s béznymi metodami. Limit detekce

cholesterolu byl 0,03 mg g~'.

1.5.2. Stanoveni 7-dehydrocholesterolu

Zjisténi zvysené hodnoty koncentrace 7-dehydrocholesterolu v plodové vodé [7]
nebo krevnim séru miiZze pomoci k G¢inné diagnostice Smith-Lemli-Opitzova syndromu
[8]. Stejné jako cholesterol 1ze 7-dehydrocholesterol stanovit béZznymi instrumentalnimi
technikami po pfedchozi separaci pomoci HPLC [37,38] nebo GC [39]. K detekci je
pouzivana hmotnostni spektrometrie [39], spektrofotometrickd [37,40] nebo
elektrochemicka detekce [38]. V UV spektru vykazuje 7-dehydrocholesterol
charakteristicka absorp¢ni maxima pii vinovych délkach 271 nm, 282 nm a 294 nm [40].
Hodnoty koncentraci 7-dehydrocholesterolu jsou u zdravych jedinci velmi nizké,
v krevni plazmé b&zné pod hodnotou 1 pmol 1! [41] a v plodové vodé pod hodnotou
0,3 umol 1! [7]. Pokud pacient trpi SLOS, jsou hodnoty koncentraci v krevni plazmé a

plodové vode¢ az tisickrat vyssi [39].
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Stanovenim 7-dehydrocholesterolu v lidské kiizi elektrochemickou detekci
v kombinaci s HPLC se zabyvali Moody a spol. [38]. Byla pouzita ampérometricka
detekce na elektrode ze skelného uhliku pti detekénim potencialu + 1,7 V vs. Ag/AgCl.
Jako mobilni faze slouzila smés methanolu a tetrahydrofuranu s pfidavkem 17,5 mmol 17!
KH>PO4 ve vodé (95 : 1 : 4, v/v/v). Obsah 7-dehydrocholesterolu byl stanoven v rozmezi

12,1 az 80,6 pg g™ (vztazeno na hmotnost susiny).

Honda a spol. vpraci [40] predstavili jednoduchou a rychlou UV
spektrofotometrickou metodu pro detekci 7-dehydrocholesterolu v krevni plazmé
a kultivovanych koznich fibroblastech u pacientth se SLOS pii vlnové délce detekce
282 nm. Tato metoda ma tu vyhodu, Zze neni potieba piredchozi extrakce
7-dehydrocholesterolu, protoze jeho volna i esterifikovana forma absorbuji pii stejné
vlnové délce. Limit stanoveni byl 5,2-13 umol I"!. T kdyZ je tento limit vys$si nez
u jinych metod, pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu v krevni plazmé& u pacientti se SLOS
je dostatecna. Rizzo a spol. [37] se =zabyvali simultannim stanovenim
7-dehydrocholeserolu a vitaminu E v krevni plazmé detektorem s diodovym polem po
predchozi separaci na HPLC. Mobilni faze obsahovala ¢isty methanol, separace probihala
na kolon¢ Cig a vlnova délka detekce pro 7-dehydrocholesterol byla 282 nm.
U zdravych jedincii byla naméfena koncentrace 7-dehydrocholesterolu v krevni plazmé

v rozmezi 0,4-0,5 umol I"! a u pacienti trpici SLOS v rozmezi 59—630 pmol 1.

Kelley popsal v praci [39] stanoveni 7—dehydrocholesterolu v krevni plazmé i
plodové vodé pomoci metody SIM-GC-MS. Vzorky byly hydrolyzovany hydroxidem
draselnym v ethanolu a extrahovany hexanem. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl pouZit
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid. Detekce byla provedena v modu sledovani
vybranych iontli (SIM), které zpravidla vede k vyssi citlivosti. V krevni plazmé a plodové
vodé¢ byly naméfeny hodnoty 7—dehydrocholesterolu 0,26 pmol 17!, respektive
0,02 umol 1! u zdravych jedinct. U pacienti s diagnostikovanym SLOS byly naméteny

hodnoty v krevni plazmé a plodové vodé 385 pmol 17!, respektive 16,4 umol 1-.

Gelzo a spol. [42] predstavili rutinni stanoveni 7—dehydrocholesterolu v suché
krevni kapce (dried blood spot) metodou plynové chromatografie s plamenové ioniza¢ni

detekci po pfedchozi extrakei hexanem. Vyhodou této metody je, Ze vzorky nemusely byt
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diky specialni kapilarni kolon¢ derivatizovany. Limit detekce 7—dehydrocholesterolu byl

9,4 umol 1-'.
1.5.3. Stanoveni cholekalciferolu

Stanoveni cholekalciferolu je v literatufe popsdno jak s pouzitim
elektrochemickych [20,43,44] a spektrofotometrickych [45] detek¢nich metod, tak
detekci hmotnostni spektrometrii [46], a Casto s pfediazenym separacnim krokem pomoci
HPLC [45] nebo GC [46]. V souvislosti se spektrofotometrickou detekcei je dilezité
zminit, ze cholekalciferol poskytuje dvé absorpéni maxima v UV oblasti pfi vlnovych

délkach 221 nm a 266 nm [19].

Nalbanni a spol. [20] vyvinuli metodu voltametrického stanoveni cholekalciferolu
na elektrodé ze skelného uhliku ve smésném prostiedi ethanolu a vody (1:1, v/v) s
pridavkem 0,05 mol 1! chloristanu lithného jako zakladniho elektrolytu. Cholekalciferol
byl detekovan pomoci DPV pfi potencialu + 0,9 V vs. Ag/AgCl (3 mol 1" KCI). Limit
detekce byl 0,80 pmol I"'. V dalsi praci se Men a spol. [44] zabyvali stanovenim
cholekalciferolu na elektrod¢ ze skelného uhliku modifikovanou nanokompozity zlata a
paladia. Zakladni elektrolyt obsahoval smés ethanolu a vody (40 : 60, v/v) s ptfidavkem
0,1 mol I"' chloristanu lithného. Cholekalciferol byl detekovdan pomoci DPV pfi
potencialu + 0,8 V vs. Ag/AgCl (3 mol I"' KCI) s limitem detekce 0,18 pumol 1!

Durovic a spol. [43] vyvinuli metodu pro stanoveni cholekalciferolu pomoci
square-wave voltametrie na borem dopované diamantové elektrod¢. Jako zakladni
elektrolyt byl pouzit 20 mmol I"! Britton{iv-Robinsoniv pufr o pH = 5,0. Cholekalciferol
byl detekovan pfi potencidlu + 1,0 V vs. Ag/AgCl (3,5 mol 1! KCI) s limitem detekce
0,17 umol 171,

Perales a spol. [47] se zabyvali elektrochemickou detekci cholekalciferolu po
pfedchozi separaci na HPLC s reverznimi fazemi. Mobilni faze obsahovala smésné
prostiedi methanolu a vody (92 : 8, v/v) s piidavkem 2,5 mmol I"! kyseliny octové
a2,5 mmol I"! octanu sodného jako zakladniho elektrolytu. Cholekalciferol byl stanoven
ve vzorku kojeneckého mléka po predchozi extrakci hexanem pii detekénim potencialu

+ 1,45 V. Limit detekce cholekalciferolu byl 48 ng nal00 g vzorku.
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Blanco a spol. [45] vyvinuli metodu pro simultanni stanoveni vitamind a
provitaminli rozpustnych v tucich (vcetné cholekalciferolu) pomoci UV detekce po
pfedchozi separaci na HPLC s reverznimi fdzemi v mléce. Separace probihala v
gradientovém modu za pouziti dvou mobilnich fazi, pficemz jedna obsahovala smés
methanolu a vody (99 : 1, v/v), a druhd smés methanolu a tetrahydrofuranu (70 : 30, v/v).
Vinové délka detekce cholekalciferolu byla 264 nm, limit detekce 0,3 ng a vytézkem v

mléce kolem 90 %.

Jeong a spol. [46] se zabyvali stanovenim vitamina (v¢etné cholekalciferolu)
pomoci GC-MS v kosmetickych produktech. Analyty byly derivatizovany
bis-trimethylsilyltrifluoroacetamid-trichloromethylsilanem a separovany na kfemenné
kapilarni koloné. Detekce probihala na hmotnostnim spektrometru v modu SIM. Limit

detekce cholekalciferolu byl 285 pg s vytéZzkem ve vlasovém piipravku 78 %.

Diplomova prace [19] se =zabyvala simultanni detekci cholesterolu,
7—dehydrocholesterolu a cholekalciferolu v krevni plazmé a séru za pomoci separace na
HPLC a elektrochemické detekce na BDDE a elektrodé ze skelného uhliku. JelikoZz se
cholesterol oxidoval pfi ptili§ vysokém potencidlu, byla jeho odezva zaznamendna pouze
na BDDE. Obecné je totiz znamé, ze elektroda ze skelné¢ho uhliku mé ve srovnani s borem
dopovanym diamantem zkracené potencidlové okno v oblasti kladnych potenciali.
Separace probihala na koloné s reverzni fazi Hypersil GOLD™ Cig a mobilni faze
obsahovala smé&sné prostiedi acetonitrilu a vody (95:5, v/v) s piidavkem 50 mmol 1!
chloristanu sodného. Detekéni potencial byl zvolen na zakladé hydrodynamickych
voltamogramil + 1,8 V vs. Ag/AgNOs v acetonitrilu. Limit detekce byl pro cholesterol
3,27 umol 1", pro 7-dehydrocholesterol 4,63 pmol I-'a pro cholekalciferol 4,09 pmol 1.
Déle byla elektrochemické detekce porovnéna se spektrofotometrickou piti vinové délce
200 nm. Bylo zjisténo, Ze pii elektrochemické detekci se biologickych vzorcich krevni
plazmy a séra objevuje méné interferentll nez pii spektrofotometrickém stanoventi, a je

tak selektivnéjsi.

1.6. Extrakce lipidt

Extrakce lipidl z biologickych vzorka je zasadni pro jejich spravné a piesné
stanoveni. Skldda se znaruSeni struktury biomakromolekul (zejména lipoproteinil),

oddéleni lipidit od interferujicich slozek, rozpusSténi lipidii a zejména u cholesterolu
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uvolnéni do jeho volné formy nenavazané ve formé esteru. Jelikoz mezi lipidy fadime
velké mnozstvi strukturné rozdilnych latek, je ndrocné provést i€innou extrakci pomoci
jednoho kroku. Obvykle se pouzivd smés polarnich a nepoldrnich organickych
rozpoustédel. Polarni rozpoustédlo je schopné narusit strukturu lipoproteinii a zaroven
rozpustit polarni lipidy, naptiklad glycerolfosfolipidy. Nepoldrni rozpoustédlo dokaze
naopak rozpustit neutralni lipidy [48].

Pti analyze biologickych tkani je také dilezitym krokem rozpad slozité bunécné
membrany zivociSnych nebo rostlinnych bunék. Rozpad téchto slozitych struktur
usnadiiuje proniknuti smeési extrakéniho rozpoustédla k lipidim. Toho Ize dosahnou
riznymi mechanickymi [49], chemickymi [50] nebo enzymatickymi [51] pfedipravami

vzorku.

V soucasné dobé€ jsou pro extrakci lipidi nejvice pouzivany metody dle Folcha
[52] pro zivocisné tkané€, a dle Bligh-Dyera [53] pro télni tekutiny. Ob¢ tyto metody
vyvinuté jiz v 50. letech 20. stoleti pouzivaji jako extrak¢ni ¢inidlo smés chloroformu a
methanolu. Pii extrakci metodou dle Folcha je pouzita extrakéni smés chloroformu,
methanolu a vody v pomérech 2:1:0,75 (v/v/v), a objem extrakéni smési je dvacetkrat
veétsi nez objem vzorku. Extrakéni smés metodou dle Bligh-Dyera obsahuje chloroform,
methanol a vodu v pomérech 1:1:0,09 (v/v/v), a objem extrak¢ni smési je pouze Ctytikrat
vétsi nez objem vzorku. Pfi pouziti metody dle Folcha se navic do vodné faze ptidavaji

soli (CaClz, MgCl, nebo NaCl) pro vycisténi extrakta [48].

ProtoZze metody dle Folcha, a Bligh-Dyera pouzivaji chlorovana rozpoustédla,
zivotni prostiedi. Smedes [54] pouzil pro extrakei lipidli smés isopropanolu, cyklohexanu
avody v pomérech 8:10:11 (v/v/v). Ve srovnani s Bligh-Dyerovou metodou bylo zji§téno
[55], Ze Smedesova metoda poskytuje nizsi vytézky extrakce v lidském krevnim séru

zapfic¢inéné pravdépodobné vysokym podilem lipoproteintl, které maji polarni charakter.

Retra a spol. [56] modifikovali Bligh-Dyerovu metodu tim, ze ptidali do
chloroformové faze extrakéni smési 0,5 % 6 mol 17! kyseliny chlorovodikové. Okyseleni
extrakéni smési totiz pomahad naruSit iontové interakce nabitych polarnich lipida

s lipoproteiny a tim zvysit u€innost extrakce [48].
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1.7. Borem dopovany diamant

Uhlik je vyjimeény prvek diky své vlastnosti kovalentné se vazat rtizné
hybridizovanymi orbitaly. Diky tomu se mize vyskytovat v mnohacetnych alotropnich
modifikacich. V ptirod¢ se vyskytuji pouze dvé — grafit a diamant. Zatimco v grafitu ma
uhlik hybridizaci sp?, ve struktuie diamantu mé hybridizaci sp®, to znamena, Ze kazdy
atom uhliku je vazan kovalentni vazbou k dal§im ¢tyfem sousednim atomtim. Uhliky jsou
navic relativné malé a lehké atomy a v kombinaci s jiz zminénou sp® hybridizaci je

zajisténa vysoka tvrdost a tepelnd vodivost diamantu [57].

Pfirodni diamant nemuze byt pro svij ptili§ vysoky elektricky odpor pouzit jako
elektrodovy material. Pravé proto musi byt dopovan nékterym z vhodnych prvka [58].
Mezi takové patii bor, dusik nebo fosfor. Nejcastéji se vSak k dopaci pouzivan bor, diky
vysoké elektrické vodivosti vysledného elektrodového materialu [57]. Navic mé nizkou
aktivaéni energii (0,37 eV) [59]. Koncentrace boru v diamantu by méla byt vice jak 10%°
atomtl boru na cm® [60]. Dostate¢na mira dopace je zasadni pro dosaZeni dobré vodivosti

a rychlého ptenosu elektront [61].

Borem dopované diamantové elektrody jsou Siroce pouzivany v mnoha oblastech.
Krom¢ elektroanalyzy, o které bude pojednano v kapitole 1.7.2, se také pouzivaji
k elektrochemické degradaci organickym polutanti a dezinfekci vody v distirnach
odpadnich vod [62]. Mimo to jsou také vyuZivany pro redukci oxidu uhlicitého

v palivovych ¢lancich nebo ke konstrukei zatizeni pro ukladani energie [57].

Pokud je v zékladnim elektrolytu nebo mobilni fazi pfitomna voda, tak pii
dosaZeni dostatecné vysokého kladného potencidlu se za¢ne proud pozadi exponencialné
zvySovat. Pak dochazi na BDDE k oxidaci vody za vzniku hydroxylového radikalu [57]

podle rovnice:

H,O - HO'+H' + ¢ (1)
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1.7.1. Priprava BDDE a uprava jejich povrchu

Jednim ze zplsobu ptipravy borem dopovanych diamantovych (BDD) elektrod je
metoda HPHT (high pressure high temperature) kde se, jak uz nazev napovida, za
vysokych tlakti a teplot pfeméni grafit spolu se zdrodeCnym krystalem na synteticky

diamant [57].

Mnohem c¢ast€j$i metodou piipravy je chemicka depozice par (CVD). V reakéni
komoie obsahujici uhlovodikovy plyn (obvykle methan) a vodik, se za soucasné¢ho
pfidavani diboranu (piipadné trimethylboranu [59]) jako zdroje boru, na substratu
vytvareji krystaly diamantu. Tyto plyny musi byt aktivovany plazmovymi nebo tepelnymi
procesy [57]. Diamant pfipraveny takovymto zpisobem je diky vodiku pfitomném
v reakéni smési tzv. H — terminovany, vykazuje hydrofobni povrch, ktery je na vzduchu

stabilni po n€kolik mésicii, nez se zacne postupné oxidovat [60].

Pti ptiprave elektrody metodou CVD se pro rast diamantovych filma pouzivaji
rizné typy substratl. Nejcastéji je to kiemikova desticka, mezi jejiz nevyhody patii
znacna kiehkost [62], proto ji nelze v ¢istém stavu pouzit pro vyrobu velkoplosnych
elektrod dosahujici rozméru az 1 m?. V takovém piipadé jsou pouzity kovové substraty,
jako je titan, niob, tantal nebo molybden [59]. Dale miiZze byt jako substrat pouzit také

skelny uhlik [62].

Elektrochemicke vlastnosti BDD elektrod jsou vyrazné ovlivnény upravou jejich
povrchu [63]. Pokud je H-terminovany povrch castecné nebo plné oxidovéan, dojde
k navazani skupin obsahujici atom kysliku, a takovy povrch se oznacuje jako
O—terminovany [57]. Jednim ze zpisobt, jak dosdhnout takto upraveného povrchu, je
anodickd oxidace v elektrolytu silné mineralni kyseliny, kdy se na elektrodu vlozi vyssi
kladny aktivacni potencial, nez pii kterém probihéd anodicky rozklad vody (dle rovnice 1)
a to vice nez +2,0 Vpo dobu nckolika sekund az minut [64]. Dochazi k tvorbé
hydroxylovych radikalt, diky nimzZ jsou na povrch elektrody zavedeny kyslik obsahujici
funk¢ni skupiny (napf. alkoholova, etherova, karbonylova). Takovy povrch je hydrofilni
a ma pozitivni elektronovou afinitu [57]. Konverze O—terminovaného povrchu zpét na
H—terminovany povrch elektrody 1ze katodickou aktivaci vlozenim vysokého zaporného

potencidlu v kyselém prostiedi [59].
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Dalsi moznosti upravy povrchu BDD elektrod je mechanické lesténi suspenzi
oxidu hlinitého na lestici podlozce. Lesténi se provadi po dobu nékolika sekund az minut,
aby se u¢inn¢ odstranily vrstvy vzniklé pasivaci. Bylo zjisténo, Ze mechanicky lesténé
BDD elektrody poskytuji rychlejsi kinetiku ptenosu elektronu redoxniho markeru

[Fe(CN)s] >/ ve srovnani s nele§ténym povrchem [65].
1.7.2. Vyuziti BDDE v elektroanalyze

Borem dopované diamantové elektrody maji v elektroanalytické chemii dilezité
zastoupeni. Rozsah jejich potencidlového okna je ptiblizné¢ 3 V (v zavislosti na typu
rozpoustédla) a mohou byt pouzity v oblasti jak kladnych, tak zapornych potenciala [62].
Ovsem v oblasti zapornych potenciald jsou elektrody na bazi rtuti stale nenahraditelné
[66]. Siika potencialového okna v BDDE se zmensuje se stoupajicim poétem uhlikd
v hybridizaci sp? [62]. V porovnani s dalsi velmi ¢asto pouzivanou elektrodou, a to ze
skelného uhliku, kterd ma potencidlové okno v oblasti kladnych potenciali kratsi, je
mozné pomoci BDDE stanovit organické latky s relativné vysokym potencialem oxidace.
Naptiklad na elektrodé ze skelného uhliku nelze bez pouziti specifickych podminek (silné
minerdlni kyselina jako dehydrataéni ¢inidlo [17]) stanovit cholesterol, oproti tomu na

BDDE to diky Sirokému potencidlovému oknu mozné je [19].

Dalsi vyhodou BDDE oproti elektrodé ze skelného uhliku je odolnost vici
pasivaci [66] a adsorpci polarnich latek [57], coZz je vyhodné pro pouziti
v environmentalnich a dalSich komplexnich matricich [66]. Navic ma niz$i a stabilni
proud pozadi, ktery zlepSuje pomér signalu a Sumu, a to vede k niz§imu limitu detekce
stanovovanych latek [57]. Diky tvrdosti diamantu jsou BDDE vhodné k pouziti
v extrémnich podminkach, napfiklad pii  vysokém tlaku a teploté, nebo

v koncentrovanych kyselinach a hydroxidech [66].

Diamant je také biokompatibilni, tim nevyvolava nezddouci odezvu organismi
a Ize ho tak pouzit jako biosensor v zivych tkdnich [66]. V praci [67] byl pfedstaven levny
a flexibilni elektrodovy systém pro sledovani zmén bioelektrického potencidlu

v rostlinach.
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2. Experimentalni ¢ast
21. Pouzité chemikalie a priprava roztoku

Méieni byla provadéna s témito latkami: cholesterol (Sigma-Aldrich, USA,
Cistota > 99 %), 7-dehydrocholesterol (Sigma-Aldrich, USA, Cdistota > 95 %),
cholekalciferol (Sigma-Aldrich, USA, ¢istota > 98%), acetonitril (Honeywell, Némecko,
gistota > 99,9 %), methanol (Honeywell, Némecko), chloroform (Penta, Chrudim, CR),
chloristan sodny bezvody (Fluka, §V}'Icarsk0), dusi¢nan sttibrny (Fluka, §V}'Icarsko),
chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, CR), chlorid draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR),
chlorid vapenaty (Penta, Chrudim, CR), glukosa (Sigma-Aldrich, USA), albumin (Sigma-
Aldrich, USA) a mocovina (Sigma-Aldrich, USA). Pokud neni uvedeno jinak, v§echny
latky dosahovaly analytické Cistoty. Pro pfipravu mobilni faze a extrakéni smési byla

pouzita deionizovand voda (rezistivita 18,2 MQ cm, systém Milli-Q Plus, Millipore,

USA).

Byly pfipraveny zdsobni roztoky cholesterolu, 7-dehydrocholesterolu
a cholekalciferolu o koncentraci 1 - 10~ mol 1! v acetonitrilu a v methanolu. Déle byl
piipraven zasobni roztok chloristanu sodného o koncentraci 1 mol 1! v acetonitrilu.
Mobilni faze s riznym procentudlnim zastoupenim vody byla pfipravena smichdnim
zasobniho roztoku chloristanu sodného rozpusténého v acetonitrilu o vysledné
koncentraci v MF 0,05 mol I"!, p#islusného objemu deionizované vody (50 ml v p¥ipadé

10% mobilni faze) a doplnénim acetonitrilu po rysku 500ml odmérné baiky.

Roztok do referentni nevodné elektrody dle Pleskova byl pfipraven z chloristanu
sodného o koncentraci 1 mol I"! a dusi¢nanu stifbrného o koncentraci 1 - 1072 mol 1!
v acetonitrilu. Déle byl ptipraven roztok umélého séra v deionizované vode¢, jehoz sloZeni
je uvedeno v tab. 2.1. VSechny vyse uvedené roztoky byly uchovavané v lednici. Vzorky

plodové vody byly ziskany na Ustavu pro pééi o matku a dité v Praze—Podoli.
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Tab. 2.1 Slozeni umélého séra.

slozka ¢ (mmol 171) slozka ¢ (mmol 1)
KCl1 4,5 glukosa 4,7

CaCly 5,0 mocovina 2,5

NaCl 145 albumin 0,015

2.2 Aparatura

Chromatograficka méteni (optimalizace a kalibrace) byla provddéna na piistroji
LachChrom Elite (Merke-Hitachi, Némecko) se softwarem EZChrom Elite a detektorem
s diodovym polem (DAD) (L-2450). Méteni vzorkli umélého séra a plodové vody byla
provadéna na pristroji L-7000 (Merck-Hitachi, Némecko) se softwarem Chromatography
Data Station Software verze 4.0 a UV detekci (L-7400).

Pro separaci byla pouzita kolona Hypersil GOLD™ C18 (Thermo Scientific), o
rozmérech 100x4,6 mm a hrubosti zrn 5 um. Davkovany objem byl pfi optimalizaci a
kalibraci 50 pl, a pfi analyze vzorkli umélého séra a plodové vody 40 pl. Pratokova
rychlost mobilni faze byla u vSech méfeni 1 ml min~!. Ampérometricka detekce, ktera se
nachazela za UV detektorem byla provadéna ve wall-jet tfielektrodovém uspotfadani a
byla fizena ampérometrickym detektorem (Potenciostat ADLC2, Laboratorni pfistroje

Praha).

Jako pracovni elektrody byly pouZivany dvé borem dopované diamantové
elektrody stejného vyrobce (BioLogic Science Instruments, Seyssinet-Pariset, Francie) o
priméru disku 3 mm, s ozna¢enim BBDE' (méfeni optimalizace pii 6-10 % vody v MF)
a BDDE? (méfeni optimalizace pti 0-5 % vody v MF, kalibrace, a analyza umé&lého séra

a plodové vody).

Jako referentni elektroda byla pouZzivana nevodna elektroda dle Pleskova, ktera je
tvofena stfibrnym dratkem ponofenym do roztoku chloristanu sodného (¢ = 1 mol I"!) a

dusi¢nanu stifbrného (¢ =1+ 102 mol I"!) v acetonitrilu. Jako pomocna elektroda byl
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pouzit platinovy dratek (Elektrochemické detektory, Turnov, CR). Ke zméfeni
absorpCnich spekter byl pouzit spektrofotometr Hewlett Packard 8453 a kiemenna kyveta
o optické délce 1 cm. Byla pouzita centrifuga Sorvall ST 8 Centrifuge (Thermo Fischer

Scientific).

2.3. Pracovni postupy

Na zacatku kazdého pracovniho dne byla BDDE lesténa suspenzi oxidu hlinité¢ho
a vody na lestici desticce po dobu 1 minuty. Do detekéni cely byl nalit roztok mobilni
faze a byly zapojeny piislusné elektrody k detektoru. Na zac¢atku kazdého pracovniho dne

byla kolona promyvana mobilni f4zi po dobu 15 minut pro ustaleni proudu pozadi.

Byly pfipraveny mobilni fize sriznym procentudlnim zastoupenim vody
(0-10 %). Pro kazdou jednotlivou MF byl zaznamenan hydrodynamicky voltamogram
pro vechny analyty (c =25 pmol1!) v rozsahu méfenych potenciali od + 0,6 V
do+2,0V po kroku 0,1 V, vCetn¢ proudu pozadi. Proud pozadi pii daném slozeni
mobilni faze byl ur¢en jako priimérna hodnota dvou bodu pted a za piky. Nasttik byl
provadén davkovaci smycCky se smési analytl rozpusténych v acetonitrilu. Frekvence
vzorkovani proudu byla 5 Hz. Pro kazdou MF byly také zaznamenany vysky piki analyta

spektrofotometrického detektoru o vinové délce 200 nm.

24, Extrakce analyti z umélého séra a plodové vody

Extrakce analytli byla provedena metodou Bligh-Dyera [53]. V pfipadé¢ extrakce
z umélého séra bylo do zkumavky napipetovano 1,5 ml roztoku umélého séra (bud’ bez
nebo s pridavkem analytl rozpusténych v methanolu), 1,875 ml chloroformu a 3,875 ml
methanolu. Od objemu methanolu bylo odecteno mnozstvi methanolu pfitomné
v pfidavku standarddi. Poté byla zkumavka 1 minutu protiepavana na vortexu. Nasledné
bylo do zkumavky napipetovano 1,875 ml chloroformu a 1,875 ml deionizované vody, a
zkumavka byla 1 minutu protfepana na vortexu kvili vzniku difaze. Ze zkumavky byla
odebréana spodni chloroformova faze a pii 62,5 °C byla odpatena do sucha pod proudem
dusiku. Odparek byl nésledné rekonstituovan v 1 ml mobilni faze, a tim doslo

k zakoncentrovani analytu o 50 %.

Extrakce analytli z plodové vody probihala obdobnych zptisobem. Kviili malému

mnozstvi biologického vzorku bylo do zkumavky napipetovano 0,8 ml vzorku plodové

32



vody (bud’ bez nebo s ptidavkem standardi rozpusténych v methanolu), 1 ml chloroformu
a 2 ml methanolu a opét byla zkumavka protiepavana 1 minutu na vortexu. V dalsi ¢asti
extrakce bylo napipetovano 1 ml chloroformu a 1 ml vody. Pro vznik difaze bylo potieba
obsah zkumavky odstfedit na centrifuze po dobu 5 minut pti 3000 rpm. Dalsi postup byl
stejny jako pfi extrakci z umélého séra. Odparek byl rekonstituovan v 0,8 ml mobilni

faze, tj. ve stejném objemu jako byl ptivodni objem vzorku.

Kvantifikace v modelovém roztoku umélého séra a vzorku plodové vody byla
provedena metodou pfidavku standardu. Standardy rozpusSténé v methanolu byly
piidavany piimo do roztoku umélého séra nebo plodové vody — extrakce byla provadéna
jiz s pridavkem.

Do roztoku umélého séra byly piidany standardy analyti pro vyslednou
koncentraci cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu 10 pmol 1!, a cholesterolu —
¢ =50 umol I!. K t¢émto modelovym vzorkiim vzorkti byly pfidany celkem 2 piidavky
standardu vzdy o dvakrat vétsi koncentraci, tzn. celkova koncentrace cholekalciferolu
a 7-dehydrocholesterolu v roztoku 1. a 2. piidavku byla 20 umol I"!, respektive
30 umol I"!, celkovd koncentrace cholesterolu v roztoku 1. a 2. piidavku byla
100 pmol 1!, respektive 150 pmol I"!. Diky zakoncentrovani analyti byly vysledné
koncentrace ve vzorku a roztocich pridavki v umélém séru tedy 15, 30 a 45 umol 1! pro

cholekalciferol a 7-dehydrocholesterol a 75, 150 a 225 umol I"! pro cholesterol.

Vzorek plodové vody byl naspikovan standardem cholekalciferolu
a 7-dehydrocholesterolu na koncentraci 14,6 umol 1-'. K tomuto naspikovanému vzorku
byly poté pfidany 2 ptidavky vSech analytt. Pro cholekalciferol a 7-dehydrocholesterol
byla koncentrace 1. a 2. piidavku 15,8 pmol 17!, respektive 43,1 umol I"'. V ptipadé
cholesterolu, ktery je ve vzorku pfirozené pfitomen v koncentraci vyssi nez LOD a nebyl

tudiz spikovén, byla koncentrace 1. a 2. piidavku 69,6 umol ~!, respektive 139,7 pmol 17,

Extrakce analyti z umélého séra a plodové vody byla provedena vzdy ttikrat,
pficemz kazdy vzorek byl zméfen dvakrat za sebou. Z téchto celkem Sesti méfeni byla
vypoctena smérodatnd odchylka a chybova tisecka v programu Microsoft Excel. VSechny
chybové usecky v bodovych zavislostech odpovidaji intervalu spolehlivosti na hladiné

vyznamnosti 0,05.
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2.5. Vyhodnoceni vysledku

Vyhodnoceni vysek chromatografickych pikt (Z, pro elektrochemickou detekci a
hyp pro spektrofotometrickou detekci) bylo provedeno v ptislusnych programech spojenim
minim po stranach piku. Odezvy spektrofotometrického detektoru jsou uvadény
v zakladnich jednotkach absorbance AU. Meze detekce byly vypocteny tiemi zplisoby
podle rovnic 2, 3 a 4, kde & je hodnota smérnice dané kalibracni ptimky, s10 je smérodatna
odchylka vysky signalu pro 10 opakovanych méteni, 4 je vyska Sumu zakladni linie a sgp

je standardni chyba useku kalibracni piimky. Tyto limity detekce byly nésledné

porovnany.
LOD =210 ©)
LoD =2 3)
LOD = 35% 4)

Mg¢éfeni pifi optimalizaci metody byla provedena tfikrat a méfeni koncentracnich
zavislosti bylo provedeno C¢tyfikrat, ztéchto hodnot byl nasledné vybran median.

Smérodatné odchylky a chybové usecky byly vypocteny v programu Microsoft Excel.

Pro zpracovani naméfenych dat a tvorbu grafii byly pouzivany programy

Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA) a OriginPro 2016 (OriginLab, USA).
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Vliv obsahu vody v mobilni fazi na retenéni faktor

analytt

V biologickych vzorcich jako krevni plazma a plodové voda se vyskytuje velké
mnozstvi interferentli, které mohou piekryt signal stanovované latky. Diky uprave
pomeéru organické slozky a vody v mobilni fazi lze ménit retencni Casy analytl, a tim
umoznit vyhodnoceni signalu, pokud by se piekryval se signalem interferentu. Pokud se
totiz v mobilni fazi zvySuje obsah slozky, kterd je vice polarni nez ptivodni slozeni
mobilni faze, hydrofobni latky jsou zadrzovéany vice na nepolarni stacionarni fazi. Byl

tedy zkouman vliv obsahu vody v MF na retenci a separaci analytt.

Rozsah zkoumanych obsaht vody v MF byl 0 aZ 10 % v acetonitrilu s ptidavkem
50 mmol 17! chloristanu sodného jako zakladniho elektrolytu pro viechny analyty. Na obr.
3.1 jsou zaznamenany ukazkové chromatogramy, s riznymi obsahy vody v MF, ato 0, 1
a 10 %, pfi detekénim potencidlu + 1,8 V. VSechny studované latky — cholekalciferol,
7-dehydrocholesterol a cholesterol (¢ = 25 pmol 17') byly separovany az na zékladni linii
v celém zkoumaném rozsahu (0-10 %) obsahu vody v mobilni fazi. Déle je z obr. 3.1
vidét, Ze ¢im déle je analyt zadrZovan v koloné, tim se jeho pik vice rozmyva a jeho signal

zmensuje.

Pti 10 % vody v MF je pik cholesterolu obtizn¢ vyhodnotitelny, a to i pfi relativné
vysoké koncentraci 25 pmol 1. Z toho diivodu nebyla separace pro vy3si obsah vody nez

10 % dale zkoumana.

Na obr 3.2 je zaznamenana zavislost retencniho faktoru (kwt) cholekalciferolu,
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu na obsahu vody v mobilni fazi (¢n20). Jak je z obr.

3.1 a 3.2 vidét, nejprve se z kolony vymyval cholekalciferol, poté 7-dehydrocholesterol a
jako posledni cholesterol, coz vzhledem knepolarni staciondrni fazi souvisi
s jeho hydrofobnim charakterem. S nartistajicim obsahem vody v MF se zvySoval

retencni faktor analyti, a tim se prodluZovala doba analyzy.
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Obr. 3.1 Porovnani chromatogrami (1) cholekalciferolu, (2) 7-dehydrocholesterolu
a (3) cholesterolu o koncentraci 25 umol 1! p#i obsazich (A) 0; (B) 1 a (C) 10 % vody
v MF. Slozeni mobilni faze: 50 mmol 1! NaClO4 v acetonitrilu ve smési s vodou (obsah
vody ménén v rozsahu 0—10 %). Detekce elektrochemickd na BDDE pii Eget =+ 1,8 V.
Priitokova rychlost MF 1 ml min™!, ddvkovany objem 50 pl.
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Obr. 3.2  Zavislost  reten¢niho faktoru k. (M)  cholekalciferolu,
(®) 7—dehydrocholesterolu a ( ¥) cholesterolu o koncentraci 25 umol I"! na obsahu vody
v mobilni fazi @0 (%). SloZeni mobilni faze: 50 mmol I"! NaClOs v acetonitrilu ve

smési s vodou (obsah vody ménén v rozsahu 0-10 %). Detekce elektrochemicka (BDDE)

pii Eqet =+ 1,8 V. Prittokova rychlost MF 1 ml min~!, davkovany objem 50 pl.
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3.2. Optimalizace elektrochemické detekce

Nastaveni optimalniho detekéniho potenciadlu je zasadni krok pro stanoveni
analytd pii amperometrickych detekcich, kdy je cilem dosahnout vysokého stupné
konverze, a tim zvysit citlivost méfeni, zdrovenn vSak provadét méfeni pii nizkém
proudovém pozadi. Z toho divodu byly zaznamenany hydrodynamické voltamogramy,
coz je zavislost vysky proudu piku analytu a proudu pozadi na vlozeném detekénim
potencidlu. Rozsah vkladanych potencialt je dan Sitkou potencidlového okna, které je
omezeno reakcemi sloZzek mobilni faze na konkrétnim elektrodovém materialu. Potencial

byl vkladan bodov¢ s krokem 0,1 V.

Byly  zaznamenany  hydrodynamické voltamogramy  cholekalciferolu,
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu (¢ =25 pmol 17!), kazdy pro jiné sloZeni mobilni
faze. Mobilni fize tedy obsahovala 50 mmol I-!' chloristan sodny v acetonitrilu ve smési
s vodou (obsah vody ménén v rozsah 0-10 %). Vzhledem k tomu, ze na BDDE dochézi
k oxidaci cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu kolem + 0,7 az + 0,8 V, a oxidaci
cholesterolu kolem + 1,4 V [19], byl rozsah vkladanych detek¢nich potencialt zvolen od
+0,6 Vdo+2,0V.

Na obr. 3.3 jsou znazornény hydrodynamické voltamogramy cholekalciferolu,
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu, véetné proudu pozadi, kdy mobilni faze obsahovala
1,3,7 a9 % vody. Z téchto grafii je patrné, ze pii vy$§im obsahu vody v mobilni fazi
dochdzi k vyskytu prvni rozeznatelné odezvy vSech studovanych latek pii vySSich
kladnych detekénich potencialech, nejvice je to patrné u cholesterolu. Diivodem je patrné
delsi zadrZeni analytli v kolong, tim vétSi rozmyti chromatografickych pikii a nésledna
nizsi vyska piku analytu pro tutéZz koncentraci v porovnani s prostfedim o menSim obsahu
cholesterol vyska piku v prostfedi s 0,1 mol I"! kyseliny chloristé s obsahem vody kles4

[13].

Cely wvycet hodnot detekénich potencidlti, pii kterych doSlo k prvnim
rozeznatelnym a nejvySSim odezvam cholekalciferolu, 7-dehydrocholesterolu a

cholesterolu v zavislosti na obsahu vody v MF je uveden v tab. 3.1.
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Cholekalciferol 1ze zaznamenat v rozmezi detek¢nich potenciali + 0,8 az+ 2,0 V,
7-dehydrocholesterol v rozmezi + 0,7 az+ 2,0 V a cholesterol v rozmezi + 1,4 az+ 2,0 V,
vzdy v zavislosti na obsahu vody v mobilni fazi. Jak je dale z obr. 3.3 patrné, u vSech
analyti odezva se zvySujicim se detekénim potencidlem roste, nejstrméji u
cholekalciferolu ve srovnani se 7-dehydrocholesterolem a cholesterolem. Pro obsah vody
0 az 5 % vody v MF je tento nariist zfejmy do detekéniho potencialu + 1,8 V, dale odezva

vSech analytli stagnuje az klesa.

Obecné tedy u vSech studovanych latek dochdzi k nejvyssSim odezvam kolem
detek¢nich potenciala + 1,7 az + 2,0 V. Pti takto vysokych detekénich potencialech je

vSak proud vyrazné ovlivnén stoupajicim proudem pozadi.

Proud pozadi odpovida proudu tekouci pracovni elektrodou, pokud je v kontaktu
pouze s mobilni fazi. Je logické, Ze pokud se detekéni potencidl vkladany na elektrodu
zvySuje, roste s nim i proud pozadi, jelikoz na pracovni elektrodé dochazi k vedlej$im
reakcim. Obecné to mize byt rozklad slozek mobilni faze véetné zakladniho elektrolytu.
Pokud je tedy v mobilni fazi pfitomnd voda, tak pii dosaZeni dostate¢né vysokého
kladného potencialu se zacne proud pozadi exponencidlné zvySovat. Na BDDE dochazi

k anodickému rozkladu vody na hydroxylovy radikal podle rovnice (1).

Ukézka vlivu obsahu vody na proud pozadi je zndzornéna na obr. 3.4. Z téchto
grafil je zfejmé, Ze pti zvySujicim se obsahu vody v mobilni fazi, dochdzi k naristu proudu
pozadi pti nizSich detekénich potencidlech v porovnani s niz§imi obsahy vody v MF, a
tedy zkraceni potencidlového okna. Divodem je samoziejmé jiz zminény anodicky
rozklad vody (rovnice 1). Naptiklad pro detekéni potencial + 1,8 V, ktery byl vybran jako
optimalni pro detekci, je rozdil v proudu pozadi 0,78 pA pro 1 % vody a 42,1 pA pro
9 % vody v MF.

Pii vys$§Sim detekénim potencialu + 1,9 Va + 2,0 V dochazi k dalSimu naristu
proudu pozadi a vyssi nestabilité zakladni linie, zaroven neni narist signalu analyti jiz
vyrazny. Pomér signal analytu / proud pozadi tedy klesa, naptiklad pro cholekalciferol je

pro 9 % vody v MF 0,016 pti Eget + 1,8 V 2 0,014 pii Eget + 2,0 V.

38



<? “»
3 A j/ \l
- /
< N
/
1t Va /
| |
/
/. ‘
- /*
] -2 YV v
/ ‘/0*0*0/’ /:ﬁ v
0f o84 -
0.8 1.2 1.6 2.0
Edet, V
*
< /
3, € J
sa +/l/.
i/./. 4 v
5o /)
?-8=0 ¢ v
n /O/V;Y
ol D g o I
0.8 1.2 1.6 2.0
Edet, V

IpOZ) HA
I, pA

1
-

loozs LA

PR 4 <
B P =1
/ L )
P 14 g
e /?’ ~
I/./
. A, 12
/l/ /‘ V\*
¥ vy
L u 9%
‘“0\0‘0—0/‘\0‘0/X" 10
0.8 1.2 1.6 2.0
Edet! V
— 80
5 )
A
/«,—l/?' ? 4140
Y
/II n /0 /
-0 . 7
v eeee? vy
oo lo
0:8 1:2 1:6 2:0
Edet, V

Obr. 3.3 Zavislost vysky proudu piku 7, (®) cholekalciferolu, (®) 7-dehydrocholesterolu

a (V) cholesterolu o koncentraci 25 pmol 1! a (®) proudu pozadi I, na vlozeném

detekénim potencialu Eqe pii (A) 1; (B) 3; (C) 7 a (D) 9 % vody v MF. Mobilni faze:

50 mmol 1! NaClOs v acetonitrilu ve smési s vodou (obsah vody mé&nén v rozsahu 0—10

%). Detekce elektrochemickd na BDDE, rozsah méfenych potencialti + 0,6 Vaz+2,0 V.

Priitokova rychlost MF 1 ml min~!, davkovany objem 50 ul. Chybové tisecky odpovidaji

hodnoté smérodatné odchylky pro 3 méfeni.
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Tab. 3.1 Hodnoty detek¢nich potencialt, pii kterych doslo k prvni rozeznatelné a nejvyssi

odezvé cholekalciferolu (D3), 7-dehydrocholesterolu (7-DHC) a cholesterolu (Ch) o

koncentracich 25 pmol ™! v z4vislosti na obsahu vody v MF. Detekce elektrochemick4

na BDDE, davkovany objem 50 pl.

P20 Prvni odezva p¥i Edet (V) Nejvyssi odezva pri Edet (V)
(%) Ds 7-DHC  Ch Ds 7-DHC  Ch
0 0,8 0,7 1,6 1,8 1,7 1,7
1 0,8 0,7 1,4 1,9 1,8 1,8
2 0,8 0,8 1,4 1,8 1,8 1,8
3 0,8 0,8 1,4 1,8 1,8 1,8
4 0,8 0,8 1,4 1,8 1,8 1,8
5 0,8 0,8 1,5 1,9 1,9 1,9
6 0,8 0,8 1,5 2,0 2,0 2,0
7 0,8 0,8 1,5 2,0 2,0 2,0
8 0,8 0,8 1,5 2,0 2,0 2,0
9 0,8 0,8 1,6 2,0 2,0 2,0
10 0,9 0,8 1,6 2,0 2,0 2,0
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Obr. 3.4 Zavislost proudu pozadi I, na vloZzeném detekénim potencidlu Eger pii
(A) (2,%)0 % a (b,®)3 %, a(B)(a,®)7 %a(b,¥)9 % vody v MF. Mobilni faze:
50 mmol I"! NaClO4 v acetonitrilu ve smési s vodou (obsah vody mé&nén v rozsahu 0-10
%). Detekce elektrochemicka na BDDE, rozsah méfenych potenciala + 0,6 Vaz+2,0 V.

Priitokova rychlost MF 1 ml min™'.

Pro ptehlednost jsou na obr. 3.5 zobrazeny zavislosti vySek chromatografickych
piki cholekalciferolu, 7-dehydrocholesterolu a cholesterolu (c =25 pmol I"!) pro
elektrochemicky detektor pfi optimalnim detekénim potencialu + 1,8 V na obsahu vody
v mobilni fazi, ktery byl ménén v rozsahu od 0 do 10 %. Z obr. 3.5 je zfejmé, ze odezva
cholekalciferolu s rostoucim obsahem vody v mobilni fazi prudce klesd a odezvy
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu do 4 % vody v MF fluktuuji a od 5 % vody v MF
dochazi k poklesu. V ptfedchozich pracich [13,14], které se taktéz zabyvaly stanovenim
cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu, ovSem voltametricky, bylo zjisténo, Ze se
zvySujicim se obsahem vody v zdkladnim elektrolytu odezva téchto latek klesd i ve

vsadkovém uspotadani.

V praci  [19] diferen¢ni voltametrie

7-dehydrocholesterol nejvyssi odezvy pii 2 a 5 % vody v zdkladnim elektrolytu

za pouziti pulzni poskytoval

obsahujicim 0,1 mol 1! chloristan sodny v acetonitrilu.

I'kdyZ by mohl byt urcen optimalni obsah vody v mobilni fazi z nejvyssich hodnot

proudovych odezev pii detekénim potencialu + 1,8 V, tak na vybér vhodného slozeni MF
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ma také konkrétni matrice, obsahujici interferenty, které mohou prekryt signal analytu.
Proto bude toto optimalni mnozstvi vody zvoleno podle retencnich ¢asti studovanych

latek a pfitomnych interferentd.
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Obr. 3.5 Zavislost vysky proudu piku [, (M) cholekalciferolu,
(®) 7-dehydrocholesterolu a (¥) cholesterolu o koncentracich 25 pumol I'' na obsahu
vody @0 v MF. Obsah mobilni faze: 50 mmol I NaClO4 v acetonitrilu ve smési s vodou
(obsah vody byl ménén v rozsahu 0-10 %). Detekce elektrochemicka na BDDE pfi Eqet
+ 1,8 V. Priitokova rychlost MF 1 ml min™!, ddvkovany objem 50 pl. Chybové usecky

odpovidaji smérodatné odchylce pro 3 méfeni.

3.3. Optimalizace spektrofotometrické detekce

Vliv obsahu vody v mobilni fizi na odezvu studovanych latek (cholekalciferolu,
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu) byl zkouman také pro spektrofotometricky
detektor. Vlnova délka detekce byla vybrana na hrané¢ UV spektra pii 200 nm, a to
zejména kvili cholesterolu, ktery absorbuje pouze kolem této oblasti vinovych délek, jak
je ukazéno na obr 3.6. Na tomto obrdzku jsou zndzornéna také UV spektra
cholekalciferolu, ktery poskytuje absorpéni maxima pii vlnovych délkach 213 nm
a 267 nm, a 7-dehydrocholesterolu poskytujici absorpéni maxima pti vinovych délkach

272 nm, 283 nm a 295 nm.
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Kvili porovnani citlivosti stanoveni budou koncentratni zavislosti
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu krom¢ vinové délky 200 nm, namétena i pii

270 nm, kde poskytuji absorpéni maxima.

Na obr. 3.7 je znazornéna zavislost vysky pikG A, cholekalciferolu,
7-dehydrocholesterolu a cholesterolu na obsahu vody v mobilni fazi v rozmezi 0 az 10 %
méfena HPLC s UV detekci. Mobilni fize obsahovala 50 mmol 1! NaClOs v acetonitrilu
ve smé&si s vodou (obsah vody ménén v rozmezi 0 az 10 %). Koncentrace studovanych

latek byla 25 umol 1-!.

V souladu s absorpcnimi spektry (obr. 3.6) poskytuje cholekalciferol nejvyssi
odezvu, to je déno i faktem, ze eluuje z kolony jako prvni a jeho pik se tedy nejméné
rozmyva. Pfi zvySujicim se obsahu vody v MF odezva cholekalciferolu prudce klesala.
Nejvyssi odezva cholesterolu byla zaznamenéna pii 2 a 3 % vody v MF, pfi vice jak 4%
obsahu vody v MF jeho odezva taktéZz klesala. 7-dehydrocholesterol poskytoval pii
vlnové délce detekce 200 nm ve srovnani s cholekalciferolem a cholesterolem nejmensi
odezvy absorbance. Nejvyssi odezvy poskytoval pii 2 % vody v MF. Od 7 % vody jeho

odezva klesala stejn¢ jako u cholesterolu a cholekalciferolu.
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Obr. 3.6 Absorpéni spektra (a,--) cholekalciferolu, (b,~) 7-dehydrocholesterolu
a (c,...) cholesterolu o koncentraci 25 umol 1" v acetonitrilu. Rozsah vinovych délek

190 az 500 nm. Zaznamenano v kiemenné kyveté o optické délce 1 cm.
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Obr. 3.7 Zavislost vysky piku 4, (M) cholekalciferolu, (¥) 7-dehydrocholesterolu
a ('¥) cholesterolu o koncentraci 25 pmol 1"! na obsahu vody (1.0 v MF. Obsah mobilni

faze: 50 mmol I"! NaClOs v acetonitrilu ve smési s vodou (obsah vody ménén v rozmezi
0-10 %). Spektrofotometrické detekce pii vinové délce 200 nm. Pratokova rychlost MF

1 ml min~!, ddvkovany objem 50 ul.

3.4. Koncentracni zavislost analytu

Koncentraéni zavislost cholekalciferolu, 7-dehydrocholesterolu a cholesterolu
byla naméfena v prostfedi mobilni faze obsahujici 50 mmol I"! chloristan sodny v
acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Toto sloZeni mobilni faze bylo vybrano jako
kompromis mezi dostate¢né¢ vysokymi odezvami analytl a delSimi reten¢nimi ¢asy. Pro
elektrochemickou detekci byl zvolen na zdkladé hydrodynamickych voltamogrami
optimalni detek¢ni potencial + 1,8 V. Pro spektrofotometrickou detekci byla pouZita

vlnova délka detekce 200 nm a 270 nm.

Parametry koncentra¢nich zavislosti, véetné hodnot LOD jsou shrnuty v tab. 3.2.
Grafy koncentra¢nich zavislosti vSech studovanych latek obsahuji kromé (A) zavislosti

vysky piku na koncentraci se smérodatnymi odchylkami pro 4 méteni, také (B) zavislost
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logaritmu vysky piku na logaritmu koncentrace pro nazornéj$i zndzornéni celého

méfeného koncentraéniho rozsahu.

Byly porovnany limity detekce (tab. 3.2) vypocteny tfemi riznymi zptisoby. Prvni
limit detekce oznaceny v této praci jako LOD” byl vypoéten z deseti opakovanych méteni
nejnizsi koncentrace analytu. Tento zpusob je Casty napiiklad pro voltametricka méteni.
V HPLC je jeho nevyhodou znac¢na Casova naroc¢nost zejména u dlouhych separaci.
Druhy limit detekce oznaceny jako LOD® byl vypoéten ze standardni chyby useku piimky
koncentra¢ni zavislosti a tfeti limit detekce oznaéeny jako LODC z vysky $umu pozadi
pouzivany casto u chromatografickych technik. Pfesné zplsoby vypocti LOD jsou

uvedeny v kapitole 2.5.

Z tab. 3.2 je zfejmé, Ze limity detekce se znacné lisi a nejvérohodnéjsi hodnoty
vzhledem k nejniz8i zméfené koncentraci LDR poskytuje tfeti uvedeny zpiisob vypoctu,
a to zvySky Sumu pozadi. Proto byla tato hodnota dale diskutovana pti hodnoceni

koncentrac¢nich zavislosti analyta.

Byla porovnavana koncentra¢ni zavislost cholekalciferolu naméfend pro
elektrochemicky detektor pii Eqe +1,8 V vrozsahu koncentraci 1-100 pmol 1!
a pro spektrofotometricky detektor pfi Agee 200 nm a 270 nm v rozsahu koncentraci
0,25-100 pumol I"!. Grafy koncentratni zavislosti cholekalciferolu jsou uvedené na
obr. 3.8. Koncentra¢ni zavislost byla pro elektrochemicky detektor linearni v celém
rozsahu métenych koncentraci, naopak pro obé€ vinové délky spektrofotometrické detekce
byla line4rni v rozsahu 0,5-100 umol 1-! jak ukazuje obr. 3.8B. Nejvyssi citlivost, tedy
nejvetsi hodnotu smérnice koncentracni zavislosti vykazuje cholekalciferol pro
spektrofotometrickou detekci pii Ader 270 nm, oproti detekci pii Aget 200 nm. Smérnice
stanovené pii elektrochemické a spektrofotometrické detekci nejde navzajem porovnat
kvili rozdilnym jednotkam, z vypoctenych hodnot limith detekce je vSak ziejmé, ze
elektrochemickd detekce poskytuje vyssi hodnoty LOD pftiblizné o tad nez

spektrofotometricka detekce pfi Adet 270 nm.
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Obr. 3.8 (A) Koncentra¢ni zavislost a (B) logaritmickd koncentra¢ni zavislost
cholekalciferolu v prostiedi mobilni fize o slozeni: 50 mmol 1"! NaClO4 v acetonitrilu ve
smési s vodou (95:5, v/v). Detekce spektrofotometrickd o vinovych délkach detekce
(“) 200 nm a (¥) 270 nm a (M) elektrochemickd detekce (BDDE) o detek¢énim
potencialu + 1,8 V. Priittokova rychlost MF 1 ml min~!, ddvkovany objem 50 ul. Chybové

usecky odpovidaji hodnoté smérodatné odchylky pro 4 méteni.

Koncentraéni  zavislost ~ 7-dehydrocholesterolu  byla  naméfena  pro
elektrochemicky detektor pfi Eae + 1,8 V vrozsahu koncentraci 2-100 umol 17!,
pro spektrofotometricky detektor pii Aget 200 nm v rozsahu koncentraci 1-100 pmol 1!
a Adet 270 nm v rozsahu koncentraci 0,25-100 pmol I"'. Grafy koncentraéni zavislosti
7-dehydrocholesterolu jsou uvedené na obr. 3.9. Koncentracni zavislost pro byla pro
elektrochemicky detektor linedrni v celém rozsahu méfenych koncentraci, pro
spektrofotometrickou detekei pii Adet 200 nm byla linearni v rozsahu 2—100 umol 1" a pii
Adet 270 nm byla linearni v rozsahu 0,5-100 umol I"! jak ukazuje obr. 3.9B. Vys3i
citlivost, tedy  hodnotu  smérnice  vykazuje  7-dehydrocholesterol  pro
spektrofotometrickou detekei pfi pii Adet 270 nm, a to piiblizné trikrat v&tSi oproti Adet
200 nm. U cholekalciferolu byla tato smérnice pfiblizn¢ jen dvakrat vétsi. Nizsi limity
detekce vykazuje opét detekce spektrofotometrickd ve srovnani s elektrochemickou,

rozdily vSak nejsou tak vyrazné jako u cholekalciferolu.
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Obr. 3.9 (A) Koncentra¢ni zavislost a (B) logaritmickd koncentra¢ni zavislost
7-dehydrocholesterolu v prosttedi mobilni fize o sloZeni: 50 mmol 1! NaClO4
v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Detekce spektrofotometricka o vinovych
délkéach detekce (®) 200 nm a (¥) 270 nm a ( M) elektrochemicka detekce (BDDE) o
detekénim potencidlu + 1,8 V. Priitokova rychlost MF 1 ml min~!, didvkovany objem

50 pl. Chybové usecky odpovidaji hodnoté smérodatné odchylky pro 4 méfeni.

Limity detekce cholekalciferolu jsou za pouziti spektrofotometrické detekce
podobné jako u jinych metod stanoveni popsanych v odborné literatufe — 0,18 pmol 1!
[20] a 0,17 pmol 1! [43], za pouziti elektrochemické detekce je LOD o néco vyssi.
U 7-dehydrocholesterolu byly limity detekce jak pro spektrofotometrickou, tak
elektrochemickou detekci nizsi pfiblizné o fdd nez u metod popsanych v odborné
literatufe — 5 az 13 pmol 1! [40] a 9,4 umol I"! [42]. Na druhou stranu v biologickych
vzorcich jako krevni plazma a plodova voda se 7-dehydrocholesterol vyskytuje ve velmi
nizkych koncentracich, a to pod hodnotou 1 pmol 1!, respektive 0,3 pmol 17! (kapitola
1.4.2), proto LOD stanovené v této diplomové praci nejsou dostatecné pro spolehlivou
kvantifikaci. Pokud by analyzovana plodova voda, pochazela od matky pacienta trpici
SLOS, LOD stanovené v této praci by byly dostate¢né (koncentrace jsou az tisickrat vyssi

nez u zdravého jedince).
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Koncentracni zavislost cholesterolu byla namétena pro elektrochemicky detektor
pii Eqet+ 1,8 V v rozsahu koncentraci 4—100 umol 17! a pro spektrofotometricky detektor
pfi pouze pii jedné vlnové délce Adet 200 nm v rozsahu koncentraci 0,5-100 umol 17!,
Grafy koncentracnich zavislosti pro oba typy detekce jdou uvedeny na obr. 3.10. Jak je
dobfte na obr. 3.10B vidét, koncentracni zavislost cholesterolu byla pro elektrochemicky
detektor linedrni v celém meéfeném rozsahu a pro spektrofotometricky detektor byla
linedrni v rozsahu 1-100 pmol 1!, Niz§i limit detekce vykazuje stejné jako u
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu detekce spektrofotometricka. I ptesto jsou obé
hodnoty limitd detekce cholesterolu ziskané v této diplomové praci dostatecné pro
stanoveni v biologickych vzorcich jako krevni plazma nebo plodovd voda, kde se

koncentrace pohybuje mezi 1,8 a 4,9 mmol I"! [24], respektive 300 pmol 1-! [39].
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Obr. 3.10 (A) Koncentracni zavislost a (B) logaritmickd koncentracni zavislost
cholesterolu v prostfedi mobilni faze o slozeni 50 mmol 1I=' NaClO4 v acetonitrilu ve
smési s vodou (95:5, v/v). Detekce () spektrofotometricka o vinové délce detekce
200 nm a (M) elektrochemickd detekce (BDDE) o detekénim potencialu + 1,8 V.
Priitokova rychlost MF 1 ml min™!, davkovany objem 50 pl. Chybové usecky odpovidaji

hodnoté smérodatné odchylky pro 4 méfeni.
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Tab. 3.2 Parametry koncentracnich zavislosti cholekalciferolu (Ds3), 7-dehydrocholesterolu (7-DHC) a cholesterolu (Ch) pro
elektrochemickou (ED) a spektrofotometrickou detekei (UV), a vypoctené hodnoty limit detekce (LOD).

analyt detekce Méfeny LDR Smérnice - 103 Usek - 103 (**) R LOD” LOD®B LODC
rozsah (umol 1) (*) (umol 1) (umol 17) (nmol 1)
(umol 1)
Ds ED+18V 1-100 1-100 50,7+2,3 -5,80+ 2,10 0,9912 0,4 1,3 0,6
UV 200 nm 0,25-100  0,5-100 2,44 £ 0,05 -0,02 £ 0,01 0,9981 0,1 0,3 0,2
UV 270 nm 0,25-100  0,5-100 4,37 £ 0,07 —0,94+0,29 0,9986 0,1 2,0 0,1
7-DHC ED+1,.8V 2-100 2-100 21,0+ 0,3 13,50+ 7,70 0,9991 1,8 1,1 1,4
UV 200 nm 1-100 2-100 0,381 £ 0,004 0,12+0,14 0,9996 1,0 1,1 1,0
UV 270 nm 0,25-100  0,5-100 1,13+ 0,10 0,06 £0,42 0,9996 0,2 1,1 0,3
Ch ED+1,.8V 4-100 4-100 13,2+ 04 26,60 £ 14 0,9965 3,3 3,2 2,3
UV 200 nm 0,5-100 1-100 0,964 £ 0,013 1,58 +£0,75 0,9991 0,4 2,3 0,4

* ED— pA 1 umol™!; UV—I pmol™;

** ED— pA;

LOD*limit detekce vypodteny ze smérodatné odchylky 10 opakovanych méfeni

LODB-limit detekce vypo&teny ze standardni chyby tiseku

LOD ~limit detekce vypoéteny z vysky Sumu pozadi



3.5. Stanoveni analytti v umélém séru

Po optimalizaci podminek méfeni a proméfeni koncentracnich zavislosti bylo
testovano stanoveni cholekalciferolu, 7-dehydrocholesterolu a cholesterolu v modelovém
roztoku umeélého séra po predchozi extrakci (sloZzeni umélého séra a postup extrakce
popsany v kapitole 2.1 a 2.4). Obsah mobilni faze byl identicky jako u méfeni
koncentra¢nich zavislosti: 50 mmol ™! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou

(95:5, v/v).

Kviili zjisténi vytézku extrakce byly do roztoku umélého séra piidany standardy
analyti pro dosazeni vysledné koncentrace 15 pumoll™' pro cholekalciferol
a 7-dehydrocholesterol, a 75 umoll™' pro cholesterol. Nasledné byla s témito
modelovymi roztoky umélého séra provedena extrakce ve tfech opakovanich a odezvy
zaznamenané jak elektrochemickou detekci (Egec = + 1,8 V), tak spektrofotometrickou
detekci (Adet = 200 nm) byly porovnany s odezvami standardll (o stejné koncentraci)
pfidanych do slepého vzorku, tj. jiz extrahovaného umélého séra. Vyslednd hodnota
vytézku byla uréena z vytézkl jednotlivych extrakei jednotlivych analyth pro ob¢ detekce
a relativni smérodatné odchylky (RSD) pro tfi opakované extrakce jsou uvedeny v tab.
3.3. Nejvyssiho vytézku extrakce je dosazeno u cholesterolu, a to 93,1 % (ED)
a 85,6 % (UV). Vytézek extrakce cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu dosahovaly
podobnych hodnot, a to kolem 70 %.

Tab. 3.3 Vytézek extrakce cholekalciferolu (D3, ¢ = 15 umoll™"),
7-dehydrocholesterolu (7-DHC, ¢ = 15 pmol I"!), a cholesterolu (Ch, ¢ = 75 pmol 1)
z umélého séra urcend ze zaznamu elektrochemické (Eqec=+ 1,8 V) a spektrofotometrické
detekce (UV,Adet = 200 nm) vypoctend jako primér vytézka tii extrakei a opakovatelnost

extrakce vyjadfena relativni smérodatnou odchylkou RSD (n = 3).

detekce uv elektrochemicka

analyt D3 7-DHC Ch D3 7-DHC Ch
Vytézek (%) 73,9 69,6 85,6 67,0 71,9 93,1
RSD (%) 2,5 3,7 2,3 1,6 6,2 8,1
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Déle byla ovéfena moznost stanoveni analytti v umélém séru metodou piidavku
standardu pro oba typy detektor. Koncentrace piidavkl standardii jsou uvedeny v kap.
24. Na obr 3.11 zobrazujici chromatogramy pro elektrochemickou detekci
(Edget + 1,8 V) je vidét, Ze modelovy roztok umélého séra obsahuje kromé analytd dalsi
jednu slozku, kterd je elektroaktivni, ma retencni Cas ptiblizné¢ 3,5 min a neptekryva
signal analyt. Na obr. 3.12 jsou znazornény chromatogramy pro spektrofotometrickou
detekci (Aget 200 nm). Z té€chto zadznami je zfejmé, ze tento typ detekce v umélém séru je
citlivy pro vice slozek, obzvlasté v prvnich 8 minutach separace s dalSimi vyraznymi
signaly pti 12., 13. a 17. minuté, tyto by mohly potencialné interferovat s analyty za
jinych separacnich podminek. I pfesto, ze extrakci je ¢ast matricnich slozek ze vzorku

odstranéna, je elektrochemicka detekce selektivnéjsi nez detekce spektrofotometricka.

Koncentrace pfidanych a nalezenych koncentraci analytii v um¢lém séru shrnuje
tab. 3.4 vCetn¢ parametri pfimek pro metodu ptidavku standardu (obr. 3.13). Nalezena
koncentrace cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu dosahuje niz$ich hodnot ve
srovnani s koncentraci ptidanou pro oba typy detektoru. Diivodem by mohla byt adsorpce
¢asti téchto analytii na albumin obsazeny v roztoku umélého séra. Nalezend koncentrace
cholesterolu (c = 75,3 umol I™!) pii spektrofotometrické detekci odpovidd koncentraci
pfidané, na rozdil od elektrochemické detekce, kde je nalezend koncentrace

(c = 87,3 umol I"") vyssi neZ piidana koncentrace.
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Obr. 3.11 Chromatogramy po extrakci (1) cholekalciferolu, (2) 7-dehydrocholesterolu
a (3) cholesterolu z umélého séra. Elektrochemicka detekce (BDDE) pii Eget = + 1,8 V.
Ktivka A zobrazuje chromatogram umélého séra po extrakeci bez piidavku analyti,
chromatogram B zobrazuje vzorek, chromatogramy C a D zobrazuji 1. a 2. pfidavek
standardu. Mobilni faze: 50 mmol I"! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou

(95:5, v/v). Davkovany objem 40 pul. Prtokova rychlost MF 1ml min'.
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Obr. 3.12 Chromatogramy po extrakci (1) cholekalciferolu, (2) 7-dehydrocholesterolu
a (3) cholesterolu z umélého séra. Spektrofotometricka detekce pii Ad¢ec = 200 nm. Kiivka
A zobrazuje chromatogram umélého séra po extrakci bez piidavku analyt,
chromatogram B zobrazuje vzorek, chromatogramy C a D zobrazuji 1. a 2. ptidavek
standardu. Mobilni faze: 50 mmol 1! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou

(95:5, v/v). Davkovany objem 40 ul. Prittokova rychlost MF 1 ml min™.
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Tab. 3.4 Parametry pfimek pro metodu piidavku standardu cholekalciferolu (D3),

7-dehydrocholesterolu (7-DHC) a cholesterolu (Ch) extrahovanych zumélého séra,

a hodnoty pfidanych a nalezenych koncentraci analyti v umélém séru. Detekce

elektrochemicka (ED, Eqet=+ 1,8 V) a spektrofotometricka (UV, Aget = 200 nm). Mobilni

faze: 50 mmol 1! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v).

Smérnice - 10°

Usek - 103

R

analyt detekce Cp¥idana  Cnalezeni  Crozmezi
(*) (*%) (umol IY)  (umol ') (umol I'')
D; ED 22,1+0,7 289 + 13 0,9995 15,0 13,1 12,9-13,7
Uv 0,896 + 0,042 11,0+£0,8 0,9989 15,0 12,3 11,9-12,6
7-DHC ED 9,30+ 0,14 133+£3 0,9999 15,0 14,3 14,2-14.4
Uv 0,141 £ 0,004 1,82 +0,01 0,9999 15,0 12,9 12,8-12.9
Ch ED 490+0,15 428 £ 15 0,9995 75,0 87,3 86,9-87,7
Uv 0,296 + 0,004 223+04 0,9999 75,0 75,3 75,1-75,6

* ED— pA 1 umol™'; UV— 1 umol™!;

** ED— pA;
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Obr. 3.13 Metoda pridavku standardu (®) cholekalciferolu, (®) 7-dehydrocholesterolu
a ('¥) cholesterolu v umélém séru. Detekce (A, B) elektrochemicka piti Eger= + 1,8 V
a (C, D) spektrofotometrickd pfi Adet = 200 nm. Mobilni fize: 50 mmol I"! chloristan
sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Davkovany objem 40 pl. Chybové

usecky odpovidaji hodnoté smérodatné odchylky pro 6 méteni.
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3.6. Stanoveni analytl v plodové vodé

Po stanoveni analyti vumélém séru byla ovéfena moznost stanoveni
v biologickém vzorku plodové vody. Kvali pfili§ vysokym hodnotdim LOD
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu (tab. 3.2) by nebylo mozné tyto latky stanovit,
a tak byl vzorek naspikovan standardy o koncentraci 14,6 pmol 1!, coz v piipadé
cholesterolu nutné nebylo, protoze je v plodové vod¢ ptirozené obsazen ve vysokych
koncentracich. Analyty byly z plodové vody extrahovany obdobnym zptsobem jako
zumélého séra (postup extrakce kap. 2.4) a bylo pouzito stejné slozeni mobilni faze:

50 mmol I"! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v).

Zaznamy chromatogrami vzorku plodové vody jsou uvedeny na obr 3.14 pro
elektrochemickou detekci a na obr 3.15 pro spektrofotometrickou detekci Jak je z
uvedenych chromatogrami vidét, pti daném sloZzeni mobilni faze se ani pii jednom typu
detekce ve vzorku plodové vody nevyskytuje Zadna nezddouci slozka, kterd by
interferovala se signdly analytd. 1 pfesto chromatogram zaznamenany se
spektrofotometrickou detekci obsahuje mnohem vice potencialné interferujicich slozek
nez chromatogram zaznamenany elektrochemickou detekei, a proto tento typ detekce je

z pohledu eliminace interferentii v ptipad€ analyzy jinych analyti vyhodnéjsi.

Koncentrace naspikovanych a nalezenych koncentraci, v€etn¢ parametrii ptimek
pro metodu piidavku standardu shrnuje tab. 3.5. Na obr. 3.16 jsou zobrazeny koncentra¢ni
zavislosti vSech analyti pro metodu ptidavku standardu pro oba typy detekce. Nalezené
koncentrace cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu jsou o néco mensi nez koncentrace
spiku pro oba typy detektoru podobné jako u vzorku umélého séra. Nalezena koncentrace
cholesterolu ve vzorku plodové vody byla 46,8 pmol I"! pro elektrochemickou detekci a
40,7 umol 1! pro spektrofotometrickou detekci. Tyto ziskané koncentrace cholesterolu
v plodové vodé jsou v porovnani s literaturou mensi, nez bylo nalezeno u zdravych

jedincti metodou GC-MS (c = 300 umol 11) [39].

55



I, nA

)
)
0

5 10 15 20
.o, Min

Obr. 3.14 Chromatogramy po extrakci (1) cholekalciferolu, (2) 7-dehydrocholesterolu
a (3) cholesterolu z plodové vody. Elektrochemicka detekce (BDDE) pfi Eget =+ 1,8 V.
Ki#ivka A zobrazuje chromatogram po extrakci analyti z plodové vody se spikem
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu (bez ptidavku cholesterolu), chromatogramy B
a C zobrazuji 1. a 2. pridavek standardii viech analyti. Mobilni faze: 50 mmol 17!
chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Davkovany objem 40 pl.

Prittokova rychlost MF 1 ml min!.
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Obr. 3.15 Chromatogramy po extrakci (1) cholekalciferolu, (2) 7-dehydrocholesterolu
a (3) cholesterolu zplodové vody. Spektrofotometrickd detekce pii Aget = 200 nm.
Ktivka A zobrazuje chromatogram po extrakci analyti z plodové vody se spikem
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu (bez pfidavku cholesterolu), chromatogramy B
a C zobrazuji 1. a 2. ptidavek standardi viech analytl. Mobilni faze: 50 mmol 1!
chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Davkovany objem 40 pl.

Priitokova rychlost MF 1 ml min™'.
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Tab. 3.5 Parametry pfimek pro metodu piidavku standardu cholekalciferolu (D3),

7-dehydrocholesterolu (7-DHC) a cholesterolu (Ch) extrahovanych z plodové vody,

a hodnoty pridanych a nalezenych koncentraci v plodové vodé pro cholekalciferol

a 7-dehydrocholesterol, a hodnoty nalezenych koncentraci cholesterolu v plodové vode.

Detekce elektrochemicka (ED, Eget=+ 1,8 V) a spektrofotometricka (UV, Adet =200 nm).

Mobilni faze: 50 mmol 1! chloristan sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v).

analyt detekce Smérnice- 10° Usek-10° R Cspikovand  Cnalezenia  Crozmezi
(*) (**) (umol 1) (umol I')  (umol I')
D3 ED 24,0+0,2 256+ 6 0,9999 14,6 10,7 10,5-10,8
Uv 0,956 + 0,008 9,85+0,21 0,9999 14,6 10,3 10,2-10,4
7-DHC ED 8,82 +0,61 109 £ 16 0,9976 14,6 12,4 11,3-13,3
uUv 0,139 + 0,002 1,56 £ 0,06 0,9998 14,6 11,2 11,0-11,8
Ch ED 4,86 +0,31 228 £28 0,9979 - 46,8 44,0-49,5
Uv 0,297 + 0,003 12,1 +0,1 1,0000 - 40,7 40,7-40,8

* ED— pA 1 umol™; UV—1 pmol™;

** ED— pA;
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Obr. 3.16 Metoda pfidavku standardu (™) cholekalciferolu, () 7-dehydrocholesterolu
a ('¥) cholesterolu v plodové vod¢. Detekce (A, B) elektrochemickd pifi Eqet =+ 1,8 V
a (C, D) spektrofotometrickd pfi Adget = 200 nm. Mobilni fize: 50 mmol I"! chloristan
sodny v acetonitrilu ve smési s vodou (95:5, v/v). Davkovany objem 40 pl. Chybové

usecky odpovidaji hodnoté smérodatné odchylky pro 6 méfeni.
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4. Zaveér

Tato préace se zabyvala moZnosti simultanniho stanoveni tii biologicky aktivnich
latek — cholekalciferolu, 7-dehydrocholesterolu a cholesterolu. Urceni jejich
koncentra¢nich hladin ve vybranych matricich (sérum, plodovd voda) miize slouzit
napiiklad pro diagnostiku autosomalné recesivniho onemocnéni SLOS. Separace analytl
byla provadéna pomoci vysokoucinného kapalinového chromatografu s reverznimi
fazemi nasledovana detekci na elektrochemickém a spektrofotometrickém detektoru,
které byly nasledn€ porovnévany. Jako pracovni elektroda byla zvolena BDDE, na které¢
mohl byt diky jejimu Sirokému potencidlovému oknu v anodické oblasti detegovan

cholesterol.

V prvni ¢asti této prace byla provedena optimalizace metody stanoveni — mnozstvi
vody v mobilni fazi a detekéni potencial elektrochemické detekce. Bylo zjisténo, zZe
pokud se v mobilni fazi zvySuje procentualni zastoupeni vody (oproti acetonitrilu),
zvySuje se retencni faktor vSech studovanych latek a v rozsahu obsahli vody (0-10 %)

jsou analyty separovany az na zakladni linii.

Na zéklad¢€ hydrodynamickych voltamogrami, které byly zaznamenany pro obsah
vody 0-10 % v MF, byl jako optimalni detekéni potencidl zvolen + 1,8 V. Pfi vysSich
procentech vody v MF byly sice nejvétsi odezvy ziskany pii+ 1,9 a+ 2,0 V, ale byly take
zaznamenany mnohem vyssi proudy pozadi zapti¢inéné anodickym rozkladem vody na

hydroxylovy radikal na BDDE.

Ve druha ¢asti této prace byla namétena koncentracni zavislost v§ech studovanych
latek pro elektrochemicky detektor pii optimalnim detekénim potencialu + 1,8 V
a spektrofotometricky detektor o vlnovy délkach detekce 200 a 270 nm
v prostiedi mobilni faze o slozeni 50 mmol 1™ chloristan sodny v acetonitrilu ve smési
s vodou (95:5, v/v). Oba typy spektrofotometrické¢ detekce mély niz8i hodnoty LOD
oproti elektrochemické detekci. V piipadé cholekalciferolu (LOD = 0,6 umol 1)
a 7-dehydrocholesterolu (LOD = 1,4 pumol I'!) pro elektrochemickou detekci byly
hodnoty vyssi, nez je potfeba pro spolehlivou kvantifikaci téchto latek v plodové vodé
nebo krevni plazmé. Cholesterol dosahoval hodnoty LOD 2.3 pmol 17!, coz vzhledem

k jeho vysokym koncentracim ve vyse uvedenych biologickych vzorcich postacuje. Totéz
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plati pro spektrofotometrickou detekci cholesterolu (LOD = 0,4 umol I"!). Pro
spolehlivou kvantifikaci 7-dehydrocholesterolu pacientti trpicich SLOS jsou diky
vysokym koncentracim hodnoty LOD dostatecné pro oba typy detekce jak
elektrochemickou (LOD = 1,4 pmol I7!), tak spektrofotometrickou (1,0 pmol I7! pii
200 nm a 0,3 pmol 1! p#i 270 nm).

Ve tieti Casti této prace byla ovéfena moznosti simultanniho stanoveni vSech
studovanych latek v modelovém roztoku umélého séra a biologického vzorku plodové
vody po ptfedchozi extrakci metodou Bligh-Dyera. Vytézek extrakce byl kolem 90 % pro
cholesterol a 70 % pro 7-dehydrocholesterol a cholekalciferol. Byl pfipraven roztok
umélého séra o zndmé pridané koncentraci analyt. Nalezené koncentrace
cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu byly mensi nez pridané koncentrace pro oba
typy detekce. Pfidand koncentrace cholesterolu pii spektrofotometrické detekci

odpovidala nalezené, pii elektrochemické detekci byla nalezend o néco vyssi.

Z chromatogramti vzorkd plodové vody je ocividné, ze spektrofotometricka
detekce zaznamenava odezvy mnoha latek nachazejici se v biologickém vzorku, které by
mohly potenciondlné interferovat s analyty. Elektrochemickd detekce je tedy vice
selektivni, a 1 pfes vyssi limity detekce mtize byt pro jiné analyty vyhodnéjsi. Kvili ptilis
nizkym koncentracim cholekalciferolu a 7-dehydrocholesterolu nebylo mozné tyto latky
v plodové vod¢ stanovit. Cholesterol, ktery se v plodové vodé pfirozené vyskytuje ve
vyssich koncentracich, se nachazel v plodové vodé o koncentraci 46,8 umol I pii

elektrochemické detekci a o koncentraci 40,7 pmol 1! pii spektrofotometrické detekci.

Tato prace ukazala moZnost elektrochemické a spektrofotometrické detekce
cholesterolu, 7-dehydrocholesterolu a cholekalciferolu pro analyzu séra a plodové vody
po HPLC separaci. V dal$im vyhledu bude nutna optimalizace extrakéniho kroku pro

vy$si vytézek a ziskani spravnych vysledkd.
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