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Anotace

Tato prace se vreSerSni Casti zabyva poznanim bilirubinu, jeho metabolismem
v lidském téle a vlastnostmi potfebnymi pii jeho stanoveni metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Je zde shrnuta i jeho podobnost s fykobiliny, diky které
by mohly byt jeho nepolarni estery vyuzity k ptipravé umélych svétlosbérnych antén.

Experimentalni cast prace zahrnuje upravu vhodné mobilni faze pro stanoveni

bilirubinu a nasledné jeho estert, které byly syntetizovany Fisherovou esterifikaci.

This work describes present knowledge of bilirubin, its metabolism in human body
and attributes necessary to its determination by high performance liquid chromatography
(HPLC). Its similarity with phycobilins is summarized. Bilirubin nonpolar esters could be
used to prepare self-assembling light-harvesting antennas.

The experimental part involves modification of a mobile phase for HPLC

determination of bilirubin and its esters, which were synthesized by Fisher esterification.
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1 Uvod

1.1 Bilirubin — struktura a metabolismus

Bilirubin je zluCové barvivo tvoiené linearnim tetrapyrolem o molekulové hmotnosti
584,67 g/mol. Vytvaii nejcastéji roztoky zlutého ¢i oranzového odstinu, s absorbci v oblasti
400 — 490 nm a absorpénim maximem pii 450 nm. Pfi excitaci ultrafialovym svétlem ma
bilirubin ¢ervenou fluorescenci. Bilirubin je odpadnim produktem nejen lidského
metabolismu, ale nachazi se u v§ech placentalnich zivocichu (1,2,4).

V retikuloendotelovém systému sleziny a jater dochazi k vychytdvani starych
¢ervenych krvinek (erytrocytd). Z nich se uvolni hemoglobin a ten je nasledné rozstépen na
hem a globin. Globin je zafazen do bilkovinného fondu. Katabolismus hemu zacina
otevienim kruhu mezi pyroly, coz je zplisobeno oxidaci enzymem hemoxigenazou a
uvolnénim Zeleza vznika zeleny biliverdin. Dale biliverdinreduktaza redukuje biliverdinovy
prostiedni methinovy mustek za vzniku hnédocerveného bilirubinu, znazornéného na Obr. 1

(2,3,4).

COOH HOOC

Obrazek 1: Pfirozené se v téle vyskytujici bilirubin (izomer IXa)

Cely metabolismus vzniku i vylucovani bilirubinu v téle je udrzovan v rovnovaze. Pii
naruSeni a tedy nadmérném hromadéni bilirubinu v plazmé dochazi ke stavu zvaném
hyperbilirubinémie, ktera mtze byt zplisobena zablokovanim odtoku Zluc¢i napt. zlucovym

kamenem nebo poskozenim jaternich buné€k, dochazi kni i pfi nadmémém rozpadu
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¢ervenych krvinek, kdy jaterni buniky nesta¢i v§echen uvolnény bilirubin zpracovat. Navenek

se tento stav projevi zloutenkou (3,5).

1.1.1 Rozpustnost

Jelikoz bilirubin dostavajici se do plazmy je nekonjugovany a nerozpustny ve vodé pfi
fyziologickém pH, je pfenasen sérovym albuminem, ktery ho solubilizuje navazanim na n¢j
pomoci iontovych vazeb. Jeho nerozpustnost ve vodé je dana jeho strukturou v prostoru —
(Z2)-konformace, ktera je stabilizovana vodikovymi mistky mezi dusiky pyrolu
a propionatovymi zbytky. Toto uspotfadani je shodné s jeho prekurzorem — izomerem IX
protoporfyrinu, ktery se nachazi v hemu. Tyto konformacni zmény zablokuji expozici
polarnich skupin molekuly vodnému prostiedi, coZ vysvétluje jeho hydrofobicitu. Vyhovuji
mu ale organicka ¢inidla stfedni polarity jako je napf. chloroform, jak je vidét v Tab. 1

(1,2,3,5). Bilirubin ma zna¢nou rozpustnost i v dimetylsulfoxidu.

Tabulka 1: Rozpustnost bilirubinu v riznych rozpoustédlech (6)

Rozpoustédlo Rozpustnost [uM] [ Rozpoustédlo Rozpustnost [uM]
n-Hexan 0 Metanol 0
Cyklohexan 0 Etanol 0
n-Heptan 0 1-propanol 0
Parafin - kapalina 0 2-propanol 0
Benzen 22 1-butanol 0
Toluen 50 1-pentanol 0
Xylen 45 Cyklohexanol 0
Pyrol 150 Eter 1
Pyridin 580 2-methoxyetanol 15
Dichlormetan 1800 Aceton 10
Chloroform 2500 Etyl(metyl)keton 22
Tetrachlormethan 40 Propyl(metyl)keton 25
Formamid 2300 Isobutyl(metyl)keton 15
N,N - Dimetylformamid 800 Diisobutylketon 8
Dimetylsulfoxid >10000 Etylacetat 9
Voda-kyselé pH 0 Olivovy olej 1,3
Voda-zasadité pH >10000

Slouceniny vazané na albumin, jako je i bilirubin, nejsou filtrovany ledvinami, ale
jatry sekretovany do Zluce. V membrané jaterni bunky dochdzi k pferuSeni vazby na

albumin, aktivnimu pifenosu do bunky a naslednému navazani na ligandiny, specifické
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proteiny. Pro zvySeni jeho polarity je konjugovan s kyselinou glukuronovou za vzniku
mono- a diglukuronidu. Tato forma je rozpustna ve vod¢ a dostava se dale do Zlucovodd,
dvanactniku a nakonec do tlustého stfeva, kde stievni bakterie bilirubin redukuji na

urobilinogeny vylucované stolici (3,5).

1.1.2 l1zomery

Izomery jsou latky, které maji stejny sumarni vzorec, ale riznou strukturu. Dochazi
K izomeriim konstituénim — zména v uhlikovém fetézci, rozdilna funkéni skupina ¢i jeji
poloha a dale ke stereoizomerii — stejné poradi atomd, ale odliSné prostorové usporadani. Do
této skupiny patii enantiomery — neztotoznitelné zrcadlové obrazy, diastereomery — latky
neztotoznitelné ani zrcadlové, cis (Z) a trans (E) izomery — latky se substituenty na stejné ¢i
opacéné stran¢ dvojné vazby nebo kruhu (7).

V téle se prirozené vyskytuje (ZZ)-bilirubin, ktery je citlivy na svétlo a podléha
stereoizomerii, naptiklad ptisobenim ultrafialového zafeni pii fototerapii novorozencu (2,8).
Fotoizomery bilirubinu se od sebe odlisuji konformaci — ZE, EE, EZ jak je znazornéno na

Obr. 2, vznikem nového kruhu a rozdilnou absorbanci (9).
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Obrazek 2: Bilirubin a jeho fotoizomery (9)



Konstitu¢nimi izomery bilirubinu jsou [Xa, IXB, IXy a IXd. V plazmé je nejCastéjsim
[Xa a ostatni jsou pfitomné jen v nepatrném mnozstvi. Naopak bilirubin IXp je ve znatelném
mnozstvi piitomen u novorozencl. Dal§im typem konstitu¢nich izomert vzniklych
nahodnym roz$tépenim a opétovnym spojenim tetrapyrolové struktury bilirubinu jsou

izomery Illa, IXo a XIIa (1).

1.1.3 Stanoveni bilirubinu

Stanoveni bilirubinu v lidském téle je dulezité pro klinickou praxi, ale odlisné od
stanoveni v této praci, nebot’ zde byl vyuzit bilirubin ¢isty, nenavazany na zadnou dalsi latku
(pti stanoveni v lidském téle je bilirubin vazany na albumin nebo kyselinu glukuronovou).

V klinické biochemii se setkdvame s diazostanovenim bilirubinu — bilirubin reaguje
s diazo¢inidlem (kyselina sulfanilova v chlorovodiku a roztok dusitanu sodného) za vzniku
azobarviva, u kterého se fotometricky stanovi absorbance, ktera je pfimo imérna koncentraci
bilirubinu. Pfi stanoveni enzymatickymi metodami je bilirubin zménén na biliverdin
umérna poklesu jeho absorbance po enzymatické reakci. U novorozenct pii novorozenecké
zloutence, u kterych je snaha o co nejmens$i odebirani krve se pouziva tzv. transkutdnni
stanoveni — orienta¢ni vySetfeni pomoci ikterometru (fotometr métici reflektanci).

Stanoveni bilirubinu pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) neni
Vv rutinni diagnostice pfili§ vyuzivano (1,3).

Itoh a kol. popsali HPLC metodu pro stanoveni fotoizomeri bilirubinu, které jsou
ovSem vazané na albumin. Metoda pouziva gradient smési acetonitrilu, 0,01 M fosfatového
pufru (pH 5,5) a dimetylformamidu v pomérech 50:300:650 (v/v) do smési stejnych slozek
v poméru 200:150:650, pritok 1 ml.min™ (9).

V piehledu HPLC aplikaci v tradi¢ni ¢inské mediciné byla popsdna metoda pro
stanoveni bilirubinu v substanci Calculus bovis (drcené susené hovézi zluCové kameny
vyuzivané napi. k 1écb¢ hotecnatych stavill), kterd pouzivd jako mobilni fazi metanol,
acetonitril a 2% kyselinu sirovou v poméru 72:25:3, pritok 1 ml.min™ (10). Tato metoda
bude dale nazyvana CHINA.

Jako rychld a Gc¢innd byla oznacena HPLC metoda Spivaka a Yueyho pro stanoveni
bilirubinu a jeho konjugati ve zlu¢i. Vyuziva mobilni fazi ze smési metanolu, octanu

sodného a octanu amonného jako pufru o pH 4,5, pritok 1-2 ml.min™ (11).



1.2 Fykobiliny

Jednim z ukolt svétlosbérnych antén pii fotosyntéze je zachyceni fotond a nasledny
prenos excitace do reakéniho centra fotosyntézy. To mimo jiné zajist'uji i fykobiliny, jedny
z piidavnych fotosyntetickych pigmentu, vyskytujicich se v sinicich a ruduchach. Strukturné
jsou to oteviené tetrapyroly, jejichz uhlikové mustky maji jednu ¢i dvé dvojné vazby.
Navazanim na bilkovinu vytvoii fykobiliproteiny a toto vzajemné puisobeni s bilkovinou ma
za nasledek rozdilné polohy absorp¢nich vrcholli u riznych druhti fykobiliproteint (12).

Fykobiliny, z nichz nejvice fykocyanobilin, jsou strukturné podobné lidskym biliniim —
biliverdinu a bilirubinu (13). Avsak jejich absorpéni maxima pohlcovani svétla jsou rozdilna,
jak je znazornéno na Obr. 3. Ze strukturniho hlediska se bilirubin od fykobilind lisi napf.
pritomnosti dvojné vazby na mustcich mezi pyrolovymi jadry, polohou substituentii (metyly,

etyly, vinyly) na koncovych pyrolovych jadrech a pfitomnosti vodiku na pyrolovych jadrech.
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Obrazek 3: Vlevo absorpéni spektrum fykobilind z ruduchy Porphyridium cruentum (14),

vpravo absorp¢ni spektrum bilirubinu pouzitého v této praci

Diky této podobnosti a absorpcnim vlastnostem by mohly byt estery bilirubinu pouzity
jako modelovy systém pro studium tvorby samoorganizujicich se svétlosbérnych antén,
zaloZzenych na samoagregacnich vlastnostech molekul bakteriochlorofylu ¢ doplnénych
fykobiliny. Ester bilirubinu bude méné polarni nez samotny bilirubin a tato hydrofobicita tak
bude stabilizovat interakce potiebné k usporadani antény, podobné jako jiné nepolarni

slouceniny (lipidy, karotenoidy, chinony) (15).
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Obrazek 4: Vlevo struktura fykocyanobilinu a vpravo bilirubinu-Illa, ktery byl pouzit v

experimentalni casti mé prace

1.3 Esterifikace

Estery se fadi mezi funkéni derivaty karboxylovych kyselin, u kterych doslo k zaméné
atomu vodiku. Hydroxylova skupina karboxylové kyseliny je Spatné¢ odstupujici skupinou,
proto je pii reakcich nutné preménit ji na lépe odstupujici nebo dodat do reakce silnou
kyselinu, ktera protonuje karboxyl a zesili tak jeho vlastnost pfijimat elektron (7).

Z fyzikalniho hlediska maji jednoduché estery niZsi body varu nez jejich vychozi latky
(zde pro srovnani mySleno karboxylové kyseliny) diky absenci vodikovych mustkl
v molekule. Pfitomnymi interakcemi jsou dipol-dipdlova interakce. Estery ale mohou tvofit
vodikové mustky s molekulami vody a proto jsou rozpustné ve vodé, avsak s rostouci délkou
fetézce klesa jejich rozpustnost. SloZitymi estery jsou v piirodé tuky a oleje, tyto latky
samoziejmé ve vode rozpustné nejsou a jejich teploty varu se rozlisuji dle jejich sloZzeni (16).

Obecné lze fici, Ze piiprava esteri je nukleofilni substituci na acylové skuping.
Acylovou skupinou je nazyvana nahrazena hydroxylova skupina na karboxylové kyseling,
bez ohledu na jeji funkéni zménu za vzniku jejiho derivatu. Pokud je nukleofilem alkohol, je
reakce nazyvana alkoholyzou. Mechanismus reakce je dvoustupniovy, kdy dochazi ke vzniku
tetraedrického meziproduktu a jeho nésledné eliminaci za vzniku vysledného produktu.
Nukleofilni substituce je stericky ovlivnénou reakci, tudiz k ni dojde jen na stericky
nebranéném atomu uhliku (17).

Konkrétnéji je nejcastéjsi piiprava ester trojtho zplsobu: substituci soli
karboxylovych kyselin s primarnimi alkylhalogenidy, reakci alkoholt s acylchloridy za

pfitomnosti baze nebo pyridinu neboli alkoholyza — u téchto reakci lze cilené vyuzit
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sterickych vlival pti esterifikaci nebranéné hydroxylové skupiny v pfitomnosti jiné, stericky
branéné. Pyridin a baze zde slouzi k zachyceni uvolnéného chlorovodiku. Posledni metodou
je Fisherova esterifikace — substituce karboxylovych kyselin s piebytkem alkoholu za
katalyzy silné kyseliny (7). O Fisherové esterifikaci bude podrobnéji zminéno v kapitole

Material a metody.

O O
I 5001, |
C —_— C
> G T SRS
R OH R Cl
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0 RIX :
I I I
| I
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omezeno na primarni omezeno na jednoduché obecna
alkylhalogenidy alkoholy metoda

Obrazek 5: Schéma piipravy estert (7)



2 Material a metody

2.1 Chemikalie a jejich pouziti

2.1.1 Bilirubin a jeho modifikace

Bilirubin, ktery byl pouzit pro vS§echny experimenty, pochazi od firmy Sigma-Aldrich
(USA), v cistoté > 98% v praSkovém stavu. Tento bilirubin je smési a-izomeru Il —
absorp¢ni maximum 445-458 nm, 1X — 453-455 nm a XIIl — 449-453 nm. Po celou dobu byl
uchovéavan ve zmraZzeném stavu, ve tmeé, V mraznicce pfi teploté -20°C. Pro kazdou praci
bylo 5,0 mg bilirubinu rozpusténo v1 ml dimetylsulfoxidu (DMSO). Koncentrace 5,0
mg.ml™ se blizi koncentraci nasyceného roztoku (molarni koncentrace 0,0086 mol.I™"). Po
dobu prace byl bilirubin i reakéni smési chranény pied svétlem, experimenty probihaly pfi
laboratorni teplot¢.

DMSO byl pouzit od firmy Sigma-Aldrich (USA) v Cistot¢ > 99,9%. Vysoka

rozpustnost bilirubinu v tomto aprotickém bipolarnim rozpoustédle je znazornéna v Tab. 1
(18).

2.1.2 Pufry

Vsechny pufry pouzité v této praci byly pfipraveny z redestilované vody a nasledné
zfiltrovany pomoci vodni vyvévy a filtru nasaditelného na hrdlo lahve od firmy Nalgene
(USA), objem 500 ml, velikost poru 0,22 um. VSechny pouzité chemikalie na ptipravu pufri
pochazely od firmy Lach-Ner s.r.o. (Ceska republika). Tyto pufry byly miseny s metanolem
Vv pomérech metanol:pufr 99:1, 90:10 a 70:30 ke zjisSténi stability (rozpustnost ¢i srazlivost)
bilirubinu. SloZeni jednotlivych pufri je shrnuto v Tab. 2. Pufry byly zvoleny dle
pozadované hodnoty pH a jejich ptiprava nasledné probéhla podle tdaji v tabulkach (19).



Tabulka 2: SloZeni pufrt

Nazev Molarita Objem [ml]
KCl 0,2 25
pH 2 HCl 0,2 6,5
4 CH3COOH 0,1 2541
P CH5COONa 0,1 4,59
NaH2PO4'2H20 0,2 200
PH 5,5 Na,HPO,-12 H,0 0,2 16
KH,PO, 0,1 25
PH6 NaOH 01 28
KH,PO, 0,1 20
pH 8 NaOH 0,1 16,36
NaHCO; 0,05 25
pH 10 NaOH 0,05 5,35

2.2 Fisherova esterifikace

Tato metoda byla zvolena vzhledem k jejimu nejcastéjSimu vyuziti pii pfipravé estert
a dobrym vytézkim. Reakce je kysele katalyzovana nukleofilni acylova substituce.
Karboxylova kyselina zvysi svoji reaktivitu pfidanim vhodné silné kyseliny, zde byla
pouzita kyselina sirova. Ta protonuje atom kysliku karboxylové skupiny, ktery se tim stane
vice pozitivni vzhledem Kk jeho naboji. Tim je zvySena elektronakceptorni vlastnost
karboxylu, tedy aktivita vii¢i ataku nukleofilu. Nukleofilem je zde alkohol a po jeho ataku
dochazi k vytvofeni tetraedrického meziproduktu, na némz se piesune proton z jednoho
atomu kysliku na druhy za vzniku druhého tetraedrického meziproduktu, na kterém se
hydroxylova skupina timto zménila na dobie odstupujici. Poslednim krokem je deprotonace
a odstépeni vody za regenerace kyselého katalyzatoru a vzniku esteru (7). Cely mechanismus

reakce je shrnut na Obr. 6.
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Obrazek 6: Schéma mechanismu Fisherovy esterifikace (20)

Tento mechanismus byl dokazéan izotopovym oznacenim 20, jelikoZ vznika molekula
vody, ktera neobsahuje atom kysliku z alkoholu, nybrz z karboxylové kyseliny. Dochazi tedy
ke $tépeni vazby CO-OH a ne COO-H v karboxylové skuping a zaroveil vazby RO-H a ne R-
OH v alkoholu jak by se na prvni pohled mohlo zdat (7).

Vznikla voda jako produkt ¢asto zptisobi zpétny chod reakce, tudiz byva reakéni smés
susena, ¢i destilovana za i¢elem odstranéni vody a zvyseni vytézku esteru (7).

V této praci byl karboxylovou kyselinou bilirubin, ktery byl esterifikovan metanolem,
butan-1-olem a heptan-1-olem. K 1 ml nasyceného roztoku bilirubinu byl pfidan nadbytek
alkoholu (2 ml) a kyselina sirova tak, aby jeji vyslednd koncentrace byla 2%. Smés byla po
celou dobu reakce chranéna pted svétlem a ponechana pii laboratorni teploté. Doba reakce
byla dle pokynii Skolitele s metanolem 2 hodiny, s butan-1-olem 3 hodiny a s heptan-1-olem
5 hodin. Po uplynuti reakéni doby byla smés centrifugovana po dobu 4 minut pii 10 000
ot.min™. Vzorek byl natedén jako pro standardni stanoveni bilirubinu (20krét) a automaticky
nastfiknut pomoci autosampleru do HPLC systému. Nasttikovany objem 50 pl, byl predem
stanoven jako optimalni podle absorbance produktti ve vyslednych chromatogramech.

Mezi alkoholy pouzité k esterifikaci bilirubinu patii: metanol LC-MS v ¢istoté
99,95%, ktery byl od firmy Biosolve Chimie SARL (Francie), butan-1-0l 99,5% a heptan-1-
ol 98%, oba pochazi od Sigma-Aldrich (USA).
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2.3 HPLC

Pro vSechna meéfeni byla vyuzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Tato chromatografie je analytickd separacni metoda, kterd pouziva déleni mezi
dvéma fazemi. Pohybliva neboli mobilni faze unasi vzorek pies kolonu a je ji vtomto
piipadé kapalina. Nepohybliva staciondrni faze je umisténa v koloné€. Pti styku téchto dvou
fazi a vzorku dojde k vzajemnym interakcim, nejprve se utvori zéna vsech slozek vzorku na
kolon¢, déale dojde ksamotné separaci a po vystupu zkolony je zaznamenan na
chromatogramu eluéni pik pro kazdou slozku vzorku. Cas, po ktery oddélujici se slozky

vzorku, ztstavaji v koloné, zavisi na velikosti a ¢etnosti interakci (21,22).

nastiik

zasobnik  Cerpadlo detektor zasobnik
mobilni faze odpadu zpracovani dat

Obrazek 7: Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie

Metoda probiha tak, jak je znazornéno na Obr. 7 — mobilni faze je vedena ze zasobniku
ptfes Cerpadlo, nasledné kolonu, pfed kterou mize byt umisténa predklonka pro ochranu
samotné kolony, do detektoru pfipojeného k zapisovacimu zatizeni — dnes uz nejCastéji
pocitaci a nakonec do zasobniku odpadu (21).

Pulzujici pistové (popiipadé membranové) cerpadlo zajiStuje stabilni pritok za
vysokého tlaku, v této praci u metod s korekci pH mobilni faze okolo 1000 psi (68
atmosfér), u CHINA metody 400 PSI.

Vzorek se na kolonu nastiikuje rucné nebo s pomoci automatického podavace vzorki
(autosampleru), ktery se pouziva zejména pii analyzach velkého mnozstvi vzorki. PouZivané
stacionarni faze jsou polarni (tzv. normalni faze) nebo nepolarni (tzv. reverzni faze). Na
normalni fazi nejprve vytékaji nepolarni latky, nasledovany latkami s narlstajici polaritou,
na reverzni fazi je tomu obracené. Mobilni faze se pouziva bud’ jen jedna (tzv. isokraticka
eluce) nebo se pouzivéa vice mobilnich fazi, které jsou v ¢erpadle michany a jejich pomér se
Vv pribéhu chromatografie méni (tzv. gradientova eluce). Podle charakteru analyzovanych
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latek se vybiraji mobilni faze vice ¢i méné polarni, v ptipadé¢ gradientové eluce pak jde
obvykle o prechod z relativné nepolarniho rozpoustédla do relativné polarniho (u normalni
faze) a naopak (u reverzni faze).

Pro detekci frakei se pouzivd obvykle méfeni absorpce svétla ¢i fluorescence
vytékajiciho eluentu. Diive pouzivané jednokandlové detektory byly nahrazeny
mnohokandlovou detekci, kterd soucasné¢ s chromatogramem (zaznam absorpce na jedné
vlnové délce v zévislosti na Case) zaznamena absorpcni spektrum eluentu, coz znacné
usnadnuje identifikaci frakei.

Pro tuto praci bylo vyuzito syst¢ému HPLC Waters 600 s mnohokanalovym diodovym
detektorem a autosamplerem Waters 2707. Pouzita kolona byla Agilent Zorbax SB-C18: 4,6
mm x 150 mm, Sum, vyuzivajici efektu reverzni faze k dé€leni polarnich latek. Jako sorbent
slouzi silikagel na némz jsou navazany oktadecylové fetézce (23). Velikost nastiiku se
pohybovala od 5 ul do 50 pl. Priitok byl u kazdé metody 1 ml.min™. Data byla zpracovéana
softwarem Millennium 31, chromatogramy exportovany pii vinové délce 450 nm a upraveny
jako grafy v programu Microsoft Office Excel 2007.

Jako mobilni faze byla pouzita smés — metanol-acetonitril-2% kyselina octova 72:25:3
(10), ktera byla oznacena jako metoda CHINA. Acetonitril i kyselina octova pochéazely od
firmy Lach-Ner s.r.o. (Ceska republika).

V praci byl déle pouzity systém mobilnich fazi, zaloZeny na smési metanolu a pufrd o

rizném pH ke zji$téni optimalni hodnoty pH pro eluci bilirubinu z kolony.
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3 Vysledky

3.1 HPLC - zakladni metody

K dalsi praci bylo nutné vybrat vhodnou mobilni fazi pro HPLC. Inspiraci byla
CHINA metoda se slozenim metanol-acetonitril-2% kyselina octova 72:25:3 (10). Avsak
vysledny chromatogram pro estery bilirubinu se zdal pon¢kud nesrozumitelny, coz je patrné
z Obr. 8.

V dal§im kroku byla testovana pouzitelnost metody pro geometrické a strukturni
fotoizomery bilirubinu (9). Bylo rozhodnuto upravit hodnotu pH mobilni faze této metody
zalozené na smési metanolu v poméru metanol:pufr 70:30 na pH 5,5. Ani tato metoda se
nejevila jako vhodna.

U obou metod dochazelo k setrvavani vzorku na koloné (nasledné vyplachnuti bylo
velice Casové ndrocné), k ucpavani jehly autosampleru a po kazdém néstiiku musel byt
vymeénén filtr ptedkolonky HPLC, diky velké usazenin€ vzorku. Pfi uziti niz8i koncentrace
bilirubinu (3 mg.ml™) nebyly patrné pozitivni zmény tykajici se piedchoziho vyétu
problémi. VSechny mobilni faze byly pted kazdym pouZitim v HPLC dikladné

odvzdusnény pomoci vodni vyvévy.

0,30

0,25 A

Absorbance
A= =] A=)
[ [ X
[o] (%3] (o]

=
!
1

0,00 - =
0 5 10 15 20

Retedni tas [min]

Obrazek 8: Stanoveni bilirubinu a jeho estert CHINA metodou, velikost néstiiku 10pul

Ptesto bylo rozhodnuto setrvat u metanolu jako vychozi slozky pro mobilni fazi a byla
provedena jeji modifikace pomoci pufri se vzristajicim pH. Nejprve byly pfidany
k samotnému nasycenému roztoku bilirubinu a dale miseny s metanolem v pomérech
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metanol:pufr 99:1, 90:10 a 70:30. Timto byla vyzkouSena stabilita (rozpustnost) bilirubinu

V budouci mobilni fazi.

3.2 Metoda stanoveni bilirubinu

3.2.1 Rozpustnost bilirubinu v pufrech

Byla vytvofena tada pufri se vzristajicim pH a nasledné byly pfidany K nasycenému
roztoku bilirubinu v DMSO v poméru 1:1. ZTab. 3 i Obr. 9 je patrné, ze ke srazeni
bilirubinu dojde az do pH 6 (v ptvodnim roztoku je bilirubin rozpustén — byl pouzit roztok o
koncentraci 5mg.ml™, ktera se blizi koncentraci nasyceného roztoku). P¥i pH 8 doglo sice
k mirnému zakaleni, ale po centrifugaci byl roztok zhodnocen jako bez sedimentu — tedy bez

srazeniny.

Tabulka 3: Srazlivost nasyceného roztoku bilirubinu s pufry o rizném pH v poméru 1:1

Pufr pH 2 pH 4 pH 6 pH8 pH 10

Srazenina ano ano ano ano/ne ne

Obrazek 9: Srazlivost nasyceného roztoku bilirubinu, zleva pH 2, 4, 6, 8, 10
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3.2.2 Rozpustnost bilirubinu — mobilni faze

Dale byl smichan metanol s pufry v poméru metanol:pufr 99:1, 90:10 a 70:30. A tato
smés byla poté pfiddna k nasycenému roztoku bilirubinu v poméru 1:1. Opét byla
pozorovana srazlivost. Vysledky vyplyvaji z Obr. 10, 11, 12 a jsou zaznamenany v Tab. 4.
Jako nejoptimalnéjsi pomér — neovliviujici rozpustnost se jevil roztok metanolu s pufrem
v poméru 70:30 pii pH 8 a 10. JelikoZ pouzita kolona nemuze byt pouZita pti vys§im pH nez
pH 8 (23), byla vybrana jako vhodna mobilni faze smés metanolu s pufrem o pH 8 v poméru

70:30. Nizsi pomér metanolu s pufrem (napf. 50:50) byl zamitnut, vzhledem k mirnému

zakaleni roztoku pfi smiSeni ¢istého pufru o pH 8 s nasycenym roztokem bilirubinu.

Obrazek 10: Srazlivost nasyceného roztoku Obréazek 11: Srazlivost nasyceného roztoku

bilirubinu ve smési metanolu s pufrem bilirubinu ve smési metanolu s pufrem

(99:1) v poméru 1:1, zlevapH 2, 4, 6,8, 10  (90:10) v poméru 1:1, zleva pH 2, 4, 6, 8,
10

Obrazek 12: Srazlivost nasyceného roztoku bilirubinu ve smési metanolu s pufrem (70:30)
v poméru 1:1, zlevapH 2, 4, 6, 8, 10
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Tabulka 4: Srazlivost nasyceného roztoku bilirubinu ve smési metanolu a pufru v poméru

1:1

Pufr pH 2 pH 4 pH 6 pH 8 pH 10
Metanol 99 % ano ano ano ano ano
Metanol 90 % ano ano ano ano ne
Metanol 70 % ano ano ano ne ne

Mobilni faze zvolena pro metodu stanoveni bilirubinu byla také pouzita Kk promyvani
nastiikové jehly autosampleru. Od vyrobce zde byl nastaven metanol, ale jelikoZ bilirubin
vV metanolu rozpustny neni (Tab. 1), dochazelo ke sraZzeni bilirubinu pfi styku s metanolem

Vv néstiikové jehle a jejimu ucpavani.

3.2.3 Velikost nastriku

Pied nastiikem vzorku do systtmu HPLC byl bilirubin 20krat nafedén — 50 pl
nasycen¢ho roztoku bilirubinu bylo pfiddno k 950 pl mobilni faze. Pro stanoveni
optimalniho objemu nastiiku bylo otestovano nékolik riznych nastfikovacich objemt — 5, 10
a 20 pl (Obr. 13). Piesto, ze byl vzorek pfed nastiikem fedén, diky vysoké absorbanci
bilirubinu jsou pii vysSich objemech tyto hodnoty saturujici pro HPLC detektor. Optimalni
velikost nastfiku pro HPLC byla nésledné zvolena podle vyslednych chromatogrami 5 pl.
Tento objem mél vyhovujici absorbanci v ramci dynamického rozsahu detektoru, takze
nedochazelo ke zkresleni velikosti plochy pod pikem. Jako mobilni fadze byla pouzita smés

metanol:pufr 70:30, pH 8.
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Obrazek 13: Velikost nastiiku 20krat ziedéného nasyceného roztoku bilirubinu o objemu 5,

10, 20 uL

3.3 Esterifikace bilirubinu

3.3.1 Vliv alkohola

Zaznamy chromatogrami s jednotlivymi alkoholy zachycuje Obr. 14, na kterém je
vidét posun pikll jednotlivych esteri Vzavislosti na jejich délce. Na kazdém
z chromatogrami je nejprve ve 2,5 minuté bilirubin a poté estery. V piipadé metanolu
(chromatogram A) se objevily dva majoritni produkty reakce v 8. a 10,5 minuté, kazdy
Z nich je navic zdvojeny ¢i ztrojeny. Chromatogram obsahuje i nékolik mensich pika v 3. 4.
a 6. minuté. Situace u butan-1-olu a heptan-1-olu byla prehledné&jsi — vétsina produktt tvoti
jeden pik. U butan-1-olu (chromatogram B) je novy pik ve 3,5 a 6,5 minuté. Je vsak vidét, ze
smés obsahuje dva chemicky blizké produkty — pik v chromatogramu ma dva vrcholy. U
V 9. minut¢.

Chromatogramy jsou fazeny sestupné vzhledem k délce pouzitého esteru pii reakci,
tudiz v pofadi: A — metanol, B — butan-1-ol a C — heptan-1-ol. VSechny nové piky maji
absorp¢ni spektrum bilirubinu.
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Obrazek 14: Chromatogramy reak¢ni smési po esterifikaéni reakci bilirubinu s alkoholy, ¢ast

A s metanolem, B s butan-1-olem a C s heptan-1-olem

3.3.2 Stabilita esteru

Zavérem prace bylo srovnani stability esterti v reakéni smési na Case. Vzorek byl
uchovavan v mraznice pii teplot¢ -20°C po dobu jednoho tydne. Jelikoz byl vytézek
esterifikace s metanolem vzhledem k absorbanci maly, nebyl zahrnut do této ¢asti prace. U
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esterifikace s butan-1-olem (Obr. 15) doslo po prodlouzeni reak¢ni doby na 4 hodiny ke
sniZzeni vytézku esteru o 14 % a po tydnu o 54 %. U samotného bilirubinu doslo ke snizeni
po 4 hodinach o 15 %, tedy podobné jako u esteru ale po tydnu jen o 38 %.

S heptan-1-olem (Obr. 16) doslo po tydnu ke snizeni vytézku esteru o 20 % a pro

srovnani u bilirubinu o 35 %. Tento ester ma tedy vé&tsi stabilitu.

Absorbance

Retecni tas [min]

Obrazek 15: Stabilita esterd v reak¢éni smési s butan-1-olem, ¢ervena — Cerstvy vzorek,
zelena — 4 hodiny, modra — 1 tyden

Absorbance
[*]
1

L o

0 2 4 & b3 10 1z 14

Retentni tas [min]

Obrazek 16: Stabilita esterti v reak¢ni smési s heptan-1-olem, modra — Cerstvy vzorek, zelena
— 1 tyden
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4 Diskuze a zavér

Vyvinutd metoda déli bilirubin a jeho izomery, jelikoz vSak bilirubin vytékd jen
minutu po startu, bylo by vhodné tuto metodu jesté dale upravit. Toto bylo jiz ale nad ¢asovy
ramec této prace. Zpétné se ukazalo, Ze zaCit s metanolem jako mobilni fazi nebylo
nejlepsim rozhodnutim 1 pies zdanliveé uspokojivé vysledky. Mozna by bylo vhodnéjsi zvolit
dimetylsulfoxid, u kterého je ale oproti metanolu zna¢ny finan¢ni rozdil nebo dichlormetan,
ve kterém ma bilirubin také dobrou rozpustnost (Tab. 1). Dalsim vhodnym krokem by mohlo
byt vyvinuti gradientové metody, protoze pouzitd isokratickd metoda kromé brzké eluce
bilirubinu trpi pomérné velkym prodluzovanim eluénich ¢asti produkti esterifikace.

Pro esterifikaci je kli€ovéa pfitomnost vody, kterd pokud je ponechévana v reakcni
smési reaguje se vzniklym esterem a reakce tedy probiha zpétné. K jejimu odstranéni se
vyuziva destilace, pokud jsou odlisné teploty varu produktd ¢i jeji vysuseni (7). V tomto
ptipadé by bylo vhodnégjsi pouzit vysuseni a to piidavkem vhodného tzv. vysousedla napf.
bezvodého chloridu vépenatého nebo siranu hotecnatého, které by bylo dale odstranéno
zfiltrovanim. Tento fakt vedl k nepfili§ velkym vytézkam reakci.

Samotna esterifikace s metanolem neposkytovala ocekavané vysledky a to diky
malému vytézku (porovnavani velikosti absorbance) a vzniku vice pikti v chromatogramu.
S butan-1-olem a heptan-1-olem uz lze metodu hodnotit jako uspokojivou a dalsi upravy
metody diskutované vyse by mohly mit i lepsi elucni Casy esterti. Dvojité piky vyskytujici se
v chromatogramech mohou byt zpisobeny bud’ piitomnosti monoesteri nebo izomeri
bilirubinu. Jelikoz bilirubin ma dvé karboxylové skupiny, mize tedy dochazet nejprve ke
vzniku monoesteru a az v dal§im kroku diesteru.

V ramci této prace nebylo mozné ovéfit pritomnost esterd pomoci IR spektroskopie,
jelikoz ptitomny IR spektroskop vyuzival suché vzorky a ziskani vysuSenych estert uz bylo
nad rdmec prace. Zaroven by ale mohlo byt dal§im vhodnym tématem k pokracovani.

Dale bylo zvéazeno ovéteni produktii reakce na hmotnostnim spektrometru, bohuzel ale
tato metoda pouziva v reakénich smésich i v mobilni fazi jen latky, které se beze zbytku
odparuji. Pokud by tedy chtéla byt tato metoda vyuzita, v esterifikacni reakci by se dala
nahradit kyselina sirova kyselinou trichloroctovou, také velice silnou kyselinou. A jako
mobilni faze by se dalo uvazovat o chloroformu, ve kterém je bilirubin také znacné

rozpustny. OvSem pievedeni celé mobilni faze bylo opét nad ramec préce.
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