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Seznam pouzitych zkratek

SA6NQ 5-amino-6-nitrochinolin (5-amino-6-nitroquinoline)

o hladina vyznamnosti

A absorbance

A, plocha piku

AdSDPV adsorp¢ni rozpoustéci diferencni pulzni voltametrie
AU, mAU jednotky absorbance

BR Brittontv-Robinsontv pufr

c koncentrace

CAS Chemical Abstracts Service

CFRE(s) uhlikova vlaknova tyCinkova elektroda (Carbon Fiber Rod Electrode(s))
CPE(s) uhlikové pastova elektroda (Carbon Paste Electrode(s))
CvV cyklickd voltametrie

DCV DC (Direct Current) voltametrie

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

Ep pulvlnovy potencial

Ei, pocatecni potencial

E, potencial piku

ED elektrochemicka detekce

FIA pritokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)
GC plynova chromatografie

GC-MS plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
GCE(s) elektroda ze skeln¢ho uhliku (Glassy Carbon Electrode(s))
hy vyska piku

HC heterocyklické uhlovodiky

HCA heterocyklické aminy

HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

IARC International Agency for Research on Cancor

IF impakt faktor

Lim limitni proud

1, proud piku

A vlnova délka

Lp mez detekce (Limit of detection)

MeOH methanol

EtOH ethanol

M. relativni molekulova hmotnost

n pocet méteni

p.a. pro analyzu

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity hydroxoniovych iontl
pK zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty

R korela¢ni koeficient

R koeficient determinace

RP-18 reverzni fze s chemicky vazanym oktadecylsilanem
RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
RSD relativni smérodatnd odchylka

t cas

tacu doba akumulace



uv ultrafialova oblast

v rychlost polarizace
VIS viditelna oblast
Viv objemovy zlomek



ABSTRAKT (CZ)

V ramci této disertacni prace byly studovany elektrochemické vlastnosti novych typt
uhlikovych pastovych elektrod (CPE) a uhlikovych vldknovych tyCinkovych elektrod
(CFRE), které byly soucasné vyuzity pro vyvin vysoce citlivych a selektivnich
voltametrickych a amperometrickych metod pro stanoveni 5-amino-6-nitrochinolinu a trans- a
cis- izomeru resveratrolu.

Uhlikové pastové elektrody byly porovnany z hlediska velikosti mikrokuli¢ek skelného
uhliku obsazenych v pasté (priméry 0,4 — 12 um, 10 — 20 pum, 20 — 50 um) ve srovnani
s uhlikovou pastovou elektrodou z praskového grafitu a elektrodou ze skelného uhliku.
Elektrochemické vlastnosti byly zkoumény s pouzitim hexakyanozeleznatanu draselné¢ho ve
vodném prostiedi a 5-amino-6-nitrochinolinu (SA6NQ) v prostiedi methanol-voda.

Dale byla uhlikova pastova elektroda vyuZzita v amperometrickém detektoru typu wall-
jet zapojeném sériové za spektrometricky detektor k vyvinu nové HPLC metody
s elektrochemickou detekci a spektrofotometrickou detekei pro stanoveni trans-resveratrolu a
cis-resveratrolu ve vzorcich nazek, slupek a listech pohanky tatarské a obecné. Metoda byla
optimalizovédna a vyuzita pro zjiSténi skutecného obsahu resveratrolu ve vzorcich Sesti variet
pohanky obecné a dvou variet pohanky tatarské.

Elektrochemické vlastnosti uhlikovych vldknovych ty¢inkovych elektrod byly
sledovany u elektrod o riznych primérech (0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomoci porovnani
stanoveni vybranych analyti (hexakyanoZeleznatan draselny, 5-amino-6-nitrochinolin) s
vyuzitim voltametrickych metod (DC voltametrie (DCV), diferencni pulzni voltametrie
(DPV), cyklické voltametrie (CV), adsorpcni rozpoustéci diferencni pulzni voltametrie
(AdSDPV)). Praktické pouziti optimalizovanych metod bylo demonstrovano na stanoveni
5A6NQ na CFRE v modelovych vzorcich pitné a rybni¢ni vody.

V posledni ¢asti prace byla vyvinuta nova metoda stanoveni trans-resveratrolu vyuzivajici
voltametrické metody (DCV, DPV, DCV a AdSDPV) a pritokové injekéni analyzy (FIA)

s elektrochemickou detekci na CFRE a tato byla porovnana se stanovenim na CPE a v ptipad¢
FIA 1 se spektrofotometrickou detekci. Prakticka aplikace metod byla testovana na stanoveni

trans-resveratrolu v pastilkach ptipravku Evelor.



ABSTRACT (EN)

This dissertation thesis is focused on the study of electrochemical properties of new
type of carbon paste electrode (CPE) and carbon fiber rod electrode (CFRE), which were used
for the development of new highly sensitive and selective voltammetric and amperometric
methods for the determination of 5-amino-6-nitroquinoline and frans- and cis- isomers of
resveratrol.

The carbon paste electrodes were compared in terms of size of the microparticles of
glassy carbon contained in the paste (diameters 0.4 — 12 um; 10 — 20 um; 20 — 50 um) in
comparison with carbon paste electrode consisting of crystalline graphite and solid glassy
carbon electrode. The electrochemical properties were tested using potassium
hexacyanoferrate in an aqueous supporting electrolyte and 5-amino-6-nitroquinoline
(5A6NQ) in a mixed methanol-water supporting electrolyte.

The carbon paste electrode was further used in an amperometric detector of a wall-jet
type connected in series with a spectrophotometric detector for the development of a new
HPLC method with electrochemical detection and spectrophotometric detection for the
determination of trans-resveratrol and cis-resveratrol in samples of grains, hulls and leaves of
common and tartary buckwheat. The method was optimized and used for the determination of
resveratrol in samples of six varieties of common buckwheat and two varieties of tartary
buckwheat.

The electrochemical properties of carbon fiber rod electrodes were tested for the
electrodes of various diameters (0.8 mm; 2 mm and 3 mm) by comparing the parameters in
the determination of selected analytes (potassium hexacyanoferrate and 5-amino-6-
nitroquinoline) using voltammetric methods (DC voltammetry (DCV), differential pulse
voltammetry (DPV), cyclic voltammetry (CV), adsorptive stripping differential pulse
voltammetry (AdSDPV)). Practical use of optimized methods was demonstrated on the
determination of SA6NQ at CFRE in model samples of drinking and pond water.

In the last part of the thesis, a new method of determination of trans-resveratrol using
voltammetric methods (DCV, DPV and AdSDPV) and flow injection analysis (FIA) with
electrochemical detection at CFRE was developed and this detection was compared with
electrochemical detection at CPE and in case of FIA also with spectrophotometric detection.
Practical applications of the new methods were tested by determination of trans-resveratrol in

Evelor pills.
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Kapitola 1 Uvod

1. UVOD

Tato disertacni prace je predkladédna jako piispévek ke stile vyznamnéj$i oblasti
environmentalni analyzy. Byla vypracovana vramci vyzkumu v UNESCO laboratofi
elektrochemie zivotniho prostfedi v Praze ve snaze proméfit a porovnat elektrochemické
vlastnosti novych typti uhlikovych pastovych a vlaknovych elektrod, které soucasné vyuzit
pro vyvin vysoce citlivych a selektivnich voltmetrickych a amperometrickych metod pro
stanoveni 5-amino-6-nitrochinolinu a obou izomeri resveratrolu (cis- a trans-).

Préace je zaloZena na pripojenych &tyfech védeckych publikacich™, které tvoii soudast
prace jako ptilohy I az IV (Kapitoly 7 az 10). Publikace, které jsou soucasti této disertacni

prace, jsou citovany jako tu¢ny, podtrzeny horni index.

1.1 Stav problematiky

Uhlikové pastové elektrody (CPE) se béZzné pouzivaji v modernich elekroanalytickych
metodach ke stanoveni anorganickych 1 organickych analytii. Mezi vyhody pasty patii snadna
regenerace jejiho povrchu, nizké hodnoty zbytkovych proudi, Sitka potencidlového okna
srovnatelna s pevnymi elektrodami a snadna modifikace pasty’. Meze stanovitelnosti na
nemodifikovanych CPE jsou b&zné 1 x 10°az 1 x 107 mol L™". Moznost vyuziti CPE jako
materidlu elektrochemického detektoru v pratokové injekéni analyze (FIA) nebo
vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC) pfineslo az vyuziti mikrokuli¢ek skelného
uhliku, jejichz pasta napiiklad s mineralnim olejem je piekvapivé stala i1 v prostiedi
acetonitrilu a methanolu’.

Uhlikova vldknova ty€inkova elektroda (CFRE) se fadi mezi kompozitni elektrody.
Mezi vyhody CFRE patii nizké potizovaci naklady, jednoduchd vyroba, dostupnost
nejruznéjsich velikosti 1 tvart. Piestoze se nejedna o zcela novou elektrodu, védeckych ¢lanka

zabyvajicich se jejich elektrochemickymi vlastnostem a pouziti je jen malo”®.

10



Kapitola 1 Uvod

Oba izomery resveratrolu (cis- a tranms-) predstavuji velice zajimavé latky se stale
rostoucim zajmem’'". Resveratrol patfi do skupiny stilbeni a fytoalexinil, ktery lze naleznout
ve velké fad¢ rostlin. Mezi vlastnosti, které jsou divodem takového zdjmu o oba izomery,
patii antioxida¢ni, kardioprotektivni, antikarcinogenni, neuroprotektivni, fungicidni a
hepatoprotektivni ucinky. Resveratrolu je v€novana celd kapitola 2 v této disertacni praci, ve
které jsou rozvedeny vlastnosti, vyskyt i piehled pouzitych metod pro stanoveni.

Druhou latkou, kterou se zabyva tato disertacni prace, je S-amino-6-nitrochinolin
(5A6NQ), ktery patii do skupiny nitro- a aminoderivati heterocyklickych uhlovodikl. Na
rozdil od resveratrolu o SA6NQ neexistuje moc védeckych publikacich. SA6NQ byl pro nasi
praci zajimavy predeviim z hlediska piedeslych zkusenosti'*'? a moznosti jeho vyuziti
k otestovani elektrod i v oblastech katodickych potencialu, kterou resveratrol neumoziuje.

Rovnéz 5SA6NQ je vénovana cela jedna kapitola v této praci (kapitola 3).

1.2 Cil prace

Cilem této prace bylo vyvinuti elektrochemickych metod pfedevs$im pro stanoveni cis- a
trans-resveratrolu na uhlikové pastové elektrodé¢ (CPE) a uhlikové vlaknové tyCinkové
elektrodé¢ (CFRE) a porovnani vlastnosti obou typii pouzitych elektrod. Jelikoz jsou oba
izomery resveratrolu citlivé na svétlo, byl pro testovani elektrochemickych vlastnosti elektrod
pouzit hexakyanoZeleznatan draselny a 5-amino-6-nitrochinolin (SA6NQ), ktery umoziiuje
studium 1 v katodické oblasti potencidlii. Cilem prace bylo porovnat 1 uhlikové pastové
elektrody z hlediska velikosti mikrokuli¢ek skelného uhliku obsazenych v pasté (priméry 0,4
— 12 um, 10 — 20 um, 20 — 50 um). Rovnéz sledovat vlastnosti uhlikové vlaknové ty¢inkové
elektrody o riznych primérech (o primérech 0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomoci porovnani
stanoveni vySe uvedenych analytl (hexakyanoZeleznatan draselny, 5-amino-6-nitrochinolin a
oba izomery resveratrolu) s vyuzitim voltametrickych metod (DC voltametrie (DCV),
diferencni pulzni voltametrie (DPV), cyklické voltametrie (CV), adsorpcéni rozpoustéci
diferen¢ni pulzni voltametrie (AdSDPV)) a pritokové injekéni analyzy (FIA), a to
porovnanim s CPE a spektrofotometrii v UV/VIS oblasti.

Nové vyvinuté voltametrické a amperometrické metody stanoveni cis- a trans-
resveratrolu aplikovat na realné vzorky pohanky obecné a tatarské (stanoveni obsahil

resveratrolu ve vzorcich nazek, slupek a listt) a farmaceuticky piipravek Evelor.
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Kapitola 1 Uvod
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Kapitola 2 Resveratrol

2. RESVERATROL

Jiz dlouhé 1éta je vénovana pozornost nazoru, zZe zvySena konzumace ovoce a zeleniny

muze snizovat riziko vzniku kardiovaskularnich chorob, nékterych typii rakoviny a nékterych
dalsich onemocnéni. Pfedpoklada se, ze je to diky vysokému obsahu antioxidanti (nizev
sloZzen z feckého slova anti — proti a latinského oxidatio — oxidace), tedy latek, které¢ maji
schopnost ochrany bunék pied pisobenim volnych radikalii (napf. reaktivni formy kysliku)'.
Volné radikaly vznikaji z vdechovaného kysliku a rovnéZ v procesu oxidace v organismu.
Chovaji se velice agresivné, v organismech narusuji bunécnou sténu, a pokud se jim to
povede, narusuji dal i vnitini zakladni strukturu buiiky véetné DNA?. Antioxidanty lze dé&lit
na prirozené (piirozené se vyskytujici v ptirod¢€) a syntetické (uméle ptipravené). Mezi G€inné
pfirozené piirodni antioxidanty, jenz jsou soucasti nasi potravy, patii vitamin C, vitamin E, 3-
karoten a velké skupina latek souhrnné oznagovanych jako polyfenoly’.
Doposud bylo identifikovano nékolik tisic fenolickych latek s velkou rozmanitosti struktur,
které obsahuji alesponi jeden aromaticky kruh s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami.
Polyfenoly pifedstavuji jednu z nejbéZnéjSich a nejrozsitenéjSich skupin latek v rostlinach,
jedna se o sekundéarni metabolity rostlin vyskytujici se ve vSech vegetativnich organech,
kvétech 1 plodech. Polyfenoly se klasifikuji do nékolika kategorii: lignany, flavonoidy,
fenolické alkoholy, fenolické kyseliny a stilbeny”.

Stilbeny”® predstavuji malou skupinu fenylpropanoidi charakterizovanou 1,2-
difenylethylenovou skupinou. Samotny nazev pochazi z teckého stilbos — zatici. Stilbeny
existuji jako stereoizomery ve formé (E)-stilbenu (frans-stilben) a (Z)-stilbenu (cis-stilben),
jehoz konjugace je stericky branéna, a tento izomer je méné¢ stabilni. NejzndméjSim a nejvice
studovanym stilbenem je pravé resveratrol. Dalsim stilbenem je piceatannol”'’ (zrans-
3,37,4,5 -tetrahydroxystilben) bézné¢ se vyskytujici v cukrové titiné, bobulovych plodech
(slupka hrozntl) a ofiScich, vykazuje antikarcinogenni a kardioprotektivni vlastnosti. Studie

prokazaly, Zze se jednd o jeden z metaboliti resveratrolu vznikajicich pomoci enzymu
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Kapitola 2 Resveratrol

cytochromu P450. V nékolika druzich borovice (pfevazné v jadrovém dievé a plisnémi
napadeném jehli¢i) a eukalyptu byl nalezen pinosylvin'' (trans-3",5 -dihydroxystilben), ktery
ma antibakterialni, antifungicidni, estrogenni a potencidlni antikarcinogenni efekt. V extraktu
kotene asijské rostliny rhenum undulantum (revenn kadefava), jenz je soucasti tradicni
mediciny v Koreji, Japonsku a Cing, byl identifikovan rhaponticin, ktery je glykosylovany

stilben rhapontigenin’'

(3,3",5-trihydroxy-4""-methoxystilben). Rhapontigennin inhibuje
uvoliovani histaminu z Zirnych bunck (lé€ba alergii), rovnéZ ma protizdnétlive,
antikarcinogenni a kardioprotektivni ucinky. VétSina dosud znamych sloucenin prokazuje
potencialni kardioprotektivni, protizanétlivy a chemopreventivni efekt. Dal§imi zndmymi
stilbeny jsou pterostilben (vyskytujici se v vinnych hroznech, borivkach, brusnici

1314 astringin'® (vinnych hroznech), glykosid resveratrolu piceid'® (vinnych

tyCinkovité)
hroznech, chmelu, cokolad€), dehydrooligomery resveratrolu e-viniferin a 8-viniferin'’
(vinnych hroznech), amurensin'® (révé amurské), a dalsi.

Resveratrol (3,5,4 -trihydroxystilben, Obr. 2.1, jméno sloZené z latinskych slov res —
pochazejici z, ,veratr od veratrum — Cemefice a koncovka ,,0l“ naznacuje pfitomnost
alkoholovych skupin) byl poprvé izolovéan z kotfent Cemetice bilé (Veratrum grandiflorum)
vroce 1940", nasledng ze susenych kofent kiidlatky japonské (Polygonum cuspidatum)
v roce 1963%°. Sugené koteny kiidlatky japonské byly vyuZivany v tradi¢ni ¢inské a japonské
mediciné pod nazvem ,Ko-jo-kon*“k Ié€bé zanéti kize, kvasinkovych infekci, poruch
metabolismu tukii a onemocnéni srdce. Vroce 1976 byl resveratrol nalezen v listech a
slupkach hroznového vina (Vitis vinifera L.)*'. Od 90. letech 20. stoleti vzrastal zajem o jeho
vyskyt a vlastnosti, v disledku epidemiologickych studii*** prokazujicich vztah mezi
konzumaci cerveného vina a srde€nimi onemocnénimi, vysvétlujici tzv. ,Francouzsky
Francie, navzdory vysoké spotieb¢ tuk).

Resveratrol, tak jak je charakteristické pro stilbeny, existuje ve dvou izomernich
formach trans-resveratrolu a cis-resveratrolu. Trans-izomer je stabilnéjsi forma, izomerizace
trans- na cis-formu probihd UV zéafenim a vysokymi hodnotami pH, obraceny ptechod
izomerl z cis- na trans-formu probihd pusobenim svétla ve viditelné oblasti, vysokymi
teplotami nebo nizkymi hodnotami pH®. V rostlinném materialu se obvykle vyskytuje smés
obou izomertl, ale mnozstvi trans-resveratrolu obvykle prevazuje. Komeréné dostupny je
pouze trans-resveratrol, cis-resveratrol je ¢astecn€ mozné z frans-formy pfipravit ozafenim

’ v ’ v v . o2
dennim svétlem, ale vysledkem bude vzdy smés obou izomerd”'.
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Resveratrol patii do skupiny fytoalexinti (ndzev slozen z feckych slov phuto — rostlina a
alexein — chranit), coz jsou sekundarni metabolity rostlin, které se tvoii jako odpovéd’ na stres
(mechanické posSkozeni, UV zéfeni, ozon) nebo po napadeni rostliny bakteriemi, viry,
plisnémi (napi. Botrytis cinerea, Plasmopara viticola) ¢i1 houbami. Jeho vyskyt je velmi
siroky, udavé se, ze byl nalezen ve vice jak 72 rostlinnych druzich®. Mezi rostliny pozitivné
testované na resveratrol mizeme zaradit vinné hrozny (s obsahem 50 az 100 mg resveratrolu

2 v roor v -1,31,32 Lo v -1\ 34
930 &ervené vino (laz6mgL )3 3233 bilé vino (0,2az 0,8 mg L )3 33,

na kilogram suSiny)
arasidy’®, moruse’’, rajcata®®, pistacie®, Gervené zeli’’, brokolice®, $penat’, &ekanka®,
brusinky®, bortivky®” a daldi. Resveratrol byl rovn&z identifikovan spolu s ostatnimi
flavonoidy v pohance™. JelikoZ nebyl dosud znam konkrétni obsah resveratrolu v pohance,
Cast této prace byla zaméfena prave na stanoveni resveratrolu v nazkach, slupkach a listech ve
vybranych varietach pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Mdoench) a tatarské
(Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn)ﬁ.

Ve velké fadé publikaci byly prokazany protizanétlivé™, fungicidni®’, antioxida¢ni*®,

r53-55

750-52 . . . ,
92, antikarcinogenni™,  hepatoprotektivni’,

neuroprotektivni®,  kardioprotektivn
fytoestrogenni®’ u&inky. Pozitivni vysledky byly prokazany na civilizaéni choroby jako
diabetes™ a Alzheimerovu chorobu™. Resveratrol prokazal jak in vitro, tak in vivo

chemopreventivni a chemoterapeutické ucinky, jelikoz zasahuje do fizeni bunééného cyklu a

apoptozy®®.

Mezi metody vyuzivané ke stanoveni resveratrolu se fadi HPLC s UV/VIS®*®, MS*,
fluorescencni® a elektrochemickou®® detekei, dale GC/MS®®® a elektroforéza® ™.
Elektrochemické vlastnosti resveratrolu byly zkoumany na elektrodé ze skelného uhliku’,
kde byly pozorovany dva ireverzibilni oxidacni piky odpovidajici oxidaci jedné fenolové a
jedné resorcinolové hydroxyskuping. Dale byla pouZita stiibré elektroda’, kde byl zjistén
pomérné uzky linedrni dynamicky rozsah pouzité adsorpcni rozpoustéci voltametrie mezi
koncentracemi 2 X 10° az 1 x 10®* mol L a 1 x 10™® az 9 x 10™® mol L™'. Na uhlikové pastové

elektrodé (CPE) z grafitového prasku a parafinového oleje””™ byl pozorovan jeden

ireverzibilni oxidac¢ni pik.
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Obr.2.1 Struktura trans-resveratrolu (A) a cis-resveratrolu (B).
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3. 5-AMINO-6-NITROCHINOLIN

5-Amino-6-nitrochinolin (5SA6NQ, Obr. 4.1) patii do skupiny nitro- a aminoderivati
heterocyklickych uhlovodikii (HC). Toxikologické vlastnosti SA6NQ byly studovany na
Tetrahymena pyriformis (1GCsp-koncentrace zplsobujici 50% pokles ristu), které jsou
srovnatelné s 3,5-dinitroanilinem'. Latka byla pouzita na syntézu novych druhii lokalnich
anestetik” a n&kterych radioligandd® s vyuzitim v pozitronové emisni tomografii.

Obecné jsou heterocyklické aminy (HCA) skupinou $kodlivych latek®’. Vznikaji
zejména pii tepelném zpracovani masa (nad 150 °C)*, spalovani fosilnich paliv8 a nachdazeji
se v cigaretovém kouii’. Z potravy bylo izolovano nejmén& 23 HCA, chemicka struktura byla
uréena u 19 z nich a u 10 byly prokazany mutagenni a karcinogenni tginky'. Genotoxicita
HCA zavisi na metabolitické aktivaci detoxika¢nimi enzymy, hlavné jaternim cytochromem P
450. Enzym oxiduje aminoskupinu na hydroxyaminoskupinu, ktera je nasledn¢ esterifikovana
a tato konetna forma tvori adukty s DNA'".

Karcinogenni a mutagenni vlastnostmi byly prokazany u 2-amino-3,4-dimethylimidazo
[4,5-f] chinolinu a 2-amino-3-methylimidazo [4,5-f] chinolinu'*".

5-Amino-6-nitrochinolin byl vyuZit k testovani elektrochemickych vlastnosti pouzitych
novych elektrod. Elektrochemické vlastnosti SA6NQ byly jiz studovany v predeslych
pracech'*'. Z proméfenych cyklickych voltamogrami v Brittonové-Robinsonové (BR) pufru
opH 2,7 a 11 na CPE (s obsahem mikrokuli¢ek skelného uhliku s priméry 0,4 — 12 um)
vyplyva, Zze redukce i oxidace SA6NQ pii danych podminkdch probiha ireverzibilné za
kontroly nejen difiize a béhem méfeni dochazi k pasivaci pracovni elektrody. Pro pouzité
metody anodické a katodické DCV, DPV a AdSDPV byly nalezeny optimalni podminky a

naméieny meze detekce, které jsou uvedeny v tabulce 3.1.
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Tab. 3.1 '>!°

Optimalni podminky a meze detekce pro voltametrické metody stanoveni SA6NQ.

Voltametricka metoda stanoveni SA6NQ Lo 4
mol L
Anodicka DPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 2,0 x10°°
Anodicka DCV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 3,1x10°
Katodicka DPV 0,1 mol L™ H;PO4 o pH 1,6 s MeOH (1:1, V/V) 1,3%10°
Katodicka DPV v BR pufruo pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 1,9x10°
Katodicka DCV v 0,1 mol L™ H;PO4 0 pH 1,6 s MeOH (1:1, V/V) 1,5x10°
Anodickd AdSDPV v BR pufiu o pH 11 s MeOH (95:5, V/V), Lax 10

E =500 mV, ty, = 5 minut

Po ziskani poznatkli z voltametrickych metod bylo prostudovano chovani SA6NQ v
pratokovych systémech. Vyvinuta byla metoda stanoveni SA6NQ na HPLC-RP 18 s
elektrochemickou detekci na CPE (s obsahem mikrokulicek skelného uhliku s priméry 0,4 —
12 um) v porovnani se spektrofotometrickou detekci (295 nm). V ptipadé elektrochemické
detekce byla vyuzita jak oxidace, tak i1 redukce SA6NQ na CPE. V piipad¢ oxidace byly
nalezeny optimalni podminky: BR pufr pH 7 s methanolem v poméru 10:90 (V/V) a potencial
amperometrické detekce +1,2 V. Meze stanovitelnosti zjisténé pro spektrofotometrickou (Lp
=1,1 x10"molL") a amperometrickou detekei (Lp = 1,6 x 107 mol LY jsou srovnatelné'®.
Pro redukci SA6NQ byly zvoleny jako optimalni mobilni faze tvotrena fosfatovym pufrem o
pH 2 s methanolem v poméru 10:90 (V/V) a potencial amperometrické detekce -0,9 V. Ze
ziskanych mezi detekce pro spektrofotometrickou (Lp = 1,3 x 107 molL") a
amperometrickou detekci (Lp = 4,9 x 107 mol L) je patrné, Ze elektrochemicka detekce s
vyuzitim redukce 5A6NQ nedosahuje takovych vysledkli jako pro vyuziti oxidace
SA6NQ™.

NH,

O,N N

=
N

Obr.4.1 Struktura 5-amino-6-nitrochinolinu.
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4. ELEKTROCHEMICKE METODY A PRACOVNI
ELEKTRODY

Historicky prvni zdznam polarogramu (voltamogramu) byl uskutecnén 9.Unora 1922
Jaroslavem Heyrovskym, ktery za objev polarografie 10. prosince 1959 pievzal Nobelovu
cenu. Od té doby voltametrické (polarografii je historicky oznacovéana voltametrickd metoda
s pracovni kapajici rtutovou elektrodou) metody prosly znaénym vyvojem. Se vzristajicim
narokem na citlivost obzvlast€¢ ve farmaceutické a biochemické praxi byla polarografie
nahrazovana citlivéjSimi a nakladnéjSimi metodami spektralnimi, chromatografickymi, a
dal$imi. V Sedesatych letech ztohoto divodu zdjem o polarografii poklesl, ale uz
v sedmdesatych letech 1ze zaznamenat obrovskou vinu opétovného zajmu, ktery byl vyvolan
dostupnosti citlivych pulznich polarografi'. Vyhody polarografickych a voltametrickych
technik jako jsou: nizké pofizovaci ndklady a provozni naklady, Siroky dynamicky linedrni
rozsah, Siroké spektrum elektrochemicky aktivnich latek, vysoka citlivost (Casto stanoveni i
subnanomolarnich koncentraci elektrochemicky aktivnich latek), vysoka rychlost a snadna
automatizovatelnost a vtadé pripadi postacujici selektivita, Casto umoziuji pouziti i
v konkurenci ptevladajicich spektrometrickych a separac¢nich metod. V neposledni fadé€ jsou
voltametrické metody nezdvislymi analytickymi metodami (z pohledu legislativnich
pozadavkll pro nutnost pouziti nékolika nezavislych metod jako dilkkaz pfitomnosti urcité
latky v analyzovaném vzorku), kde molekula analytu je pifimo zdrojem méfeného signalu
zpusobeného proudem vznikajicim pii vyméné elektroni mezi pracovni elektrodou a
molekulou samotné latky”.

V této praci byly vyuzity nasledujici techniky: DC voltametrie (DCV), diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV), cyklickd voltametrie (CV) a adsorpéni rozpoustéci diferencni pulzni
voltametrie (AdSDPV). Elektrochemicky detektor (amperometricky) byl rovnéz pouzit
v kombinaci s HPLC a FIA spolu se spektrofotometrickym detektorem zapojeném v sérii.

o . . , . . ;135
Principy, mozZnosti a omezeni vySe uvedenych technik jsou popsany v monografiich™™.
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4.1 Uhlikova pastova elektroda (CPE)

Uhlikové pastové elektrody (carbon paste electrode, CPE, Obr. 4.1 A) byly vyvinuty
profesorem Ralphem Normanem Adamsem vroce 1958° ve snaze nalézt uhlikovou
alternativu ke kapajici rtutové elektrodé s obnovitelnym povrchem vyuzitelnou pro anodické
oxidace. Realizace této ,kapajici uhlikové elektrody” se neosvédcila, avSak hust§i smés
praskového uhliku a organické kapaliny se ukézala jako velmi vhodny material pro konstrukci
elektrod se zajimavymi vlastnostmi’.

Uhlikova pastova elektroda patii mezi heterogenni uhlikové elektrodyg, pfipravuje se
dikladnym smiSenim uhlikového prasku s vhodnym pojivem a naplnénim do elektrodového
pouzdra’. Jako uhlikové materialy se pouzivaji nejcastéji grafitovy pragek nebo mikrokulicky
skelného uhliku'®2% které umozituji praci i v prostfedich s vysokym obsahem organického
rozpoustédla. PoZzadovanymi vlastnostmi uhlikového materidlu je stejnd velikost Castic a
nizka adsorpéni schopnost’. Jako pojivo se pouZivaji prevazné chemicky inertni,
elektrochemicky neaktivni a malo tékavé latky, nejCastéji organické kapaliny jako napf.
mineralni, silikonovy nebo parafinovy olej (Nujol). Elektrochemické vlastnosti CPEs se
odvijeji od jednotlivych komponent uhlikové pasty. AC by mohly byt jako elektroda brany
pouze uhlikové Castice a nikoli elektricky nevodivé organické pojivo (pastovaci kapalina),
v fad@ ptipadi byvaji elektrodové déje komplikovany ptitomnosti pastovaci kapaliny, nebot
tato se mliZze ucastnit déji spojenych s pfenosem elektronu a rovnéz se podilet na fyzikéalnich
a chemickych interakcich s analytem ¢i jinymi slozkami roztoku. Tenky film kapaliny, at
témét spojity nebo nesouvisly, zpomaluje vifadé ptipadl pfenos naboje (hmoty) na
elektrodovém povrchu, coz se jako vysledek projevuje vysSSim piepétim nekterych redoxnich
systéml na CPEs ve srovnani s pevnymi uhlikovymi elektrodami. Chovani fady pfipravenych
past se mnohdy ustali az po urcité dob¢ (asi 24 hodin), ziejmé v disledku nasledné samovolné
homogenizace Cerstvé pfipravené smési. Na zaklad€ téchto zkuSenosti se zdd vhodnéjsi nechat
elektrody naplnéné cCerstvou pastou v klidu ustalit alespon pfes noc. Naplnéna elektroda se
pfechovava ponofena koncovym otvorem v nadobce s destilovanou vodou, aby se zabranilo
pozvolnému vysychani pasty'.

Mezi vyhody CPE patii velice snadna modifikace pasty'®, snadn4 regenerace povrchu
(postacuje pootoCeni pistu a otfeni pasty do vlhkého filtracniho papiru), nizké hodnoty
zbytkovych proudi a Sitka potencialového okna srovnatelnd s pevnymi elektrodami.

Pokud zde popisujeme vlastnosti CPEs, musime uvést i nevyhody, mezi které patii nizsi

reprodukovatelnost odezvy dand heterogenitou povrchu pasty a nezanedbatelny proud,
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zpusobeny elektrodovou redukei rozpusténého kysliku v pasté, ktery se projevuje rusSive
v oblasti katodickych potenciala'.

Pti analyzach slozitych smési organickych latek separacnimi metodami se CPEs rovnéz
uplatnily pii konstrukcich elektrochemickych detektori'®, napt. pii spojeni HPLC nebo FIA
s amperometrickym detektorem typu wall-jet (Obr. 4.1 B), které bylo pouzito i v této

17,18

praci——. U téchto detektorti jsou pozitivné¢ hodnoceny hlavné mechanické vlastnosti pasty a

jednoduchost regenerace jejiho povrchu.

Obr.4.1 Fotografie A) CPE z grafitového prasku a mineralniho oleje (5), CPE z mikrokuli¢ek
skelného uhliku a minerdlniho oleje (2-4) a elektroda ze skelného uhliku (1), B)
elektrochemicky detektor typu wall-jet s pracovni CPE.

4.2 Uhlikova vlaknova ty¢inkova elektroda (CFRE)

Uhlikova vlaknova ty¢inkova elektroda (carbon fiber rod electrode, CFRE, Obr. 4.2 A)
se fadi mezi kompozitni elektrody. Konstrukce elektrody z uhlikové vlaknové ty¢inky (Obr.
4.2 B, C) je pomérné jednoduchd, obnasi ptipojeni elektrického kontaktu (v nasem piipade
vodivy lak a médény drat) k né€kolikacentimetrovému kousku ty€inky. Uhlikové vldknové
ty¢inky se vyrabé&ji primyslové procesem oznacovanym jako pultruze, ve kterém se soubézné
orientovana uhlikova vlakna vedou do vany s pryskyfici a protlacuji se do pozadované¢ho
tvaru za zvySencho tlaku a teploty. Pouziti uhlikovych vldknovych tycinek je velice Siroké,
vSude tam, kde je zapotiebi lehky, ale pevny material (modelatstvi).

Samostatna uhlikovéa vlakna jsou v elektrochemii znama uz delsi dobu'’. Své vyuziti
maji predevsim v oblastech, kde je potfeba mé&fit ve velmi malych objemech (in vivo). Jejich

primér se pohybuje v rozmezi 5-50 um a vyrab&ji se tepelnym zpracovanim z vychoziho
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polymeru (polyakrylonitrilu) nebo zropné pryskyiice. Uhlikovd vldkna byla pouzita do
raznych kompozitnich elektrod, napt. ndhodné orientovana nasekand vldkna s polymery jako
nylon**'.

Mezi vyhody CFRE patii pfedevS§im nizka cena, jednoducha vyroba, dostupnost
nejriiznéjSich velikosti a tvart. I pfes to, ze se nejednd o zcela novou elektrodu, pracich
vénujicich se elektrochemickym vlastnostem kompozitnich elektrod na bazi uhlikovych

22-24

vlaken a epoxidu neni mnoho a jen jedna prace je v€novana jejich vyuziti v kapilarni

HPLC®. Znagich praci, které jsou rovn&z soudasti této prace, byly zjitény zajimavé

elektrochemické vlastnosti CFRE26:18

. Stény uhlikové tycky jsou elektrochemicky neaktivni a
sila signalu nezavisi na hloubce ponofeni elektrody. Sitka potencialového okna je mirn& uzsi
neZ u GCE. Povrch elektrody 1ze obnovovat mechanicky prelesténim na jemném brusném
papife nebo pomoci suspenze aluminy. Opakovatelnost signdlu pii obnovovani povrchu po

kazdém méfeni je pod 4,5 %.

Obr.4.2 Fotografie A) vyrobené uhlikové vlaknové tyCinkové elektrody s primérem 0,8 mm,
2,0 mm a 3,0 mm, B) uhlikové vldknova ty€inka s primérem 0,8 mm, C) imyslné poSkozeny

konec uhlikové vlaknové ty€inky s primérem 0,8 mm.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Voltametrické porovnani uhlikovych pastovych elektrod zrizné velkych

mikrokuli¢ek skelného uhliku

Uhlikoveé pastové elektrody obsahujici mikrokulicky skelného uhliku jsou bézné znamy
a pouzivaji se hlavné v prostiedich s vy$$im obsahem organického modifikatoru (methanol,
acetonitril)'*. Jelikoz doposud nebyly systematicky porovnavéany elektrochemické vlastnosti
elektrod pfipravenych zrtzné velkych mikrokuli¢ek skelného uhliku, tato Cast prace se
zaméfila na tuto tématiku. Testované byly uhlikové pasty s obsahem 250 mg mikrokuli¢ek
skelného uhliku s priméry 0,4 — 12 pum, 10 — 20 um, 20 — 50 um nebo krystalicky grafit
s prumérem castic 2 um a ve vSech piipadech byl pouzit mineralni olej jako pastovaci
kapalina. Elektrochemické vlastnosti byly zkoumény s pouzitim hexakyanozeleznatanu
draselného ve vodném prostiedi a S-amino-6-nitrochinolinu (5A6NQ) v prostfedi methanol—

voda.

5.1.1 Elektrochemicka charakterizace CPEs

Povrchy ptipravenych past byly fotografovany pod mikroskopem. Ze ziskanych snimkut
je ziejmé, Ze povrch past pfipravenych z mikrokulicek skelného uhliku je logicky tim hrubsi,
¢im jsou kulicky vétsi. Rovnéz behem ptipravy past bylo zjiSténo, Ze pifiprava pasty je
nejjednodussi s nejmensimi mikrokulickami uhliku, jelikoz promichani prasku a mineralniho
oleje je mnohem snazsi a rychlejsi. Prvnim krokem bylo prométeni potencidlnich oken vSech
pouzitych elektrod v prosttedich NaOH, KCl, HCIO,, H,SO, (viechny 0,1 mol L) a
v Brittonové-Robinsonové (BR) pufru o pH 2, 7 a 12. Potencidlova okna vSech tii past
z mikrokulicek skelného uhliku jsou v alkalickych prostfedich uz§i nez u elektrody ze
skelného uhliku. Elektroda z krystalického grafitu vykazovala nejuzsi potenciadlové okno ze

vSech pouzitych elektrod. Elektrochemické vlastnosti elektrod byly zkoumany s vyuzitim

30



Kapitola 5 Vysledky a diskuze

metod cyklické voltametrie (CV), DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) v roztoku hexakyanozeleznatanu draselného o riznych koncentracich v prostiedi
1 mol L' KCI. Pomoci cyklické voltametrie bylo zjiiténo, Ze oxida&ni proces K4[Fe(CN)s] na
vSech elektrodach je kontrolovan difuzi. Stabilita signalu byla kontrolovana z 20 po sobé
jdoucich DP voltamogrami v roztoku 1 x 10~ mol L™ K4[Fe(CN)¢] v 1 mol L™ KCI. Nejhorsi
stabilitu prokazala pasta zkrystalického uhliku (RSD 53 9%). VSechny tfi elektrody
z mikrokulicek skelného uhliku mély signal stabilni s RSD okolo 4,5 %. Kalibraéni kfivky
hexakyanozeleznatanu draselného byly proméfeny v koncentraénim rozmezi 6x 10° —
1 x 10 mol L™ v prosttedi 1 mol L' KCI. Meze detekce pro testované elektrody (pro DPV
Lp = 9,3 az 10,5 umol L™, pro DCV Lp = 5,7 az 9,9 pmol L") jsou srovnatelné s mezemi
detekce ziskanymi na elektrods ze skelného uhliku (DPV Lp = 6,1 pmol L', DCV Lp = 9,2
umol L™). Mizeme pozorovat slaby klesajici trend v hodnotach mezi detekce se snizujici se
velikosti mikrokulicek skelného uhliku v pouzitych pastovych elektrodach. VSechny
promé&iené kalibraéni kiivky byly linearni. Podrobngjsi vysledky uvedeny v publikaci

v ptiloze L.

5.1.2 Stanoveni 5-amino-6-nitrochinolinu na CPEs

K testovani elektrod v prostfedi s obsahem 50% methanolu a 50% vody byl pouzit
SA6NQ. Nejdiive byl prométen vliv pH BR pufru (2-12) na voltametrické chovani
stanovované latky. Z porovnani voltamogramii SA6NQ (1 x 10* mol L") je patrny pokles
vySky piku se vzrlstajici velikosti mikrokuli¢ek skelného uhliku v pastové elektrodé
nezédvisle na hodnoté pH. NejhorSi vysledky byly dosazeny na elektrodé z krystalického
uhliku, ¢imz se potvrdila jeji nevhodnost v prostiedi s vy$§im obsahem organické slozky.
Jako optimélni podminky pro DCV i DPV byly vybrany BR pufr o pH 10 s methanolem
v poméru 1:1 (V/V). Pii téchto podminkach byly prométeny rovnéz cyklické voltamogramy
pro 5A6NQ (1 x 10 mol L") v rozsahu potencialu 0 az +1,2 V pii rychlostech polarizace 2
az 1000 mV s. Z vysledki plyne, Ze oxidace SA6NQ je ireverzibilni pro viechny testované
elektrody, kontrolovana difuzi pro elektrody z mikrokuli¢ek skelného uhliku a pro elektrodu
z krystalického grafitu je kontrolovana jak difuzi, tak adsorpci. V disledku vlivu pasivace je
nutné u vsech testovanych elektrod obnovovat povrch po kazdém méfeni. Opakovatelnost
byla promé&fena pro SA6NQ (1 x10*molL") a zvysledkd vyplyva, Ze z testovanych

cv v

nejmenSich mikrokuli¢ek skelného uhliku a to srovnatelnou s elektrodou ze skelného uhliku
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(RSD 4,5 %). Kalibraéni kiivky 5A6NQ byly proméfeny v koncentraénim rozmezi 1 x 10° —
1x10*mol L' v optimalnim prostiedi. Z vysledki mtZeme pozorovat klesajici trend
v hodnotach mezi detekce se snizujici se velikosti mikrokuli¢ek skeln¢ho uhliku v pouzitych
pastovych elektroddch. VSechny prométené kalibracni kiivky byly linedrni a koeficient

determinace byl vysoky. Vice vysledki je uvedeno v publikaci v ptiloze L.

5.2 Stanoveni resveratrolu v nazkach, slupkach a listech pohanky tatarské a obecné
pomoci HPLC s elektrochemickou detekei na uhlikové pastové elektrodé

Dal$im moznym vyuzitim vyhod uhlikové pastové elektrody je v amperometrickém
detektoru pii prutokovych metoddch (HPLC), kde je jako pracovni elektroda v uspotfadani
typu wall-jet v tfielektrodovém uspotadani spolu s referentni elektrodou (argentchloridovou
elektrodou s3 mol L' KCI) a pomocnou elektrodou (platinovou pliskovou elektrodou).
Amperometricky detektor byl v nasi praci zapojen sériové za spektrofotometricky detektor,
ktery slouzil jako kontrola a porovnéani naseho elektrochemického detektoru. Konec kapilary
ze spektrofotometrického detektoru byl pifiveden k povrchu pracovni uhlikové pastové
elektrody, jenz byla s pomocnou a referentni elektrodou umisténa v mobilni fazi. Toto
uspofadani ma kromé samotnych vyhod uhlikové pastové elektrody i vyhodu v neustalém
omyvani povrchu pracovni elektrody mobilni fazi, které vétSinou umoziiuje méfit stale na
stejném povrchu pracovni elektrody bez obnovovani povrchu, jako je vétSinou nutné ve
vsadkovych voltmetrickych metod.

Cilem této prace bylo vyvinuti nové HPLC metody s elektrochemickou detekci a
spektrofotometrickou detekci pro stanoveni trans-resveratrolu a cis-resveratrolu ve vzorcich
nazek, slupek a listech pohanky tatarské a obecné. Resveratrol byl mezi dal§imi flavonoidy
doposud pouze identifikovan v mouce pohanky obecné’, proto se tato &ast prace vénovala
nejenom vyvinuti metody pro jeho stanoveni, ale také zjiSténi skute¢nych obsahli obou

izomeru resveratrolu ve vzorcich Sesti variet pohanky obecné a dvou variet pohanky tatarské.

5.2.1 Optimalizace metody

Nejdtive byly zjistény optimalni podminky pro stanoveni standardl trans-resveratrolu a
cis-resveratrolu (standard pfipraven z trans-resveratrolu izomerizaci dennim svétlem po 48
hodin s konverzi 85 %). Mobilni faze obsahujici acetonitril a zfedény BR pufr v poméru 1:1
(V/V) umoznila separaci na pouzité kolon¢ (Kromasil C-18 (7 um), 125 X 4 mm) obou

izomerQ resveratrolu ve 4,5 minutach s rozlisSenim 1,6. Jelikoz je separace izomerti nezavisla
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na hodnoté pH BR pufru v rozmezi pH 3 aZz 7, byla hodnota pH optimalizovéna na zakladé
hydrodynamickych voltamogrami. Hydrodynamické voltamogramy byly naméfeny v BR
pufru o pH 3, 5 a 7 s acetonitrilem (1:1, V/V) v rozmezi potenciali od 0 do +1,4 V. Jako
optimalni byl vybran BR pufr o pH 7 sacetonitrilem (1:1, V/V) pii potencidlu +1,2 V.
Optimalni vlnova délka pro spektrofotometricky detektor byla vybrana 306 nm pro trans-
resveratrol a 286 nm pro cis-resveratrol (ze spekter pii méfeni stability zasobnich roztoku).
Pti téchto podminkach byly prométeny kalibra¢ni zavislosti v koncentracnim rozmezi 4 x 10°
¥ — 1x10*mol L' Meze detekce byly pro trans-resveratrol Lp = 3,5 x 10® mol L™ pro
elektrochemicky detektor, Lp = 3,2 x 10™®* mol L' pro spektrofotometricky detektor (306 nm)
a pro cis-resveratrol Lp = 1,8 x 10® mol L pro elektrochemicky detektor, Lp = 6,5 x 10°
® mol L pro spektrofotometricky detektor (286 nm). Z vysledki je patrné, Ze ob& detekce
jsou srovnatelné pro frans-resveratrol a pro cis-resveratrol je elektrochemicky detektor mirné

lepsi nez spektrofotometricky. Podrobn&jsi vysledky jsou uvedeny v publikaci® v piiloze II.

5.2.2 Realné vzorky pohanek obecnych a tatarskych

V prvnim kroku byla provedena extrakce resveratrolu do ethanolu. Vzorek
pohankovych nazek (12 g), slupek (4 g) nebo lista (12 g) byl vzdy navazen a spolu s 300 mL
ethanolu extrahovan 2 hodiny pod refluxem, ptefiltrovan a zakoncentrovéan za snizené¢ho tlaku
na 5 mL koncentrovaného extraktu. Optimalizace separace cis- a trans-resveratrolu v redlnych
vzorcich byla provedena zménou slozeni mobilni faze (50:50, 40:60, 35:65, 30:70 a 20:80
acetonitril : zfedény BR pufr, V/V) v isokratickém modu. Jako optimalni podminky byly
zvoleny: mobilni faze s obsahem acetonitrilu: ziedény BR pufr pH 7 v poméru 30:70 (V/V)
pro vzorky nazek a slupek nebo 20:80 (V/V) pro vzorky listh pfi potencidlu
elektrochemického detektoru + 1,2 V. Trans-resveratrol byl stanoven ve vSech realnych
vzorcich, ale druhy izomer cis-resveratrol nebyl nalezen v zadném analyzovaném vzorku
(pritomnost a obsah trans-resveratrolu a cis-resveratrolu byla zjistovana standardnim
pfidavkem analytu). Obsah frans-resveratrolu v nazkach pohanky obecné je u jednotlivych
analyzovanych varietach podobny (0,98 — 1,72 mgkg™), ale velky rozdil byl zaznamenan
v porovnani s obsahem v nazkach pohanek tatarskych (3,43 — 3,50 mgkg™), kde je témef
trojnasobné vétsi. Na druhou stranu obsah frans-resveratrolu v listech pohanky obecné (1,81
mg kg”) byl témé&i desetkrat vy$si nez v listech pohanky tatarské (0,19 mgkg™). Nejnizsi
obsah frans-resveratrolu byl stanoven ve slupkach pohanky obecné (0,16 — 0,66 mgkg™),

jelikoz u pohanky tatarské neni technicky mozné oddéleni nazek od slupek, byly vzorky
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pohanky tatarské stanovovany jako nazky i se slupkami. Z téchto vysledkii vyplyva, ze
vysoky obsah trans-resveratrolu v nazkach (i se slupkami) pohanky tatarské neni zptsoben

pritomnosti slupek. Podrobn&jii vysledky jsou uvedeny v publikaci® v piiloze II

5.3 Elektrochemické vlastnosti a stanoveni S-amino-6-nitrchinolinu na uhlikovych

vlaknovych ty¢inkovych elektrodach

Uhlikova vlédknova tyCinkova elektroda (CFRE) patfi mezi kompozitni elektrody.
Elektroda je vyrobena =z uhlikové vldknité tyCinky, kterd ptedstavuje spojeni shodné
orientovanych uhlikovych vldken a epoxidové pryskyfice vyrobnim procesem nazyvanym
pultruze. AC se nejedna o elektrody zcela nové, studium jejich elektrochemickych vlastnosti
bylo vénovano pomémné malo’'’. Z tohoto divodu je tato &ast prace zaméfena na studium
elektrochemickych vlastnosti téchto elektrod (porovnavany elektrody o priméru 0,8 mm, 2
mm a 3 mm) s pouzitim hexakyanoZeleznatanu draselného ve vodném prostiedi a ndsledném
elektrochemickém stanoveni SA6NQ v anodické 1 katodické oblasti. Praktické pouziti je

demonstrovano na stanoveni SA6NQ na CFRE v modelovych vzorcich pitné a rybnicni vody.

5.3.1 Elektrochemicka charakterizace CFREs

Jako prvni byly povrchy piipravenych CFRE fotografovany pod mikroskopem. Ze
ziskanych obrazka! je patrné, Ze epoxidova pryskyfice se nachazi jednak mezi jednotlivymi
vldkny na priifezu uhlikové vlaknité tycinky, a jednak po celé délce pokryva tenkou vrstvou
stény uhlikové vldknové tyCinky. Z nédsledného méteni zavislosti vysSky piku K4[Fe(CN)s]
(1 x 107 mol L") metodou DPV v 1 mol L' KCI na hloubce ponofeni (1 — 20 mm) CFRE
(primér 0,8 mm) do méfeného roztoku vyplyva, ze elektrochemicky aktivni je pouze konec
elektrody a stény elektrody se elektrochemické reakce neucastni pravdépodobné z divodu
dobrého pokryti nevodivou epoxidovou pryskyfici. U sestrojenych CFRE byl prométen
potencidlovy rozsah vroztocich NaOH, KCl, HCIO4, H,SO4 (vSechny 0,1 mol L'l) a
v Brittonové-Robinsonové (BR) pufru o pH 2, 7 a 12. Ziskané voltamogramy byly porovnany
z vysledky na GCE (2 mm primér). Sitka potencialovych oken CFRE je téméf srovnatelna
s GCE, kromé¢ katodické oblasti v alkalickych prosttedich, kde je potencidlové okno CFRE
uz8i. Anodicky a katodicky potencidl piku sytému K;[Fe(CN)g] / K4[Fe(CN)s] v 1 mol L'
KCI je téméf nezdvisly na rychlosti polarizace. Ze zavislosti vySky piku na rychlosti
polarizace v rozsahu 2 az 1000 mV s vyplyva, Ze je d&j reverzibilni a kontrolovéan difuzi.

Vice vysledki je uvedeno v publikaci 1t v piiloze IIL.
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5.3.2 Stanoveni S5-amino-6-nitrochinolinu na CFREs

Vyvoj metody stanoveni SA6NQ byl zahdjen optimalizaci podminek méteni. Proméfen
byl vliv pH BR pufru v rozsahu 2 az 12 ve smési s methanolem v poméru 1:1 (V/V) pro DCV
a DPV v anodické i katodické oblasti na CFRE o priméru 0,8 mm, 2 mm a 3 mm. VSechny
testované elektrody vykazovaly podobné chovéani. Optimalni podminky pro DCV a DPV
v anodickeé 1 katodické oblasti byly BR pufr pH 12 s methanolem (1:1, V/V). Efekt pasivace
elektrod byl studovan metodou DPV v roztoku 5A6NQ (1 x 10* mol L") pii optiméalnich
podminkach. Z vysledkl je patrné (20 voltamogramili proméfenych za sebou bez obnoveni
povrchu), ze pasivace je vyznamna v anodické oblasti (pokles vySky piku o 28 %).
Vyzkouseny byly rizné zplsoby regenerace povrchu (jemny brusny papir, alumina,
elektrochemicka aktivace), ale nejlepsi vysledky méla regenerace povrchu CFRE pomoci
suspenze aluminy (20 méfeni za sebou — anodicka oblast RSD = 5,5 %, katodicka oblast RSD
= 2,2 %), proto byla tato regenerace pouzita i v dalSich méfenich.
Pii optimélnich podminkach byly proméfeny cyklické voltamogramy SA6NQ v rozsahu
polariza¢nich rychlosti 2 az 1000 mV s, Oxidace i redukce SA6NQ je na CFRE ireverzibilni,
fizena difuzi 1 adsorpci. Kalibrani zavislosti byly proméfeny v koncentratnim rozmezi
Lp = 4,3 x 107 mol L' pro katodickou DPV. Nejlepsi pomér signalu k sumu méla CFRE o

praméru 2 mm. Podrobng&jsi vysledky jsou uvedeny v publikaci 1 v piiloze IIL

5.3.3 Realné¢ aplikace

Praktické vyuziti elektrody bylo demonstrovano na stanoveni SA6NQ v modelovych
vzorcich pitné a rybni¢ni vody na CFRE o priméru 2 mm. Parametry kalibrac¢nich zavislosti
uvedeny v Tab.5.1. Vysledné smérnice kalibracnich kiivek jsou srovnatelné pro meéteni
v deionizované vodé. Meze detekce v pitné a rybni¢ni vodé jsou mirn€ vyssi, coz mize byt
zpiisobeno vys$im §umem v modelovych vzorcich. Vice vysledki je uvedeno v publikaci

v priloze III.
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Tab.5.1
Parametry kalibra¢nich zéavislosti anodického a katodického voltmetrického stanoveni
5SA6NQ na CFRE o priméru 2 mm v modelovych vzorcich pitné a rybni¢ni vody, zékladni

elektrolyt BR pufr pH 12 s methanolem v poméru 1:1 (V/V).

Koncentraéni

) Smérnice Usek 2a Lp®
Metoda rrgillnﬁ_zll mA L mol nA R mol L
Pitna voda
Anodic DCV  04-10x10" 19,7 83,8 0,9931 3,9x10°
DPV  04-10x107 9,2 9,6 0,9986 3,6 x 10°
Cathodic DCV 0,1 -10x 10‘55 -65,1 -46,2 0,9986 1,4 x 10'3
DPV 0,04 -10x 10 -87,4 -291,5 0,9974 53 x 10
Rybni¢ni voda
Anodic DCV  04-10x 10'2 21,0 92,0 0,9938 3,8 x IO'Z
DPV 02-10x10 11,4 4,2 0,9953 2,1 x10
Cathodic DCV 0,1 -10x 10'55 -65,0 -26,8 0,9961 1,2x 10'3
DPV 0,04 -10x 10 -84,2 -324.5 0,9968 4,8 x 10

 R? koeficient determinace, ° Lp mez detekce.

5.4 Voltametrické a amperometrické stanoveni t#rans-resveratrolu na uhlikové

vlaknové ty¢inkové elektrodé a uhlikové pastové elektrodé

V této ¢asti prace byla vyvinuta nova metoda stanoveni trans-resveratrolu vyuzivajici
voltametrické metody (DCV, DPV, DCV a AdSDPV) a pritokovou injekéni analyzu (FIA)
s elektrochemickou detekci na CFRE a tato byla porovnana se stanovenim na CPE a v ptipad¢
FIA 1 se spektrofotometrickou detekci. Praktickd aplikace metod byla testovana na stanoveni

trans-resveratrolu v pastilkach ptipravku Evelor.

5.4.1 Voltametrické metody

Vliv pH BR pufru byl sledovan v rozsahu 2 az 12 s methanolem v poméru 1:1 (V/V)
pro DCV, DPV a CV v anodické oblasti na CFRE a CPE. Jako optimalni byly zvoleny BR
pufr o pH 2 s methanolem (1:1, V/V) pro vSechny pouzité metody pro ob¢ elektrody. Cyklicka
voltametrie byla proméfena v roztoku frans-resveratrolu (1 X 10*mol L") v rozsahu
polarizaénich rychlosti 2 az 1000 mV s™ pro potencialovy rozsah 0 az +1,5 V. Oxidace trans-

resveratrolu je ireverzibilni a kontrolovana difuzi na obou elektrodach.
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Kalibraéni zavislosti byly promé&feny v koncentraénim rozmezi 6x 107 — 1x 10"
*mol L' na CFRE a CPE (obg primér 2 mm). Kalibracni kiivky jsou linearni v celém
méfeném rozsahu s obdobnymi mezemi detekce v rozmezi 7,3 — 9,7 X 10" mol L

Akumulace analytu na povrchu CFRE a CPE byla sledovana s cilem zvysit citlivost
metody. Akumulace probéhla v roztoku frans-resveratrolu (8 x 10° mol L™) p#i potencialech
v rozsahu 0 az 0,6 V s dobou akumulace od 30 s do 10 min v prostiedi BR pufru o pH 2, 7, 10
a 12 vzdy ve smési s methanolem v poméru (95:5, V/V). Na CPE nebyla pozorovéana
vyznamna akumulace narozdil od CFRE, kde byla akumulace vyznamné a jako optimalni
podminky akumulace byly vybrany: BR pufr pH 10 s methanolem (95:5, V/V) pti potencialu
100 mV po dobu 10 min. Pfi téchto podminkéach byla pomoci AASDPV namétena kalibracni
zavislost v koncentraénim rozmezi 1 x 107 — 1 x 10” mol L' na CFRE. Mez detekce byla 2,2

% 107 mol L™ . Podrobngjsi vysledky jsou uvedeny v publikaci'? v piiloze IV.

5.4.2 Prutokova injek¢ni analyza

Optimalni podminky stanoveni trans-resveratrolu pomoci FIA na CFRE a CPE (obé¢
s prumérem 3 mm) byly zvoleny z namétfenych hydrodynamickych voltamogramu v rozsahu
potencialti od +0,1 do +1,6 V v prostiedi BR pufru o pH 2 az 12 s methanolem (1:1, V/V).
Nejvyssi a nejlépe vyvinuty signal byl ziskan v prostiedi BR pufr pH 10 s methanolem (1:1,
V/V) pti potencidlu +1,0 V na CFRE i1 CPE. Vliv pratokové rychlosti byl prométen v rozsahu
od 1 do 7 mL min™. Jako optimalni pritokové rychlost byla zvolena rychlost 3 mL min™.
Stabilita a opakovatelnost signalu byla testovana desetindsobnym nadavkovani roztoku trans-
resveratrolu (1 x 10 mol L’]) pii optimalnich podminkach. Relativni standardni odchylka
méteni byla 4,5 % pro CFRE, 5,4 % pro CPE a 2,3 % pro spektrofotometricky detektor (306
nm).

Kalibratni zavislosti byly promé&feny v koncentraénim rozmezi 8 x 10°— 1x 10"
*mol L™ na obou elektrodach. Dosazené meze detekce pro FIA s elektrochemickou detekei
byly Lp = 9,5 X 10® mol L™ pro CFRE, Lp =152 x 107 mol L™ pro CPE a Lp = 8,3 x 10
® mol L' pro spektrofotometrickou detekci. Vice vysledki je uvedeno v publikaci'? v ptiloze

V.
5.4.3 Realné vzorky
Praktické wvyuziti vyvinutych metod bylo testovano na pastilkaich Eveloru

s deklarovanym obsahem frans-resveratrolu 50 mg v kazdé pastilce. Stanoveni trans-
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resveratrolu bylo provedeno metodou standardniho piidavku (tfi piidavky) pii zjisténych
optimalnich podminkéch vyvinutymi metodami (DPV, FIA) na CFRE a porovnano s vysledky
ziskanymi  voltametrii na CPE, spektrofotometrii a pomoci FIA na CPE a
spektrofotometrickou detekci (306 nm). VSechny obdrzené vysledky z analyzy tii tablet
Evelor jsou v dobré shod¢ s deklarovanym obsahem trans-resveratrolu (49,0 az 50,9 mg).

Dalsi vysledky jsou uvedeny v publikaci' v piiloze IV.
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6. ZAVER

Tato predkladana disertacni prace se zabyva vyvinem elektrochemickych metod
pfedevSim pro stanoveni cis- a trans-resveratrolu na uhlikové pastové elektrodé a uhlikové
vldknové tyCinkové elektrodé a porovnanim vlastnosti obou typtu elektrod. JelikoZ oba
izomery resveratrolu jsou citlivé na svétlo, byl pro testovani vlastnosti pouzitych elektrod
vyuzit hexakyanozZeleznatan draselny a 5-amino-6-nitrochinolin (5SA6NQ), ktery umoznuje
otestovani elektrod i v katodickych oblastech potencialid. Vyuzité byly metody voltametrické
(DCV, DPV, CV, AdSDPV), FIA i HPLC s elektrochemickou a spektrofotometrickou
detekci. Prace je zalozena na pfipojenych ctyfech védeckych publikacich uvedenych jako

soucast prace v prilohach I az IV (Kapitoly 7 az 10).
Vsechny ziskané vysledky miizeme shrnout do nasledujicich bodi:

o Z testovanych uhlikovych pastovych elektrod s obsahem mikrokulicek skelného uhliku
s pruméry 0,4 — 12 um, 10 — 20 um, 20 — 50 um vychazi elektroda s nejmensimi
mikrokulickami jako elektroda s nejlepSimi elektrochemickymi vlastnostmi (nejniZsi

mez detekce, opakovatelnost 4,6 %).

o Byla optimalizovana metoda HPLC stanoveni resveratrolu. Optimalni byla mobilni faze
o slozeni BR pufr o pH 7 s acetonitrilem (1:1, V/V) pii potencialu elektrochemické
detekce +1,2 V na CPE. Optimalni vlnova délka pro spektrofotometricky detektor byla
306 nm pro trans-resveratrol a 286 nm pro cis-resveratrol. Meze detekce byly pro
trans-resveratrol Lp = 3,5 X 10® mol L™ pro elektrochemicky detektor, Lp = 3,2 X 10
® mol L™ pro spektrofotometricky detektor (306 nm) a pro cis-resveratrol Lp = 1,8 x 10°
® mol L pro elektrochemicky detektor, Lp = 6,5 x 10™® mol L' pro spektrofotometricky
detektor (286 nm).
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o Byla vyvinuta novd HPLC metoda pro stanoveni resveratrolu (trans-, cis-) v nazkach,
slupkach a listech pohanky obecné a tatarské pomoci elektrochemického detektoru s
CPE. Optimalni podminky byly: mobilni faze acetonitril: zfedény BR pufr pH 7
v poméru 30:70 (V/V) pro vzorky nazek a slupek nebo 20:80 (V/V) pro vzorky listi pii
potencidlu elektrochemického detektoru + 1,2 V (CPE). Obsah trans-resveratrolu
v nazkach pohanky obecné 0,98 — 1,72 mg kg™, v nazkach pohanky tatarské 3,43 — 3,50
mg kg”, coz je téméf trojnasobné vétsi mnozstvi. Obsah trans-resveratrolu v listech
pohanky obecné (1,81 mg kg) byl téméF desetkrat vy3si nez v listech pohanky tatarské

cvwr

obecné (0,16 — 0,66 mg kg™).

o Z piipravenych CFRE (0,8 mm, 2 mm a 3 mm) ma nejlepsi vysledky pii stanoveni
5A6NQ CFRE o priméru 2 mm (DPV Lp = 4,3 x 107 mol L"). Oxidace i redukce
5A6NQ je na CFRE ireverzibilni, fizena difuzi i adsorpci. Praktické stanoveni bylo
uspésn¢ demonstrovano na stanoveni SA6NQ v modelovych vzorcich pitné a rybni¢ni

vody na CFRE o priméru 2 mm.

o Byly vyvinuty jednoduché, citlivé voltametrick¢é a FIA metody pro stanoveni frans-
resveratrolu na CFRE. Optimalni podminky byly BR pufr pH 2 s methanolem (1:1,
V/V) pro voltametrické metody (kromé¢ AdSDPV) a BR pufr o pH 10 s methanolem
(1:1, »v) pti pracovnim potencialu +1,0 V nebo 306 nm pro FIA.

o Na CPE nebyla pozorovana vyznamna akumulace trans-resveratrolu narozdil od CFRE,
kde byly vybrany optimalni podminky akumulace: BR pufr pH 10 s methanolem (95:5,
V/V) pii potencialu 100 mV po dobu 10 min (Lp =2,2 x 107 mol L™).

o Vyvinuté voltametrické a FIA metody stanoveni trans-resveratrolu na CFRE byly
uspésné aplikovany na farmaceuticky ptipravek Evelor (deklarovany obsah trans-
resveratrolu 50 mg). Stanoveny obsah se pro vSechny pouzité metody (DPV na CPE a
CFRE, spektrometrie, FIA s elektrochemickou detekci na CPE a CFRE a
spektrofotometrickou detekei) pohyboval v rozpéti od 49,0 do 50,9 mg.
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