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Seznam použitých zkratek 

5A6NQ  5-amino-6-nitrochinolin (5-amino-6-nitroquinoline) 
a   hladina významnosti 
A   absorbance 
Ap   plocha píku 
AdSDPV  adsorp� ní rozpoušt� cí diferen� ní pulzní voltametrie 
AU, mAU   jednotky absorbance 
BR   Britton� v-Robinson� v pufr 
c   koncentrace 
CAS   Chemical Abstracts Service 
CFRE(s)  uhlíková vláknová ty� inková elektroda (Carbon Fiber Rod Electrode(s)) 
CPE(s)   uhlíková pastová elektroda (Carbon Paste Electrode(s)) 
CV   cyklická voltametrie 
DCV   DC (Direct Current) voltametrie 
DPV   diferen� ní pulzní voltametrie 
E1/2   p� lvlnový potenciál 
Ein   po� áte� ní potenciál 
Ep   potenciál píku 
ED   elektrochemická detekce 
FIA   pr� toková injek� ní analýza (Flow Injection Analysis) 
GC   plynová chromatografie 
GC-MS  plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
GCE(s)  elektroda ze skelného uhlíku (Glassy Carbon Electrode(s)) 
hp   výška píku 
HC   heterocyklické uhlovodíky 
HCA   heterocyklické aminy 
HPLC   vysokoú� inná kapalinová chromatografie 
IARC   International Agency for Research on Cancor 
IF   impakt faktor 
I lim   limitní proud 
Ip   proud píku 
l    vlnová délka 
LD   mez detekce (Limit of detection) 
MeOH   methanol 
EtOH   ethanol 
Mr   relativní molekulová hmotnost 
n   po� et m�� ení 
p.a.   pro analýzu 
PAH   polycyklické aromatické uhlovodíky 
pH   záporný dekadický logaritmus aktivity hydroxoniových iont�
pK   záporný dekadický logaritmus disocia� ní konstanty 
R   korela� ní koeficient 
R2   koeficient determinace 
RP-18   reverzní fáze s chemicky vázaným oktadecylsilanem 
RP-HPLC  vysokoú� inná kapalinová chromatografie na reverzních fázích
RSD   relativní sm� rodatná odchylka 
t   � as 
tacu   doba akumulace 



5

UV   ultrafialová oblast 
v   rychlost polarizace 
VIS   viditelná oblast 
V/V   objemový zlomek 



6

ABSTRAKT (CZ) 

V rámci této diserta� ní práce byly studovány elektrochemické vlastnosti nových typ�

uhlíkových pastových elektrod (CPE) a uhlíkových vláknových ty� inkových elektrod 

(CFRE), které byly sou� asn�  využity pro vývin vysoce citlivých a selektivních 

voltametrických a amperometrických metod pro stanovení 5-amino-6-nitrochinolinu a trans- a 

cis- izomer�  resveratrolu. 

Uhlíkové pastové elektrody byly porovnány z hlediska velikosti mikrokuli� ek skelného 

uhlíku obsažených v past�  (pr� m� ry 0,4 – 12 mm, 10 – 20 mm, 20 – 50 mm) ve srovnání 

s uhlíkovou pastovou elektrodou z práškového grafitu a elektrodou ze skelného uhlíku. 

Elektrochemické vlastnosti byly zkoumány s použitím hexakyanoželeznatanu draselného ve 

vodném prost�edí a 5-amino-6-nitrochinolinu (5A6NQ) v prost�edí methanol-voda. 

Dále byla uhlíková pastová elektroda využita v amperometrickém detektoru typu wall-

jet zapojeném sériov�  za spektrometrický detektor k vývinu nové HPLC metody 

s elektrochemickou detekcí a spektrofotometrickou detekcí pro stanovení trans-resveratrolu a 

cis-resveratrolu ve vzorcích nažek, slupek a listech pohanky tatarské a obecné. Metoda byla 

optimalizována a využita pro zjišt� ní skute� ného obsahu resveratrolu ve vzorcích šesti variet 

pohanky obecné a dvou variet pohanky tatarské. 

Elektrochemické vlastnosti uhlíkových vláknových ty� inkových elektrod byly 

sledovány u elektrod o r� zných pr� m� rech (0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomocí porovnání 

stanovení vybraných analyt�  (hexakyanoželeznatan draselný, 5-amino-6-nitrochinolin) s 

využitím voltametrických metod (DC voltametrie (DCV), diferen� ní pulzní voltametrie 

(DPV), cyklické voltametrie (CV), adsorp� ní rozpoušt� cí diferen� ní pulzní voltametrie 

(AdSDPV)). Praktické použití optimalizovaných metod bylo demonstrováno na stanovení 

5A6NQ na CFRE  v modelových vzorcích pitné a rybni� ní vody. 

 V poslední � ásti práce byla vyvinuta nová metoda stanovení trans-resveratrolu využívající 

voltametrické metody (DCV, DPV, DCV a AdSDPV) a pr� tokové injek� ní analýzy (FIA) 

s elektrochemickou detekcí na CFRE a tato byla porovnána se stanovením na CPE a v p�ípad�

FIA i se spektrofotometrickou detekcí. Praktická aplikace metod byla testována na stanovení 

trans-resveratrolu v pastilkách p�ípravku Evelor.
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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 trans- 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 mm; 10 – 20 mm; 20 – 50 mm) 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 5A6NQ 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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1. ÚVOD 

Tato diserta� ní práce je p�edkládána jako p�ísp� vek ke stále významn� jší oblasti 

environmentální analýzy. Byla vypracována v rámci výzkumu v UNESCO laborato�i 

elektrochemie životního prost�edí v Praze ve snaze prom�� it a porovnat elektrochemické 

vlastnosti nových typ�  uhlíkových pastových a vláknových elektrod, které sou� asn�  využít 

pro vývin vysoce citlivých a selektivních voltmetrických a amperometrických metod pro 

stanovení 5-amino-6-nitrochinolinu a obou izomer�  resveratrolu (cis- a trans-). 

Práce je založena na p�ipojených � ty�ech v� deckých publikacích1-4, které tvo�í sou� ást 

práce jako p�ílohy I až IV (Kapitoly 7 až 10). Publikace, které jsou sou� ástí této diserta� ní 

práce, jsou citovány jako tu� ný, podtržený horní index. 

1.1 Stav problematiky

Uhlíkové pastové elektrody (CPE) se b� žn�  používají v moderních elekroanalytických 

metodách ke stanovení anorganických i organických analyt� . Mezi výhody pasty pat�í snadná 

regenerace jejího povrchu, nízké hodnoty zbytkových proud� , ší�ka potenciálového okna 

srovnatelná s pevnými elektrodami a snadná modifikace pasty6. Meze stanovitelnosti na 

nemodifikovaných CPE jsou b� žn�  1 ́  10-6 až 1 ́  10-7 mol L-1. Možnost využití CPE jako 

materiálu elektrochemického detektoru v pr� tokové injek� ní analýze (FIA) nebo 

vysokoú� inné kapalinové chromatografii (HPLC) p�ineslo až využití mikrokuli� ek skelného 

uhlíku, jejichž pasta nap�íklad s minerálním olejem je p�ekvapiv�  stálá i v prost�edí 

acetonitrilu a methanolu7. 

Uhlíková vláknová ty� inková elektroda (CFRE) se �adí mezi kompozitní elektrody. 

Mezi výhody CFRE pat�í nízké po�izovací náklady, jednoduchá výroba, dostupnost 

nejr� zn� jších velikostí i tvar� . P�estože se nejedná o zcela novou elektrodu, v� deckých � lánk�

zabývajících se jejich elektrochemickými vlastnostem a použití je jen málo7,8.  
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Oba izomery resveratrolu (cis- a trans-) p�edstavují velice zajímavé látky se stále 

rostoucím zájmem9-11. Resveratrol pat�í do skupiny stilben�  a fytoalexin� , který lze naleznout 

ve velké �ad�  rostlin. Mezi vlastnosti, které jsou d� vodem takového zájmu o oba izomery, 

pat�í antioxida� ní, kardioprotektivní, antikarcinogenní, neuroprotektivní, fungicidní a 

hepatoprotektivní ú� inky. Resveratrolu je v� novaná celá kapitola 2 v této diserta� ní práci, ve 

které jsou rozvedeny vlastnosti, výskyt i p�ehled použitých metod pro stanovení.  

Druhou látkou, kterou se zabývá tato diserta� ní práce, je 5-amino-6-nitrochinolin 

(5A6NQ), který pat�í do skupiny nitro- a aminoderivát�  heterocyklických uhlovodík� . Na 

rozdíl od resveratrolu o 5A6NQ neexistuje moc v� deckých publikacích. 5A6NQ byl pro naši 

práci zajímavý p�edevším z hlediska p�edešlých zkušeností12,13 a možnosti jeho využití 

k otestování elektrod i v oblastech katodických potenciálu, kterou resveratrol neumož� uje. 

Rovn� ž 5A6NQ je v� nována celá jedna kapitola v této práci (kapitola 3). 

1.2 Cíl práce

Cílem této práce bylo vyvinutí elektrochemických metod p�edevším pro stanovení cis- a 

trans-resveratrolu na uhlíkové pastové elektrod�  (CPE) a uhlíkové vláknové ty� inkové 

elektrod�  (CFRE) a porovnání vlastností obou typ�  použitých elektrod. Jelikož jsou oba 

izomery resveratrolu citlivé na sv� tlo, byl pro testování elektrochemických vlastností elektrod 

použit hexakyanoželeznatan draselný a 5-amino-6-nitrochinolin (5A6NQ), který umož� uje 

studium i v katodické oblasti potenciál� . Cílem práce bylo porovnat i uhlíkové pastové 

elektrody z hlediska velikosti mikrokuli� ek skelného uhlíku obsažených v past�  (pr� m� ry 0,4 

– 12 mm, 10 – 20 mm, 20 – 50 mm). Rovn� ž sledovat vlastnosti uhlíkové vláknové ty� inkové 

elektrody o r� zných pr� m� rech (o pr� m� rech 0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomocí porovnání 

stanovení výše uvedených analyt�  (hexakyanoželeznatan draselný, 5-amino-6-nitrochinolin a 

oba izomery resveratrolu) s využitím voltametrických metod (DC voltametrie (DCV), 

diferen� ní pulzní voltametrie (DPV), cyklické voltametrie (CV), adsorp� ní rozpoušt� cí 

diferen� ní pulzní voltametrie (AdSDPV)) a pr� tokové injek� ní analýzy (FIA), a to 

porovnáním s CPE a spektrofotometrií v UV/VIS oblasti.  

Nov�  vyvinuté voltametrické a amperometrické metody stanovení cis- a trans-

resveratrolu aplikovat na reálné vzorky pohanky obecné a tatarské (stanovení obsah�

resveratrolu ve vzorcích nažek, slupek a list� ) a farmaceutický p�ípravek Evelor. 
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2. RESVERATROL 

Již dlouhá léta je v� nována pozornost názoru, že zvýšená konzumace ovoce a zeleniny 

m� že snižovat riziko vzniku kardiovaskulárních chorob, n� kterých typ�  rakoviny a n� kterých 

dalších onemocn� ní. P�edpokládá se, že je to díky vysokému obsahu antioxidant�  (název 

složen z �eckého slova anti – proti a latinského oxidátió – oxidace), tedy látek, které mají 

schopnost ochrany bun� k p�ed p� sobením volných radikál�  (nap�. reaktivní formy kyslíku)1. 

Volné radikály vznikají z vdechovaného kyslíku a rovn� ž v procesu oxidace v organismu. 

Chovají se velice agresivn� , v organismech narušují bun�� nou st� nu, a pokud se jim to 

povede, narušují dál i vnit�ní základní strukturu bu� ky v� etn�  DNA2. Antioxidanty lze d� lit 

na p�irozené (p�irozen�  se vyskytující v p�írod� ) a syntetické (um� le p�ipravené). Mezi ú� inné 

p�irozené p�írodní antioxidanty, jenž jsou sou� ástí naší potravy, pat�í vitamin C, vitamin E, b-

karoten a velká skupina látek souhrnn�  ozna� ovaných jako polyfenoly3.  

Doposud bylo identifikováno n� kolik tisíc fenolických látek s velkou rozmanitostí struktur, 

které obsahují alespo�  jeden aromatický kruh s jednou nebo více hydroxylovými skupinami. 

Polyfenoly p�edstavují jednu z nejb� žn� jších a nejrozší�en� jších skupin látek v rostlinách, 

jedná se o sekundární metabolity rostlin vyskytující se ve všech vegetativních orgánech, 

kv� tech i plodech. Polyfenoly se klasifikují do n� kolika kategorií: lignany, flavonoidy, 

fenolické alkoholy, fenolické kyseliny a stilbeny4. 

Stilbeny5-8 p�edstavují malou skupinu fenylpropanoid�  charakterizovanou 1,2-

difenylethylenovou skupinou. Samotný název pochází z �eckého stilbos – zá�ící. Stilbeny 

existují jako stereoizomery ve form�  (E)-stilbenu (trans-stilben) a (Z)-stilbenu (cis-stilben), 

jehož konjugace je stericky brán� na, a tento izomer je mén�  stabilní. Nejznám� jším a nejvíce 

studovaným stilbenem je práv� resveratrol. Dalším stilbenem je piceatannol9,10 (trans-

3,3´,4,5´-tetrahydroxystilben) b� žn�  se vyskytující v cukrové t�tin� , bobulových plodech 

(slupka hrozn� ) a o�íšcích, vykazuje antikarcinogenní a kardioprotektivní vlastnosti. Studie 

prokázaly, že se jedná o jeden z metabolit�  resveratrolu vznikajících pomocí enzym�
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cytochromu P450. V n� kolika druzích borovice (p�evážn�  v jádrovém d�ev�  a plísn� mi 

napadeném jehli� í) a eukalyptu byl nalezen pinosylvin11 (trans-3´,5´-dihydroxystilben), který 

má antibakteriální, antifungicidní, estrogenní a potenciální antikarcinogenní efekt. V extraktu 

ko�ene asijské rostliny rhenum undulantum (reve�  kade�avá), jenž je sou� ástí tradi� ní 

medicíny v Koreji, Japonsku a � ín� , byl identifikován  rhaponticin , který je glykosylovaný 

stilben rhapontigenin7,12 (3,3´,5-trihydroxy-4´´-methoxystilben). Rhapontigennin inhibuje 

uvol� ování histaminu z žírných bun� k (lé� ba alergií), rovn� ž má protizán� tlivé, 

antikarcinogenní a kardioprotektivní ú� inky. V� tšina dosud známých slou� enin prokazuje 

potenciální kardioprotektivní, protizán� tlivý a chemopreventivní efekt. Dalšími známými 

stilbeny jsou pterostilben (vyskytující se v vinných hroznech, bor� vkách, brusnici 

ty� inkovité)13,14, astringin15 (vinných hroznech), glykosid resveratrolu piceid16 (vinných 

hroznech, chmelu, � okolád� ), dehydrooligomery resveratrolu eeee-viniferin a dddd-viniferin 17

(vinných hroznech), amurensin18 (rév�  amurské), a další.  

Resveratrol (3,5,4´-trihydroxystilben, Obr. 2.1, jméno složené z latinských slov res – 

pocházející z, „veratr“ od veratrum – � eme�ice a koncovka „ol“ nazna� uje p�ítomnost 

alkoholových skupin) byl poprvé  izolován z ko�en� � eme�ice bílé (Veratrum grandiflorum) 

v roce 194019, následn�  ze sušených ko�en�  k�ídlatky japonské (Polygonum cuspidatum) 

v roce 196320. Sušené ko�eny k�ídlatky japonské byly využívány v tradi� ní � ínské a japonské 

medicín�  pod názvem „Ko-jo-kon“ k lé� b�  zán� t�  k� že, kvasinkových infekcí, poruch 

metabolismu tuk�  a onemocn� ní srdce. V roce 1976 byl resveratrol nalezen v listech a 

slupkách hroznového vína (Vitis vinifera L.)21. Od 90. letech 20. století vzr� stal zájem o jeho 

výskyt a vlastnosti, v d� sledku epidemiologických studií22-25 prokazujících vztah mezi 

konzumací � erveného vína a srde� ními onemocn� ními, vysv� tlující tzv. „Francouzský 

paradox“ (nižší � etnost úmrtí v d� sledku onemocn� ní koronárních tepen v n� kterých � ástech 

Francie, navzdory vysoké spot�eb�  tuk� ). 

Resveratrol, tak jak je charakteristické pro stilbeny, existuje ve dvou izomerních 

formách trans-resveratrolu a cis-resveratrolu. Trans-izomer je stabiln� jší forma, izomerizace 

trans- na cis-formu probíhá UV zá�ením a vysokými hodnotami pH, obrácený p�echod 

izomer�  z cis- na trans-formu probíhá p� sobením sv� tla ve viditelné oblasti, vysokými 

teplotami nebo nízkými hodnotami pH26. V rostlinném materiálu se obvykle vyskytuje sm� s 

obou izomer� , ale množství trans-resveratrolu obvykle p�evažuje. Komer� n�  dostupný je 

pouze trans-resveratrol, cis-resveratrol je � áste� n�  možné z trans-formy p�ipravit ozá�ením 

denním sv� tlem, ale výsledkem bude vždy sm� s obou izomer� 27. 
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Resveratrol pat�í do skupiny fytoalexin�  (název složen z �eckých slov phuto – rostlina a 

alexein – chránit), což jsou sekundární metabolity rostlin, které se tvo�í jako odpov��  na stres 

(mechanické poškození, UV zá�ení, ozon) nebo po napadení rostliny bakteriemi, viry, 

plísn� mi (nap�. Botrytis cinerea, Plasmopara viticola) � i houbami. Jeho výskyt je velmi 

široký, udává se, že byl nalezen ve více jak 72 rostlinných druzích28. Mezi rostliny pozitivn�

testované na resveratrol m� žeme za�adit vinné hrozny (s obsahem 50 až 100 mg resveratrolu 

na kilogram sušiny) 29,30, � ervené víno (1 až 6 mg L-1)31,32,33, bílé víno (0,2 až 0,8 mg L-1) 34,35, 

arašídy36, moruše37, raj� ata38, pistácie39, � ervené zelí40, brokolice40, špenát40, � ekanka41, 

brusinky42, bor� vky43 a další. Resveratrol byl rovn� ž identifikován spolu s ostatními 

flavonoidy v pohance44. Jelikož nebyl dosud znám konkrétní obsah resveratrolu v pohance, 

� ást této práce byla zam�� ena práv�  na stanovení resveratrolu v nažkách, slupkách a listech ve 

vybraných varietách pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Möench) a tatarské 

(Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn)45. 

Ve velké �ad�  publikací byly prokázány protizán� tlivé46, fungicidní47, antioxida� ní48,  

neuroprotektivní49, kardioprotektivní50-52, antikarcinogenní53-55, hepatoprotektivní56, 

fytoestrogenní57 ú� inky. Pozitivní výsledky byly prokázány na civiliza� ní choroby jako 

diabetes58 a Alzheimerovu chorobu59. Resveratrol prokázal jak in vitro, tak in vivo

chemopreventivní a chemoterapeutické ú� inky,  jelikož zasahuje do �ízení bun�� ného cyklu a 

apoptózy60,61.  

Mezi metody využívané ke stanovení resveratrolu se �adí HPLC s UV/VIS62,63, MS64, 

fluorescen� ní65 a elektrochemickou66 detekcí, dále GC/MS67,68 a elektroforéza69,70. 

Elektrochemické vlastnosti resveratrolu byly zkoumány na elektrod�  ze skelného uhlíku71, 

kde byly pozorovány dva ireverzibilní oxida� ní píky odpovídající oxidaci jedné fenolové a 

jedné resorcinolové hydroxyskupin� . Dále byla použita st�íbrná elektroda72, kde byl zjišt� n 

pom� rn�  úzký lineární dynamický rozsah použité adsorp� ní rozpoušt� cí voltametrie mezi 

koncentracemi 2 ´  10-9 až 1 ́  10-8 mol L-1 a 1 ́  10-8 až 9 ́  10-8 mol L-1. Na uhlíkové pastové 

elektrod�  (CPE) z grafitového prášku a parafinového oleje73,74 byl pozorován jeden 

ireverzibilní oxida� ní pík. 
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Obr.2.1 Struktura trans-resveratrolu (A) a cis-resveratrolu (B). 
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graphite electrode and its determination in tablet dosage form, J. Chin. Chem. Soc., 55 (2008): 264-270. 
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3. 5-AMINO-6-NITROCHINOLIN 

5-Amino-6-nitrochinolin (5A6NQ, Obr. 4.1) pat�í do skupiny nitro- a aminoderivát�

heterocyklických uhlovodík�  (HC). Toxikologické vlastnosti 5A6NQ byly studovány na 

Tetrahymena pyriformis (IGC50-koncentrace zp� sobující 50% pokles r� stu), které jsou 

srovnatelné s 3,5-dinitroanilinem1. Látka byla použita na syntézu nových druh�  lokálních 

anestetik2 a n� kterých radioligand� 3 s využitím v pozitronové emisní tomografii. 

Obecn�  jsou heterocyklické aminy (HCA) skupinou škodlivých látek4,5. Vznikají 

zejména p�i tepelném zpracování masa (nad 150 °C)6,7, spalování fosilních paliv8 a nacházejí 

se v cigaretovém kou�i9. Z potravy bylo izolováno nejmén�  23 HCA, chemická struktura byla 

ur� ena u 19 z nich a u 10 byly prokázány mutagenní a karcinogenní ú� inky10. Genotoxicita 

HCA závisí na metabolitické aktivaci detoxika� ními enzymy, hlavn�  jaterním cytochromem P 

450. Enzym oxiduje aminoskupinu na hydroxyaminoskupinu, která je následn�  esterifikována 

a tato kone� ná forma tvo�í adukty s DNA11.  

Karcinogenní a mutagenní vlastnostmi byly prokázány u 2-amino-3,4-dimethylimidazo 

[4,5-ƒ] chinolinu a 2-amino-3-methylimidazo [4,5-ƒ] chinolinu12,13.  

5-Amino-6-nitrochinolin byl využit k testování elektrochemických vlastností použitých 

nových elektrod. Elektrochemické vlastnosti 5A6NQ byly již studovány v p�edešlých 

pracech14-16. Z prom�� ených cyklických voltamogram�  v Brittonov� -Robinsonov�  (BR) pufru 

o pH 2, 7 a 11 na CPE (s obsahem mikrokuli� ek skelného uhlíku s pr� m� ry 0,4 – 12 mm) 

vyplývá, že redukce i oxidace 5A6NQ p�i daných podmínkách probíhá ireverzibiln�  za 

kontroly nejen dif� ze a b� hem m�� ení dochází k pasivaci pracovní elektrody. Pro použité 

metody anodické a katodické DCV, DPV a AdSDPV byly nalezeny optimální podmínky a 

nam�� eny meze detekce, které jsou uvedeny v tabulce 3.1.
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Tab. 3.115,16

Optimální podmínky a meze detekce  pro voltametrické metody stanovení 5A6NQ. 

LD  
Voltametrická metoda stanovení 5A6NQ 

mol L -1

    Anodická DPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 2,0 ́ 10-6

    Anodická DCV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 3,1 ́  10-6

    Katodická DPV 0,1 mol L-1 H3PO4 o pH 1,6 s MeOH (1:1, V/V) 1,3 ́  10-6

    Katodická DPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1:1, V/V) 1,9 ́  10-6

    Katodická DCV v 0,1 mol L-1 H3PO4 o pH 1,6 s MeOH (1:1, V/V) 1,5 ́  10-6

    Anodická AdSDPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (95:5, V/V),  

     Eaku= 500 mV, taku = 5 minut 
1,4 ́  10-6

Po získání poznatk�  z voltametrických metod bylo prostudováno chování 5A6NQ v 

pr� tokových systémech. Vyvinuta byla metoda stanovení 5A6NQ na HPLC-RP 18 s 

elektrochemickou detekcí na CPE (s obsahem mikrokuli� ek skelného uhlíku s pr� m� ry 0,4 – 

12 mm) v porovnání se spektrofotometrickou detekcí (295 nm). V p�ípad�  elektrochemické 

detekce byla využita jak oxidace, tak i redukce 5A6NQ na CPE. V p�ípad�  oxidace byly 

nalezeny optimální podmínky: BR pufr pH 7 s methanolem v pom� ru 10:90 (V/V) a potenciál 

amperometrické detekce +1,2 V. Meze stanovitelnosti zjišt� né pro spektrofotometrickou (LD

= 1,1 ́  10-7 mol L-1) a amperometrickou detekci (LD = 1,6 ́  10-7 mol L-1) jsou srovnatelné14. 

Pro redukci 5A6NQ byly zvoleny jako optimální mobilní fáze tvo�ená fosfátovým pufrem o 

pH 2 s methanolem v pom� ru 10:90 (V/V) a potenciál amperometrické detekce -0,9 V. Ze 

získaných mezí detekce pro spektrofotometrickou (LD = 1,3 ´  10-7 mol L-1) a 

amperometrickou detekci (LD = 4,9 ́  10-7 mol L-1) je patrné, že elektrochemická detekce s 

využitím redukce 5A6NQ nedosahuje takových výsledk�  jako pro využití oxidace 

5A6NQ15,16. 

N

NH2

O2N

Obr.4.1 Struktura 5-amino-6-nitrochinolinu. 
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4. ELEKTROCHEMICKÉ METODY A PRACOVNÍ 

ELEKTRODY  

Historicky první záznam polarogramu (voltamogramu) byl uskute� n� n 9.února 1922 

Jaroslavem Heyrovským, který za objev polarografie 10. prosince 1959 p�evzal Nobelovu 

cenu. Od té doby voltametrické (polarografií je historicky ozna� ována voltametrická metoda 

s pracovní kapající rtu� ovou elektrodou) metody prošly zna� ným vývojem. Se vzr� stajícím 

nárokem na citlivost obzvlášt�  ve farmaceutické a biochemické praxi byla polarografie 

nahrazována citliv� jšími a nákladn� jšími metodami spektrálními, chromatografickými, a 

dalšími. V šedesátých letech z tohoto d� vodu zájem o polarografii poklesl, ale už 

v sedmdesátých letech lze zaznamenat obrovskou vlnu op� tovného zájmu, který byl vyvolán 

dostupností citlivých pulzních polarograf� 1. Výhody polarografických a voltametrických 

technik jako jsou: nízké po�izovací náklady a provozní náklady, široký dynamický lineární 

rozsah, široké spektrum elektrochemicky aktivních látek, vysoká citlivost (� asto stanovení i 

subnanomolárních koncentrací elektrochemicky aktivních látek), vysoká rychlost a snadná 

automatizovatelnost a v �ad�  p�ípad�  posta� ující selektivita, � asto umož� ují použití i 

v konkurenci p�evládajících spektrometrických a separa� ních metod. V neposlední �ad�  jsou 

voltametrické metody nezávislými analytickými metodami (z pohledu legislativních 

požadavk�  pro nutnost použití n� kolika nezávislých metod jako d� kaz p�ítomnosti ur� ité 

látky v analyzovaném vzorku), kde molekula analytu je p�ímo zdrojem m�� eného signálu 

zp� sobeného proudem vznikajícím p�i vým� n�  elektron�  mezi pracovní elektrodou a 

molekulou samotné látky2.  

V této práci byly využity následující techniky: DC voltametrie (DCV), diferen� ní pulzní 

voltametrie (DPV), cyklická voltametrie (CV) a adsorp� ní rozpoušt� cí diferen� ní pulzní 

voltametrie (AdSDPV). Elektrochemický detektor (amperometrický) byl rovn� ž použit 

v kombinaci s HPLC a FIA spolu se spektrofotometrickým detektorem zapojeném v sérii. 

Principy, možnosti a omezení výše uvedených technik jsou popsány v monografiích3-5. 
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4.1 Uhlíková pastová elektroda (CPE) 

Uhlíkové pastové elektrody (carbon paste electrode, CPE, Obr. 4.1 A) byly vyvinuty 

profesorem Ralphem Normanem Adamsem v roce 19586 ve snaze nalézt uhlíkovou 

alternativu ke kapající rtu� ové elektrod�  s obnovitelným povrchem využitelnou pro anodické 

oxidace. Realizace této „kapající   uhlíkové elektrody“ se neosv� d� ila, avšak hustší sm� s 

práškového uhlíku a organické kapaliny se ukázala jako velmi vhodný materiál pro konstrukci 

elektrod se zajímavými vlastnostmi7.  

Uhlíková pastová elektroda pat�í mezi heterogenní uhlíkové elektrody8, p�ipravuje se 

d� kladným smíšením uhlíkového prášku s vhodným pojivem a napln� ním do elektrodového 

pouzdra9. Jako uhlíkové materiály se používají nej� ast� ji grafitový prášek nebo mikrokuli� ky 

skelného uhlíku10-12, které umož� ují práci i v prost�edích s vysokým obsahem organického 

rozpoušt� dla. Požadovanými vlastnostmi uhlíkového materiálu je stejná velikost � ástic a 

nízká adsorp� ní schopnost9. Jako pojivo se používají p�evážn�  chemicky inertní, 

elektrochemicky neaktivní a málo t� kavé látky, nej� ast� ji organické kapaliny jako nap�. 

minerální, silikonový nebo parafinový olej (Nujol). Elektrochemické vlastnosti CPEs se 

odvíjejí od jednotlivých komponent uhlíkové pasty. A�  by mohly být jako elektroda brány 

pouze uhlíkové � ástice a nikoli elektricky nevodivé organické pojivo (pastovací kapalina), 

v �ad�  p�ípad�  bývají elektrodové d� je komplikovány p�ítomností pastovací kapaliny, nebo�

tato se m� že ú� astnit d� j�  spojených s p�enosem elektronu a rovn� ž se podílet na fyzikálních 

a chemických interakcích s analytem � i jinými složkami roztoku. Tenký film kapaliny, a�

tém��  spojitý nebo nesouvislý, zpomaluje v �ad�  p�ípad�  p�enos náboje (hmoty) na 

elektrodovém povrchu, což se jako výsledek projevuje vyšším p�ep� tím n� kterých redoxních 

systém�  na CPEs ve srovnání s pevnými uhlíkovými elektrodami. Chování �ady p�ipravených 

past se mnohdy ustálí až po ur� ité dob�  (asi 24 hodin), z�ejm�  v d� sledku následné samovolné 

homogenizace � erstv�  p�ipravené sm� si. Na základ�  t� chto zkušeností se zdá vhodn� jší nechat 

elektrody napln� né � erstvou pastou v klidu ustálit alespo�  p�es noc. Napln� ná elektroda se 

p�echovává pono�ena koncovým otvorem v nádobce s destilovanou vodou, aby se zabránilo 

pozvolnému vysychání pasty13.  

Mezi výhody CPE pat�í velice snadná modifikace pasty14, snadná regenerace povrchu 

(posta� uje pooto� ení pístu a ot�ení pasty do vlhkého filtra� ního papíru), nízké hodnoty 

zbytkových proud�  a ší�ka potenciálového okna srovnatelná s pevnými elektrodami.  

Pokud zde popisujeme vlastnosti CPEs, musíme uvést i nevýhody, mezi které pat�í nižší 

reprodukovatelnost odezvy daná heterogenitou povrchu pasty a nezanedbatelný proud, 
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zp� sobený elektrodovou redukcí rozpušt� ného kyslíku v past� , který se projevuje rušiv�

v oblasti katodických potenciál� 15. 

P�i analýzách složitých sm� sí organických látek separa� ními metodami se CPEs rovn� ž 

uplatnily p�i konstrukcích elektrochemických detektor� 16, nap�. p�i spojení HPLC nebo FIA 

s amperometrickým detektorem typu wall-jet (Obr. 4.1 B), které bylo použito i v této 

práci17,18. U t� chto detektor�  jsou pozitivn�  hodnoceny hlavn�  mechanické vlastnosti pasty a 

jednoduchost regenerace jejího povrchu. 

                

Obr.4.1 Fotografie A) CPE z grafitového prášku a minerálního oleje (5), CPE z mikrokuli� ek 

skelného uhlíku a minerálního oleje (2-4) a elektroda ze skelného uhlíku (1), B) 

elektrochemický detektor typu wall-jet s pracovní CPE. 

4.2 Uhlíková vláknová ty� inková elektroda (CFRE) 

Uhlíková vláknová ty� inková elektroda (carbon fiber rod electrode, CFRE, Obr. 4.2 A) 

se �adí mezi kompozitní elektrody. Konstrukce elektrody z uhlíkové vláknové ty� inky (Obr. 

4.2 B, C) je pom� rné jednoduchá, obnáší p�ipojení elektrického kontaktu (v našem p�ípad�

vodivý lak a m� d� ný drát) k n� kolikacentimetrovému kousku ty� inky. Uhlíkové vláknové 

ty� inky se vyráb� jí pr� myslov�  procesem ozna� ovaným jako pultruze, ve kterém se soub� žn�

orientovaná uhlíková vlákna vedou do vany s prysky�icí a protla� ují se do požadovaného 

tvaru za zvýšeného tlaku a teploty. Použití uhlíkových vláknových ty� inek je velice široké, 

všude tam, kde je zapot�ebí lehký, ale pevný materiál (modelá�ství). 

Samostatná uhlíková vlákna jsou v elektrochemii známa už delší dobu19. Své využití 

mají p�edevším v oblastech, kde je pot�eba m�� it ve velmi malých objemech (in vivo). Jejich 

pr� m� r se pohybuje v rozmezí 5-50 mm a vyráb� jí se tepelným zpracováním z výchozího 

A 

B 

1 2 3 4 5
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polymeru (polyakrylonitrilu) nebo z ropné prysky�ice. Uhlíková vlákna byla použita do 

r� zných kompozitních elektrod, nap�. náhodn�  orientovaná nasekaná vlákna s polymery jako 

nylon20,21.  

Mezi výhody CFRE pat�í p�edevším nízká cena, jednoduchá výroba, dostupnost 

nejr� zn� jších velikostí a tvar� . I p�es to, že se nejedná o zcela novou elektrodu, pracích 

v� nujících se elektrochemickým vlastnostem kompozitních elektrod na bázi uhlíkových 

vláken a epoxidu není mnoho22-24 a jen jedna práce je v� nována jejich využití v kapilární 

HPLC25. Z našich prací, které jsou rovn� ž sou� ástí této práce, byly zjišt� ny zajímavé 

elektrochemické vlastnosti CFRE26,18. St� ny uhlíkové ty� ky jsou elektrochemicky neaktivní a 

síla signálu nezávisí na hloubce pono�ení elektrody. Ší�ka potenciálového okna je mírn�  užší 

než u GCE. Povrch elektrody lze obnovovat mechanicky p�elešt� ním na jemném brusném 

papí�e nebo pomocí suspenze aluminy. Opakovatelnost signálu p�i obnovování povrchu po 

každém m�� ení je pod 4,5 %.  

  

Obr.4.2 Fotografie A) vyrobené uhlíkové vláknové ty� inkové elektrody s pr� m� rem 0,8 mm, 

2,0 mm a 3,0 mm, B) uhlíkové vláknová ty� inka s pr� m� rem 0,8 mm, C) úmysln�  poškozený 

konec uhlíkové vláknové ty� inky s pr� m� rem 0,8 mm. 

A B 

C 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE  

5.1 Voltametrické porovnání uhlíkových pastových elektrod z r� zn�  velkých 

mikrokuli � ek skelného uhlíku 

 Uhlíkové pastové elektrody obsahující mikrokuli� ky skelného uhlíku jsou b� žn�  známy 

a používají se hlavn�  v prost�edích s  vyšším obsahem organického modifikátoru (methanol, 

acetonitril)1,2. Jelikož doposud nebyly systematicky porovnávány elektrochemické vlastnosti 

elektrod p�ipravených z r� zn�  velkých mikrokuli� ek skelného uhlíku, tato � ást práce se 

zam�� ila na tuto tématiku. Testované byly uhlíkové pasty s obsahem 250 mg mikrokuli� ek 

skelného uhlíku s pr� m� ry 0,4 – 12 mm, 10 – 20 mm, 20 – 50 mm nebo krystalický grafit 

s pr� m� rem � ástic 2 mm a ve všech p�ípadech byl použit minerální olej jako pastovací 

kapalina. Elektrochemické vlastnosti byly zkoumány s použitím hexakyanoželeznatanu 

draselného ve vodném prost�edí a 5-amino-6-nitrochinolinu (5A6NQ) v prost�edí methanol–

voda. 

5.1.1 Elektrochemická charakterizace CPEs

Povrchy p�ipravených past byly fotografovány pod mikroskopem. Ze získaných snímk�

je z�ejmé, že povrch past p�ipravených z mikrokuli� ek skelného uhlíku je logicky tím hrubší, 

� ím jsou kuli� ky v� tší. Rovn� ž b� hem p�ípravy past bylo zjišt� no, že p�íprava pasty je 

nejjednodušší s nejmenšími mikrokuli� kami uhlíku, jelikož promíchání prášku a minerálního 

oleje je mnohem snazší a rychlejší. Prvním krokem bylo prom�� ení potenciálních oken všech 

použitých elektrod v prost�edích NaOH, KCl, HClO4, H2SO4 (všechny 0,1 mol L-1) a 

v Brittonov� -Robinsonov�  (BR) pufru o pH 2, 7 a 12. Potenciálová okna všech t�í past 

z mikrokuli� ek skelného uhlíku jsou v alkalických prost�edích užší než u elektrody ze 

skelného uhlíku. Elektroda z krystalického grafitu vykazovala nejužší potenciálové okno ze 

všech použitých elektrod. Elektrochemické vlastnosti elektrod byly zkoumány s využitím 
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metod cyklické voltametrie (CV), DC voltametrie (DCV) a diferen� ní pulzní voltametrie 

(DPV) v roztoku hexakyanoželeznatanu draselného o r� zných koncentracích v prost�edí 

1 mol L-1 KCl. Pomocí cyklické voltametrie bylo zjišt� no, že oxida� ní proces K4[Fe(CN)6] na 

všech elektrodách je kontrolován difuzí. Stabilita signálu byla kontrolována z 20 po sob�

jdoucích DP voltamogram�  v roztoku 1 ́  10-3 mol L-1 K4[Fe(CN)6] v 1 mol L-1 KCl. Nejhorší 

stabilitu prokázala pasta z krystalického uhlíku (RSD 53 %). Všechny t� i elektrody 

z mikrokuli� ek skelného uhlíku m� ly signál stabilní s RSD okolo 4,5 %. Kalibra� ní k�ivky 

hexakyanoželeznatanu draselného byly prom�� eny v koncentra� ním rozmezí 6 ´  10-6 -

1 ́  10-3 mol L-1 v prost�edí 1 mol L-1 KCl. Meze detekce pro testované elektrody (pro DPV 

LD = 9,3 až 10,5 mmol L-1, pro DCV LD = 5,7 až 9,9 mmol L-1) jsou srovnatelné s mezemi 

detekce získanými na elektrod�  ze skelného uhlíku (DPV LD = 6,1 mmol L-1, DCV LD = 9,2 

mmol L-1). M� žeme pozorovat slabý klesající trend v hodnotách mezí detekce se snižující se 

velikostí mikrokuli� ek skelného uhlíku v použitých pastových elektrodách. Všechny 

prom�� ené kalibra� ní k�ivky byly lineární. Podrobn� jší výsledky uvedeny v publikaci3

v p�íloze I. 

5.1.2 Stanovení 5-amino-6-nitrochinolinu na CPEs

K testování elektrod v prost�edí s obsahem 50% methanolu a 50% vody byl použit 

5A6NQ. Nejd�íve byl prom�� en vliv pH BR pufru (2- 12) na voltametrické chování 

stanovované látky. Z porovnání voltamogram�  5A6NQ (1 ́  10-4 mol L-1) je patrný pokles 

výšky píku se vzr� stající velikostí mikrokuli� ek skelného uhlíku v pastové elektrod�

nezávisle na hodnot�  pH. Nejhorší výsledky byly dosaženy na elektrod�  z krystalického 

uhlíku, � ímž se potvrdila její nevhodnost v prost�edí s vyšším obsahem organické složky. 

Jako optimální podmínky pro DCV i DPV byly vybrány BR pufr o pH 10 s methanolem 

v pom� ru 1:1 (V/V). P�i t� chto podmínkách byly prom�� eny rovn� ž cyklické voltamogramy 

pro 5A6NQ (1 ́  10-4 mol L-1) v rozsahu potenciálu 0 až +1,2 V p�i rychlostech polarizace 2 

až 1000 mV s-1. Z výsledk�  plyne, že oxidace 5A6NQ je ireverzibilní pro všechny testované 

elektrody, kontrolovaná difúzí pro elektrody z mikrokuli� ek skelného uhlíku a pro elektrodu 

z krystalického grafitu je kontrolována jak difúzí, tak adsorpcí. V d� sledku vlivu pasivace je 

nutné u všech testovaných elektrod obnovovat povrch po každém m�� ení. Opakovatelnost 

byla prom�� ena pro 5A6NQ (1 ´  10-4 mol L-1) a z výsledk�  vyplývá, že z testovaných 

elektrod má nejnižší hodnotu relativní sm� rodatné odchylky (RSD 4,6 %) elektroda z 

nejmenších mikrokuli� ek skelného uhlíku a to srovnatelnou s elektrodou ze skelného uhlíku 
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(RSD 4,5 %). Kalibra� ní k�ivky 5A6NQ byly prom�� eny v koncentra� ním rozmezí 1 ´  10-6 -

1 ́  10-4 mol L-1 v optimálním prost�edí. Z výsledk�  m� žeme pozorovat klesající trend 

v hodnotách mezí detekce se snižující se velikostí mikrokuli� ek skelného uhlíku v použitých 

pastových elektrodách. Všechny prom�� ené kalibra� ní k�ivky byly lineární a koeficient 

determinace byl vysoký. Více výsledk�  je uvedeno v publikaci3 v p�íloze I. 

5.2 Stanovení resveratrolu v nažkách, slupkách a listech pohanky tatarské a obecné 

pomocí HPLC s elektrochemickou detekcí na uhlíkové pastové elektrod�

Dalším možným využitím výhod uhlíkové pastové elektrody je v amperometrickém 

detektoru p�i pr� tokových metodách (HPLC), kde je jako pracovní elektroda v uspo�ádání 

typu wall-jet v t�íelektrodovém uspo�ádání spolu s referentní elektrodou (argentchloridovou 

elektrodou s 3 mol L-1 KCl) a pomocnou elektrodou (platinovou plíškovou elektrodou). 

Amperometrický detektor byl v naší práci zapojen sériov�  za spektrofotometrický detektor, 

který sloužil jako kontrola a porovnání našeho elektrochemického detektoru. Konec kapiláry 

ze spektrofotometrického detektoru byl p�iveden k povrchu pracovní uhlíkové pastové 

elektrody, jenž byla s pomocnou a referentní elektrodou umíst� na v mobilní fázi. Toto 

uspo�ádání má krom�  samotných výhod uhlíkové pastové elektrody i výhodu v neustálém 

omývání povrchu pracovní elektrody mobilní fází, které v� tšinou umož� uje m�� it stále na 

stejném povrchu pracovní elektrody bez obnovování povrchu, jako je v� tšinou nutné ve 

vsádkových voltmetrických metod.  

Cílem této práce bylo vyvinutí nové HPLC metody s elektrochemickou detekcí a 

spektrofotometrickou detekcí pro stanovení trans-resveratrolu a cis-resveratrolu ve vzorcích 

nažek, slupek a listech pohanky tatarské a obecné.  Resveratrol byl mezi dalšími flavonoidy 

doposud pouze identifikován v mouce pohanky obecné4, proto se tato � ást práce v� novala 

nejenom vyvinutí metody pro jeho stanovení, ale také zjišt� ní skute� ných obsah�  obou 

izomer�  resveratrolu ve vzorcích šesti variet pohanky obecné a dvou variet pohanky tatarské.  

5.2.1 Optimalizace metody

Nejd�íve byly zjišt� ny optimální podmínky pro stanovení standard� trans-resveratrolu a 

cis-resveratrolu (standard p�ipraven z trans-resveratrolu izomerizací denním sv� tlem po 48 

hodin s konverzí 85 %5). Mobilní fáze obsahující acetonitril a z�ed� ný BR pufr v pom� ru 1:1 

(V/V) umožnila separaci na použité kolon�  (Kromasil C-18 (7 mm), 125 ́  4 mm) obou 

izomer�  resveratrolu ve 4,5 minutách s rozlišením 1,6. Jelikož je separace izomer�  nezávislá 
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na hodnot�  pH BR pufru v rozmezí pH 3 až 7, byla hodnota pH optimalizována na základ�

hydrodynamických voltamogram� . Hydrodynamické voltamogramy byly nam�� eny v BR 

pufru o pH 3, 5 a 7 s acetonitrilem (1:1, V/V) v rozmezí potenciál�  od 0 do +1,4 V. Jako 

optimální byl vybrán BR pufr o pH 7 s acetonitrilem (1:1, V/V) p�i potenciálu +1,2 V. 

Optimální vlnová délka pro spektrofotometrický detektor byla vybrána 306 nm pro trans-

resveratrol a 286 nm  pro cis-resveratrol (ze spekter p�i m�� ení stability zásobních roztok� ). 

P�i t� chto podmínkách byly prom�� eny kalibra� ní závislosti v koncentra� ním rozmezí 4 ´  10-

8 -  1 ́  10-4 mol L-1
. Meze detekce byly pro trans-resveratrol LD = 3,5 ´  10-8 mol L-1 pro 

elektrochemický detektor, LD = 3,2 ́  10-8 mol L-1 pro spektrofotometrický detektor (306 nm) 

a pro cis-resveratrol LD = 1,8 ́  10-8 mol L-1 pro elektrochemický detektor, LD = 6,5 ́  10-

8 mol L-1 pro spektrofotometrický detektor (286 nm). Z výsledk�  je patrné, že ob�  detekce 

jsou srovnatelné pro trans-resveratrol a pro cis-resveratrol je elektrochemický detektor mírn�

lepší než spektrofotometrický. Podrobn� jší výsledky jsou uvedeny v publikaci6 v p�íloze II.

  

5.2.2 Reálné vzorky pohanek obecných a tatarských

V prvním kroku byla provedena extrakce resveratrolu do ethanolu. Vzorek 

pohankových nažek (12 g), slupek (4 g) nebo list�  (12 g) byl vždy navážen a spolu s 300 mL 

ethanolu extrahován 2 hodiny pod refluxem, p�efiltrován a zakoncentrován za sníženého tlaku 

na 5 mL koncentrovaného extraktu. Optimalizace separace cis- a trans-resveratrolu v reálných 

vzorcích byla provedena zm� nou složení mobilní fáze (50:50, 40:60, 35:65, 30:70 a 20:80 

acetonitril : z�ed� ný BR pufr, V/V) v isokratickém módu. Jako optimální podmínky byly 

zvoleny: mobilní fáze s obsahem acetonitrilu: z�ed� ný BR pufr pH 7 v pom� ru 30:70 (V/V) 

pro vzorky nažek a slupek nebo 20:80 (V/V) pro vzorky list�  p�i potenciálu 

elektrochemického detektoru + 1,2 V. Trans-resveratrol byl stanoven ve všech reálných 

vzorcích, ale druhý izomer cis-resveratrol nebyl nalezen v žádném analyzovaném vzorku 

(p�ítomnost  a obsah trans-resveratrolu a cis-resveratrolu byla zjiš� ována standardním 

p�ídavkem analytu). Obsah trans-resveratrolu v nažkách pohanky obecné je u jednotlivých 

analyzovaných varietách podobný (0,98 – 1,72 mg kg-1), ale velký rozdíl byl zaznamenán 

v porovnání s obsahem v nažkách pohanek tatarských (3,43 – 3,50 mg kg-1), kde je tém��

trojnásobn�  v� tší. Na druhou stranu obsah trans-resveratrolu v listech pohanky obecné (1,81 

mg kg-1) byl tém��  desetkrát vyšší než v listech pohanky tatarské (0,19 mg kg-1). Nejnižší 

obsah trans-resveratrolu byl stanoven ve slupkách pohanky obecné (0,16 – 0,66 mg kg-1), 

jelikož u pohanky tatarské není technicky možné odd� lení nažek od slupek, byly vzorky 
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pohanky tatarské stanovovány jako nažky i se slupkami. Z t� chto výsledk�  vyplývá, že 

vysoký obsah trans-resveratrolu v nažkách (i se slupkami) pohanky tatarské není zp� soben 

p�ítomností slupek. Podrobn� jší výsledky jsou uvedeny v publikaci6 v p�íloze II 

5.3 Elektrochemické vlastnosti a stanovení 5-amino-6-nitrchinolinu na uhlíkových 

vláknových ty� inkových elektrodách 

Uhlíková vláknová ty� inková elektroda (CFRE) pat�í mezi kompozitní elektrody. 

Elektroda je vyrobena z uhlíkové vláknité ty� inky, která p�edstavuje spojení shodn�

orientovaných uhlíkových vláken a epoxidové prysky�ice výrobním procesem nazývaným 

pultruze. A�  se nejedná o elektrody zcela nové, studium jejich elektrochemických vlastností 

bylo v� nováno pom� rn�  málo7-10. Z tohoto d� vodu je tato � ást práce zam�� ena na studium 

elektrochemických vlastností t� chto elektrod (porovnávány elektrody o pr� m� ru 0,8 mm, 2 

mm a 3 mm) s použitím hexakyanoželeznatanu draselného ve vodném prost�edí a následném 

elektrochemickém stanovení 5A6NQ v anodické i katodické oblasti. Praktické použití je 

demonstrováno na stanovení 5A6NQ na CFRE v modelových vzorcích pitné a rybni� ní vody. 

5.3.1 Elektrochemická charakterizace CFREs

Jako první byly povrchy p�ipravených CFRE fotografovány pod mikroskopem. Ze 

získaných obrázk� 11 je patrné, že epoxidová prysky�ice se nachází jednak mezi jednotlivými 

vlákny na pr�� ezu uhlíkové vláknité ty� inky, a jednak po celé délce pokrývá tenkou vrstvou 

st� ny uhlíkové vláknové ty� inky. Z následného m�� ení závislosti výšky píku K4[Fe(CN)6] 

(1 ́  10-3 mol L-1) metodou DPV v 1 mol L-1 KCl na hloubce pono�ení (1 -  20 mm) CFRE 

(pr� m� r  0,8 mm) do m�� eného roztoku vyplývá, že elektrochemicky aktivní je pouze konec 

elektrody a st� ny elektrody se elektrochemické reakce neú� astní pravd� podobn�  z d� vodu 

dobrého pokrytí nevodivou epoxidovou prysky�icí.  U sestrojených CFRE byl prom�� en 

potenciálový rozsah v roztocích NaOH, KCl, HClO4, H2SO4 (všechny 0,1 mol L-1) a 

v Brittonov� -Robinsonov�  (BR) pufru o pH 2, 7 a 12. Získané voltamogramy byly porovnány 

z výsledky na GCE (2 mm pr� m� r). Ší�ka potenciálových oken CFRE je tém��  srovnatelná 

s GCE, krom�  katodické oblasti v alkalických prost�edích, kde je potenciálové okno CFRE 

užší.  Anodický a katodický potenciál píku sytému K3[Fe(CN)6] / K4[Fe(CN)6] v 1 mol L-1

KCl je tém��  nezávislý na rychlosti polarizace. Ze závislosti výšky píku na rychlosti 

polarizace v rozsahu 2 až 1000 mV s-1 vyplývá, že je d� j reverzibilní a kontrolován difuzí. 

Více výsledk�  je uvedeno v publikaci 11 v p�íloze III. 
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5.3.2 Stanovení 5-amino-6-nitrochinolinu na CFREs

Vývoj metody stanovení 5A6NQ byl zahájen optimalizací podmínek m�� ení. Prom�� en 

byl vliv pH BR pufru v rozsahu 2 až 12 ve sm� si s methanolem v pom� ru 1:1 (V/V) pro DCV 

a DPV v anodické i katodické oblasti na CFRE o pr� m� ru 0,8 mm, 2 mm a 3 mm. Všechny 

testované elektrody vykazovaly podobné chování. Optimální podmínky pro DCV a DPV 

v anodické i katodické oblasti byly BR pufr pH 12 s methanolem (1:1, V/V). Efekt pasivace 

elektrod byl studován metodou DPV v roztoku 5A6NQ (1 ́  10-4 mol L-1) p�i optimálních 

podmínkách. Z výsledk�  je patrné (20 voltamogram�  prom�� ených za sebou bez obnovení 

povrchu), že pasivace je významná v anodické oblasti (pokles výšky píku o 28 %). 

Vyzkoušeny byly r� zné zp� soby regenerace povrchu (jemný brusný papír, alumina, 

elektrochemická aktivace), ale nejlepší výsledky m� la regenerace povrchu CFRE pomocí 

suspenze aluminy (20 m�� ení za sebou – anodická oblast RSD = 5,5 %, katodická oblast RSD 

= 2,2 %), proto byla tato regenerace použita i v dalších m�� eních.  

P�i optimálních podmínkách byly prom�� eny cyklické voltamogramy 5A6NQ v rozsahu 

polariza� ních rychlostí 2 až 1000 mV s-1. Oxidace i redukce 5A6NQ je na CFRE ireverzibilní, 

�ízena difuzí i adsorpcí. Kalibra� ní závislosti byly prom�� eny v koncentra� ním rozmezí 

4 ́  10-7 -  1 ́  10-4 mol L-1
.  Nejnižší mez detekce byla nam�� ena na CFRE o pr� m� ru 2 mm 

LD = 4,3 ́  10-7 mol L-1 pro katodickou DPV. Nejlepší pom� r signálu k šumu m� la CFRE o 

pr� m� ru 2 mm. Podrobn� jší výsledky jsou uvedeny v publikaci 11 v p�íloze III. 

5.3.3 Reálné aplikace

Praktické využití elektrody bylo demonstrováno na stanovení 5A6NQ v modelových 

vzorcích pitné a rybni� ní vody na CFRE o pr� m� ru 2 mm. Parametry kalibra� ních závislostí 

uvedeny v Tab.5.1. Výsledné sm� rnice kalibra� ních k�ivek jsou srovnatelné pro m�� ení 

v deionizované vod� . Meze detekce v pitné a rybni� ní vod�  jsou mírn�  vyšší, což m� že být 

zp� sobeno vyšším šumem v modelových vzorcích. Více výsledk�  je uvedeno v publikaci 11

v p�íloze III. 
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Tab.5.1  

Parametry kalibra� ních závislostí anodického a katodického voltmetrického stanovení 

5A6NQ na CFRE o pr� m� ru 2 mm v modelových vzorcích pitné a rybni� ní vody, základní 

elektrolyt BR pufr pH 12 s methanolem v pom� ru 1:1 (V/V). 

Metoda 
Koncentra� ní 

rozmezí 
mol L-1

Sm� rnice 
mA L mol-1

Úsek 
nA R2 a LD

b

mol L-1

Pitná voda 
DCV 0,4 – 10 ́  10-5 19,7 83,8 0,9931 3,9 ́  10-6

Anodic 
DPV 0,4 – 10 ́  10-5 9,2 -9,6 0,9986 3,6 ́  10-6

DCV 0,1 – 10 ́  10-5 -65,1 -46,2 0,9986 1,4 ́  10-6

Cathodic 
DPV 0,04 – 10 ́  10-5 -87,4 -291,5 0,9974 5,3 ́  10-7

Rybni� ní voda 
DCV 0,4 – 10 ́  10-5 21,0 92,0 0,9938 3,8 ́  10-6

Anodic 
DPV 0,2 – 10 ́  10-5 11,4 4,2 0,9953 2,1 ́  10-6

DCV 0,1 – 10 ́  10-5 -65,0 -26,8 0,9961 1,2 ́  10-6

Cathodic 
DPV 0,04 – 10 ́  10-5 -84,2 -324,5 0,9968 4,8 ́  10-7

a R2 koeficient determinace, b LD mez detekce. 

5.4 Voltametrické a amperometrické stanovení trans-resveratrolu na uhlíkové 

vláknové ty� inkové elektrod�  a uhlíkové pastové elektrod�

 V této � ásti práce byla vyvinuta nová metoda stanovení trans-resveratrolu využívající 

voltametrické metody (DCV, DPV, DCV a AdSDPV) a pr� tokovou injek� ní analýzu (FIA) 

s elektrochemickou detekcí na CFRE a tato byla porovnána se stanovením na CPE a v p�ípad�

FIA i se spektrofotometrickou detekcí. Praktická aplikace metod byla testována na stanovení 

trans-resveratrolu v pastilkách p�ípravku Evelor.  

5.4.1 Voltametrické metody 

 Vliv pH BR pufru byl sledován v rozsahu 2 až 12 s methanolem v pom� ru 1:1 (V/V) 

pro DCV, DPV a CV v anodické oblasti na CFRE a CPE. Jako optimální byly zvoleny BR 

pufr o pH 2 s methanolem (1:1, V/V) pro všechny použité metody pro ob�  elektrody. Cyklická 

voltametrie byla prom�� ena v roztoku trans-resveratrolu (1 ´  10-4 mol L-1) v rozsahu 

polariza� ních rychlostí 2 až 1000 mV s-1 pro potenciálový rozsah 0 až +1,5 V. Oxidace trans-

resveratrolu je ireverzibilní a kontrolována difuzí na obou elektrodách. 
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Kalibra� ní závislosti byly prom�� eny v koncentra� ním rozmezí 6 ´  10-7 -  1 ́  10-

4 mol L-1 na CFRE a CPE (ob�  pr� m� r 2 mm). Kalibra� ní k�ivky jsou lineární v celém 

m�� eném rozsahu s obdobnými mezemi detekce v rozmezí 7,3 -  9,7 ́  10-7 mol L-1
 .  

Akumulace analytu na povrchu CFRE a CPE byla sledována s cílem zvýšit citlivost 

metody. Akumulace prob� hla v roztoku  trans-resveratrolu (8 ´  10-6 mol L-1) p�i potenciálech 

v rozsahu 0 až 0,6 V s dobou akumulace od 30 s do 10 min v prost�edí BR pufru o pH 2, 7, 10 

a 12 vždy ve sm� si s methanolem v pom� ru (95:5, V/V). Na CPE nebyla pozorována 

významná akumulace narozdíl od CFRE, kde byla akumulace významná a jako optimální 

podmínky akumulace byly vybrány: BR pufr pH 10 s methanolem (95:5, V/V) p�i potenciálu 

100 mV po dobu 10 min. P�i t� chto podmínkách byla pomocí AdSDPV nam�� ena kalibra� ní 

závislost v koncentra� ním rozmezí 1 ´  10-7 -  1 ́  10-5 mol L-1 na CFRE. Mez detekce byla 2,2 

´  10-7 mol L-1 . Podrobn� jší výsledky jsou uvedeny v publikaci12 v p�íloze IV. 

5.4.2 Pr� toková injek� ní analýza 

 Optimální podmínky stanovení trans-resveratrolu pomocí FIA na CFRE a CPE (ob�

s pr� m� rem 3 mm) byly zvoleny z nam�� ených hydrodynamických voltamogram�  v rozsahu 

potenciál�  od +0,1 do +1,6 V v prost�edí BR pufru o pH 2 až 12 s methanolem (1:1, V/V). 

Nejvyšší a nejlépe vyvinutý signál byl získán v prost�edí BR pufr pH 10 s methanolem (1:1, 

V/V) p�i potenciálu +1,0 V na CFRE i CPE. Vliv pr� tokové rychlosti byl prom�� en v rozsahu 

od 1 do 7 mL min-1. Jako optimální pr� toková rychlost byla zvolena rychlost 3 mL min-1. 

Stabilita a opakovatelnost signálu byla testována desetinásobným nadávkování roztoku trans-

resveratrolu (1 ´  10-4 mol L-1) p�i optimálních podmínkách. Relativní standardní odchylka 

m�� ení byla 4,5 % pro CFRE, 5,4 % pro CPE a 2,3 % pro spektrofotometrický detektor (306 

nm). 

Kalibra� ní závislosti byly prom�� eny v koncentra� ním rozmezí 8 ´  10-8 -  1 ́  10-

4 mol L-1 na obou elektrodách. Dosažené meze detekce pro FIA s elektrochemickou detekcí 

byly LD = 9,5 ́  10-8 mol L-1 pro CFRE,  LD = 5,2 ́  10-7 mol L-1 pro CPE a LD = 8,3 ́  10-

8 mol L-1 pro spektrofotometrickou detekci. Více výsledk�  je uvedeno v publikaci12 v p�íloze 

IV. 

5.4.3 Reálné vzorky 

 Praktické využití vyvinutých metod bylo testováno na pastilkách Eveloru 

s deklarovaným obsahem trans-resveratrolu 50 mg v každé pastilce. Stanovení trans-
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resveratrolu bylo provedeno metodou standardního p�ídavku (t� i p�ídavky) p�i zjišt� ných 

optimálních podmínkách vyvinutými metodami (DPV, FIA) na CFRE a porovnáno s výsledky 

získanými voltametrií na CPE, spektrofotometrií a pomocí FIA na CPE a 

spektrofotometrickou detekcí (306 nm). Všechny obdržené výsledky z analýzy t�í tablet 

Evelor jsou v dobré shod�  s deklarovaným obsahem trans-resveratrolu (49,0 až 50,9 mg). 

Další výsledky jsou uvedeny v publikaci12 v p�íloze IV. 
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6. ZÁV� R  

Tato p�edkládaná diserta� ní práce se zabývá vývinem elektrochemických metod 

p�edevším pro stanovení cis- a trans-resveratrolu na uhlíkové pastové elektrod�  a uhlíkové 

vláknové ty� inkové elektrod�  a porovnáním vlastností obou typ�  elektrod. Jelikož oba 

izomery resveratrolu jsou citlivé na sv� tlo, byl pro testování vlastností použitých elektrod 

využit hexakyanoželeznatan draselný a 5-amino-6-nitrochinolin (5A6NQ), který umož� uje 

otestování elektrod i v katodických oblastech potenciál� . Využité byly metody voltametrické 

(DCV, DPV, CV, AdSDPV), FIA i HPLC s elektrochemickou a spektrofotometrickou 

detekcí. Práce je založena na p�ipojených � ty�ech v� deckých publikacích uvedených jako 

sou� ást práce v p�ílohách I až IV (Kapitoly 7 až 10). 

Všechny získané výsledky m� žeme shrnout do následujících bod� : 

o Z testovaných uhlíkových pastových elektrod s obsahem mikrokuli� ek skelného uhlíku 

s pr� m� ry 0,4 – 12 mm, 10 – 20 mm, 20 – 50 mm vychází elektroda s nejmenšími 

mikrokuli� kami jako elektroda s nejlepšími elektrochemickými vlastnostmi (nejnižší 

mez detekce, opakovatelnost 4,6 %). 

o Byla optimalizovaná metoda HPLC stanovení resveratrolu. Optimální byla mobilní fáze 

o složení BR pufr o pH 7 s acetonitrilem (1:1, V/V) p�i potenciálu elektrochemické 

detekce +1,2 V na CPE. Optimální vlnová délka pro spektrofotometrický detektor byla 

306 nm pro trans-resveratrol a 286 nm  pro cis-resveratrol. Meze detekce byly pro 

trans-resveratrol LD = 3,5 ́  10-8 mol L-1 pro elektrochemický detektor, LD = 3,2 ́  10-

8 mol L-1 pro spektrofotometrický detektor (306 nm) a pro cis-resveratrol LD = 1,8 ́  10-

8 mol L-1 pro elektrochemický detektor, LD = 6,5 ́  10-8 mol L-1 pro spektrofotometrický 

detektor (286 nm). 
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o Byla vyvinuta nová HPLC metoda pro stanovení resveratrolu (trans-, cis-) v nažkách, 

slupkách a listech pohanky obecné a tatarské pomocí elektrochemického detektoru s 

CPE. Optimální podmínky byly: mobilní fáze acetonitril: z�ed� ný BR pufr pH 7 

v pom� ru 30:70 (V/V) pro vzorky nažek a slupek nebo 20:80 (V/V) pro vzorky list�  p�i 

potenciálu elektrochemického detektoru + 1,2 V (CPE). Obsah trans-resveratrolu 

v nažkách pohanky obecné 0,98 – 1,72 mg kg-1, v nažkách pohanky tatarské 3,43 – 3,50 

mg kg-1, což je tém��  trojnásobn�  v� tší množství. Obsah trans-resveratrolu v listech 

pohanky obecné (1,81 mg kg-1) byl tém��  desetkrát vyšší než v listech pohanky tatarské 

(0,19 mg kg-1). Nejnižší obsah trans-resveratrolu byl stanoven ve slupkách pohanky 

obecné (0,16 – 0,66 mg kg-1). 

o Z p�ipravených CFRE (0,8 mm, 2 mm a 3 mm) má nejlepší výsledky p�i stanovení 

5A6NQ CFRE o pr� m� ru 2 mm (DPV LD = 4,3 ́  10-7 mol L-1). Oxidace i redukce 

5A6NQ je na CFRE ireverzibilní, �ízena difuzí i adsorpcí. Praktické stanovení bylo 

úsp� šn�  demonstrováno na stanovení 5A6NQ v modelových vzorcích pitné a rybni� ní 

vody na CFRE o pr� m� ru 2 mm. 

o Byly vyvinuty jednoduché, citlivé voltametrické a FIA metody pro stanovení trans-

resveratrolu  na CFRE. Optimální podmínky byly BR pufr pH 2 s methanolem (1:1, 

V/V) pro voltametrické metody (krom�  AdSDPV) a BR pufr o pH 10 s methanolem 

(1:1, V/V) p�i pracovním potenciálu +1,0 V nebo 306 nm pro FIA. 

o Na CPE nebyla pozorována významná akumulace trans-resveratrolu narozdíl od CFRE, 

kde byly vybrány optimální podmínky akumulace: BR pufr pH 10 s methanolem (95:5, 

V/V) p�i potenciálu 100 mV po dobu 10 min (LD = 2,2 ́  10-7 mol L-1). 

o Vyvinuté voltametrické a FIA metody stanovení trans-resveratrolu na CFRE byly 

úsp� šn�  aplikovány na farmaceutický p�ípravek Evelor (deklarovaný obsah trans-

resveratrolu 50 mg). Stanovený obsah se pro všechny použité metody (DPV na CPE a 

CFRE, spektrometrie, FIA s elektrochemickou detekcí na CPE a CFRE a 

spektrofotometrickou detekcí) pohyboval v rozp� tí od 49,0 do 50,9 mg.  


