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Seznam pouzitych zkratek

5A6NQ 5-amino-6-nitrochinolin (5-amino-6-nitroqaime)
a hladina vyznamnosti
A absorbance
plocha piku
AdSDPV adsormi rozpoustci diferenni pulzni voltametrie
AU, mAU jednotky absorbance
BR Britton v-Robinsonv pufr
c koncentrace
CAS Chemical Abstracts Service
CFRE(S) uhlikova vlaknova tinkova elektroda (Carbon Fiber Rod Electrode(s))
CPE(s) uhlikova pastova elektroda (Carbon Pdsietrade(s))
CVv cyklicka voltametrie
DCV DC (Direct Current) voltametrie
DPV diferenni pulzni voltametrie
Ei p Ivinovy potencial
Ein po ate ni potencial
Eo potencial piku
ED elektrochemicka detekce
FIA pr tokova injek ni analyza (Flow Injection Analysis)
GC plynova chromatografie
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spekétoiin
GCE(s) elektroda ze skelného uhliku (Glassy CaEilentrode(s))
hp vySka piku
HC heterocyklické uhlovodiky
HCA heterocyklické aminy
HPLC vysokouinna kapalinova chromatografie
IARC International Agency for Research on Cancor
IF impakt faktor
lim limitni proud
lp proud piku
I vinova délka
Lp mez detekce (Limit of detection)
MeOH methanol
EtOH ethanol
M, relativni molekulova hmotnost
n poetm eni
p.a. pro analyzu
PAH polycyklické aromatické uhlovodiky
pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity hydroxmrych iont
pK zaporny dekadicky logaritmus disoaié konstanty
R korelani koeficient
R koeficient determinace
RP-18 reverzni faze s chemicky vazanym oktadiagksm
RP-HPLC vysokotinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich
RSD relativni snrodatna odchylka
t as
tacu doba akumulace



uv ultrafialové oblast
v rychlost polarizace
VIS viditelna oblast
VIV objemovy zlomek



ABSTRAKT (C2)

V rdmci této disertani prace byly studovany elektrochemické vlastnastiych typ
uhlikovych pastovych elektrod (CPE) a uhlikovychdkvlovych tyinkovych elektrod
(CFRE), které byly sowsn vyuzity pro vyvin vysoce citlivych a selektivnich
voltametrickych a amperometrickych metod pro standb-amino-6-nitrochinolinu ans a
Ccis- izomer resveratrolu.

Uhlikové pastoveé elektrody byly porovnany z hledisielikosti mikrokuliek skelného
uhliku obsazenych v pasf{pr m ry 0,4 — 12mm, 10 — 20mm, 20 — 50mm) ve srovnani
s uhlikovou pastovou elektrodou z praskoveho graéit elektrodou ze skelného uhliku.
Elektrochemické vlastnosti byly zkoumany s pouzitiexakyanozeleznatanu draselného ve
vodném prosedi a 5-amino-6-nitrochinolinu (5A6NQ) v prasdli methanol-voda.

Déle byla uhlikova pastova elektroda vyuzita v aropeetrickém detektoru typu wall-
jet zapojeném sériov za spektrometricky detektor kvyvinu nové HPLC oagt
s elektrochemickou detekci a spektrofotometricketekkci pro stanoveriiansresveratrolu a
cisresveratrolu ve vzorcich nazek, slupek a listechapky tatarské a obecné. Metoda byla
optimalizovana a vyuZita pro zji$ti skuteného obsahu resveratrolu ve vzorcich Sesti variet
pohanky obecné a dvou variet pohanky tatarské.

Elektrochemické vlastnosti uhlikovych vldknovych ibkovych elektrod byly
sledovany u elektrod o znych prm rech (0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomoci porovnani
stanoveni vybranych analyt(hexakyanozeleznatan draselny, 5-amino-6-nitragimh s
vyuZzitim voltametrickych metod (DC voltametrie (DEVdiferenni pulzni voltametrie
(DPV), cyklické voltametrie (CV), adsorpi rozpoustci diferenni pulzni voltametrie
(AdSDPV)). Praktické pouziti optimalizovanych metbglo demonstrovano na stanoveni
5A6NQ na CFRE v modelovych vzorcich pitné a ryhhvody.

V posledni asti prace byla vyvinuta nova metoda stanotemis-resveratrolu vyuzivajici
voltametrické metody (DCV, DPV, DCV a AdSDPV) a fmkové injek ni analyzy (FIA)

s elektrochemickou detekci na CFRE a tato bylayp@na se stanovenim na CPE aipad
FIA i se spektrofotometrickou detekci. Praktickéikgre metod byla testovana na stanoveni

transresveratrolu v pastilkach ipravku Evelor.



ABSTRACT (EN)

This dissertation thesis is focused on the studgleftrochemical properties of new
type of carbon paste electrode (CPE) and carben fix electrode (CFRE), which were used
for the development of new highly sensitive ancestile voltammetric and amperometric
methods for the determination of 5-amino-6-nitramline andtrans and cis- isomers of
resveratrol.

The carbon paste electrodes were compared in tefrsze of the microparticles of
glassy carbon contained in the paste (diameters-@2nm; 10 — 20nm; 20 — 50Mm) in
comparison with carbon paste electrode consistingrystalline graphite and solid glassy
carbon electrode. The electrochemical propertiesrewdested using potassium
hexacyanoferrate in an aqueous supporting eletérolgnd 5-amino-6-nitroquinoline
(5A6NQ) in a mixed methanol-water supporting elelgte.

The carbon paste electrode was further used imge@metric detector of a wall-jet
type connected in series with a spectrophotomelgiector for the development of a new
HPLC method with electrochemical detection and sppbotometric detection for the
determination ofransresveratrol andis-resveratrol in samples of grains, hulls and leafes
common and tartary buckwheat. The method was opsidnand used for the determination of
resveratrol in samples of six varieties of commarckwheat and two varieties of tartary
buckwheat.

The electrochemical properties of carbon fiber eddctrodes were tested for the
electrodes of various diameters (0.8 mm; 2 mm anth® by comparing the parameters in
the determination of selected analytes (potassiuexadyanoferrate and 5-amino-6-
nitroquinoline) using voltammetric methods (DC waoitmetry (DCV), differential pulse
voltammetry (DPV), cyclic voltammetry (CV), adsam@ stripping differential pulse
voltammetry (AdSDPV)). Practical use of optimizecethods was demonstrated on the
determination of 5A6NQ at CFRE in model sampledrafking and pond water.

In the last part of the thesis, a new method oémenation oftransresveratrol using
voltammetric methods (DCV, DPV and AdSDPV) and flavection analysis (FIA) with
electrochemical detection at CFRE was developed thisddetection was compared with
electrochemical detection at CPE and in case of & with spectrophotometric detection.
Practical applications of the new methods wereeteby determination dfansresveratrol in

Evelor pills.
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Kapitola 1 Uvod

1. UVOD

Tato disertani prace je pedkladana jako fsp vek ke stale vyznamisi oblasti
environmentalni analyzy. Byla vypracovana vramgizkumu v UNESCO laboratb
elektrochemie Zivotniho prosdi v Praze ve snaze proiih a porovnat elektrochemické
vlastnosti novych typ uhlikovych pastovych a vlaknovych elektrod, ktepki asn vyuzit
pro vyvin vysoce citlivych a selektivnich voltmekiych a amperometrickych metod pro
stanoveni 5-amino-6-nitrochinolinu a obou izomessveratrolugis- atrans.).

Prace je zaloZena naipojenych ty ech vdeckych publikacick?, které tvoi sou ast
prace jako dlohy | az IV (Kapitoly 7 az 10). Publikace, kteglgbu souasti této disertani

prace, jsou citovany jako tay, podtrzeny horni index.

1.1 Stav problematiky

Uhlikové pastové elektrody (CPE) sezh pouZzivaji v modernich elekroanalytickych
metodach ke stanoveni anorganickych i organickyetya . Mezi vyhody pasty pdtsnadna
regenerace jejiho povrchu, nizké hodnoty zbytkovpebud , Sika potencidlového okna
srovnatelna s pevnymi elektrodami a snadnd modiéikpast§. Meze stanovitelnosti na
nemodifikovanych CPE jsou bn 1~ 10°az 1" 10" mol LY. MoZnost vyuziti CPE jako
materialu elektrochemického detektoru vtpkové injekni analyze (FIA) nebo
vysokou inné kapalinové chromatografii (HPLC)ipeslo az vyuZiti mikrokuliek skelného
uhliku, jejichz pasta najklad s mineralnim olejem je gkvapiv stala i v prosedi
acetonitrilu a methanofu

Uhlikova vlaknova tyinkova elektroda (CFRE) seadi mezi kompozitni elektrody.
Mezi vyhody CFRE pai nizké poizovaci naklady, jednoducha vyroba, dostupnost
nejr zn jSich velikosti i tvar. P estoZe se nejedna o zcela novou elektrodieakych lank
zabyvaijicich se jejich elektrochemickymi vlastnasi pouZiti je jen mald.

10



Kapitola 1 Uvod

Oba izomery resveratroluci§- a trans) p edstavuji velice zajimavé latky se stéle
rostoucim zajment. Resveratrol pait do skupiny stilben a fytoalexin, ktery Ize naleznout
ve velké ad rostlin. Mezi vlastnosti, které jsou @odem takového zajmu o oba izomery,
pati antioxidani, kardioprotektivni, antikarcinogenni, neuropkbiteni, fungicidni a
hepatoprotektivni Gnky. Resveratrolu je \novana cela kapitola 2 v této disertapraci, ve
které jsou rozvedeny vlastnosti, vyskyt €pled pouzitych metod pro stanoveni.

Druhou latkou, kterou se zabyva tato disertaprace, je 5-amino-6-nitrochinolin
(5A6NQ), ktery pat do skupiny nitro- a aminoderivatheterocyklickych uhlovodik Na
rozdil od resveratrolu o 5A6NQ neexistuje modeckych publikacich. 5A6NQ byl pro nasi
praci zajimavy pedevsim z hlediska edeslych zkuSeno$tf® a moZnosti jeho vyuZiti
k otestovani elektrod i v oblastech katodickychepeotalu, kterou resveratrol neumoge.
Rovn Z 5A6NQ je vnovana celé jedna kapitola v této praci (kapitgla 3

1.2 Cil prace

Cilem této prace bylo vyvinuti elektrochemickychtatep edevsim pro stanoveais- a
transresveratrolu na uhlikové pastové elektrofCPE) a uhlikové vlaknoveé tinkové
elektrod (CFRE) a porovnani vlastnosti obou typouzitych elektrod. JelikoZ jsou oba
izomery resveratrolu citlivé na so, byl pro testovani elektrochemickych vlastnestktrod
pouZzit hexakyanozZeleznatan draselny a 5-aminof6atiinolin (5A6NQ), ktery umoZije
studium i v katodické oblasti potencidlCilem prace bylo porovnat i uhlikové pastové
elektrody z hlediska velikosti mikrokukk skelného uhliku obsazenych v pagr m ry 0,4
— 12mm, 10 — 20mm, 20 — 50mm). Rovn Z sledovat vlastnosti uhlikové vidknové inkove
elektrody o rznych prm rech (o prm rech 0,8 mm, 2 mm a 3 mm) pomoci porovnani
stanoveni vySe uvedenych analyhexakyanozeleznatan draselny, 5-amino-6-nitradhnra
oba izomery resveratrolu) s vyuzitim voltametridkyeetod (DC voltametrie (DCV),
diferen ni pulzni voltametrie (DPV), cyklické voltametrieCV), adsorpni rozpoustci
diferenni pulzni voltametrie (AdSDPV)) a pokové injekni analyzy (FIA), a to
porovnanim s CPE a spektrofotometrii v UV/VIS oblas

Nov vyvinuté voltametrické a amperometrické metodyngt@ni ciss a trans
resveratrolu aplikovat na realné vzorky pohanky coie a tatarské (stanoveni obsah
resveratrolu ve vzorcich nazek, slupek a )istfarmaceuticky ppravek Evelor.
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Kapitola 1 Uvod
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Kapitola 2 Resveratrol

2. RESVERATROL

Jiz dlouha léta je \novana pozornost nazoru, ze zvySena konzumace @vaegeniny
m Ze snizovat riziko vzniku kardiovaskularnich chqgrolkkterych typ rakoviny a nkterych
dalSich onemocmi. Pedpoklada se, Ze je to diky vysokému obsahtioxidant (nazev
sloZzen zeckého slovaanti — proti a latinskéhmxidatio — oxidace), tedy latek, které maji
schopnost ochrany buk p ed p sobenim volnych radikal(nap. reaktivni formy kysliku)
Volné radikaly vznikaji z vdechovaného kysliku armm@z v procesu oxidace v organismu.
Chovaji se velice agresivnv organismech narusuji bumou stnu, a pokud se jim to
povede, narusuji dal i vniti zakladni strukturu biky v etn DNAZ. Antioxidanty Ize dlit
na pirozené (pirozen se vyskytujici v dgrod ) a syntetické (une p ipravené). Mezi tnné
p irozené pirodni antioxidanty, jenz jsou saasti naSi potravy, patvitamin C, vitamin Ep-
karoten a velké skupina latek souhrmznaovanych jako polyfenofy
Doposud bylo identifikovano kolik tisic fenolickych latek s velkou rozmanitostiruktur,
které obsahuji alespgeden aromaticky kruh s jednou nebo vice hydroxghai skupinami.
Polyfenoly p edstavuji jednu z nejlin jSich a nejrozSén jSich skupin latek v rostlinach,
jednd se o sekundarni metabolity rostlin vyskytufie ve vSech vegetativnich organech,
kv tech i plodech. Polyfenoly se Klasifikuji do kolika kategorii: lignany, flavonoidy,
fenolické alkoholy, fenolické kyseliny a stilbény

Stilbeny®® p edstavuji malou skupinu fenylpropanoidcharakterizovanou 1,2-
difenylethylenovou skupinou. Samotny nazev poct@ackéhostilbos — zaici. Stilbeny
existuji jako stereoizomery ve forn{E)-stilbenu {ransstilben) a £)-stilbenu €is-stilben),
jehoz konjugace je stericky brara, a tento izomer je mémstabilni. NejznamsSim a nejvice
studovanym stilbenem je prawesveratrol. Dalsim stilbenem jeiceatannof* (trans
3,3",4,5 -tetrahydroxystilben) bn se vyskytujici v cukrové tin , bobulovych plodech
(slupka hrozn) a oiScich, vykazuje antikarcinogenni a kardioprotektiviastnosti. Studie

prokazaly, Ze se jedna o jeden z metabofigsveratrolu vznikajicich pomoci enzym
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Kapitola 2 Resveratrol

cytochromu P450. V rkolika druzich borovice (evézn v jadrovém dev a plisnmi
napadeném jehli) a eukalyptu byl nalezepinosylvin'* (trans-3",5"-dihydroxystilben), ktery
ma antibakterialni, antifungicidni, estrogenni &epacialni antikarcinogenni efekt. V extraktu
ko ene asijské rostlinyrhenum undulantumireve kadeava), jenz je souwasti tradini
mediciny v Koreji, Japonsku ain , byl identifikovan rhaponticin, ktery je glykosylovany

stilben rhapontigenin”*?

(3,3",5-trihydroxy-4""-methoxystilben). Rhapontigém inhibuje
uvol ovani histaminu z zirnych buk (Ié ba alergii), rovnz ma protizantlive,
antikarcinogenni a kardioprotektivni igky. V tSina dosud znamych slaenin prokazuje
potencialni kardioprotektivni, protizativy a chemopreventivni efekt. DalSimi znamymi
stilbeny jsou pterostilben (vyskytujici se v vinnych hroznech, bwekach, brusnici

)31 astringin®® (vinnych hroznech), glykosid resveratropiceid™® (vinnych

ty inkovité
hroznech, chmelu, okolad), dehydrooligomery resveratroleviniferin a d-viniferin *’
(vinnych hroznechyamurensin'® (rév amurské), a dalsi.

Resveratrol (3,5,4 -trinydroxystilben, Obr. 2.1, jméno sloZené z latinskych steg —
pochazejici z, ,veratr* odveratrum — emeice a koncovka ,ol“ naznaje pitomnost
alkoholovych skupin) byl poprvé izolovan z ka emeice bilé {eratrum grandiflorum
vroce 194¢° nasledn ze susenych ken k idlatky japonské Rolygonum cuspidatum
v roce 196%. Sugené keny kidlatky japonské byly vyuZivany v tradii inské a japonské
medicin pod nazvem ,Ko-jo-kon“klé& zant k Ze, kvasinkovych infekci, poruch
metabolismu tuk a onemocmi srdce. Vroce 1976 byl resveratrol nalezen tedis a
slupkéch hroznového vin¥iis vinifera L)?*. Od 90. letech 20. stoleti vatal zajem o jeho
vyskyt a vlastnosti, v dsledku epidemiologickych stuffii*® prokazujicich vztah mezi
konzumaci erveného vina a srde&imi onemocnnimi, vysv tlujici tzv. ,Francouzsky
paradox” (nizsi etnost umrti v dsledku onemocmi koronarnich tepen v kterych astech
Francie, navzdory vysoké spelb tuk ).

Resveratrol, tak jak je charakteristické pro stifpeexistuje ve dvou izomernich
formachtransresveratrolu a&is-resveratrolu.Transizomer je stabilnsi forma, izomerizace
trans na cis-formu probiha UV z&nim a vysokymi hodnotami pH, obracenyeghod
izomer zcis- na transformu probihd psobenim swula ve viditelné oblasti, vysokymi
teplotami nebo nizkymi hodnotami pHV rostlinném materialu se obvykle vyskytuje sm
obou izomer, ale mnoZstvitransresveratrolu obvykle pvazuje. Komem dostupny je
pouzetransresveratrolcis-resveratrol je asten mozné zransformy pipravit ozaenim

dennim svtlem, ale vysledkem bude vZdy ssrobou izomer'.
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Resveratrol pat do skupiny fytoalexin (ndzev sloZzen zckych slowhuto— rostlina a
alexein— chranit), coz jsou sekundarni metabolity rosttieré se tvd jako odpov na stres
(mechanické poskozeni, UV =hi, ozon) nebo po napadeni rostliny bakteriemiy, vi
plisn mi (nap. Botrytis cinerea Plasmopara viticola i houbami. Jeho vyskyt je velmi
Siroky, udava se, Ze byl nalezen ve vice jak 78limagch druzich®. Mezi rostliny pozitivn
testované na resveratrol geme zaadit vinné hrozny (s obsahem 50 az 100 mg reswéuatr
na kilogram susiny}®*° ervené vino (1 az 6 mg*)3 % bilé vino (0,2 az 0,8 mg") ***
arasidy®, morusé’, raj ata®, pistaci€’, ervené zeff, brokolicé®, Spendf, ekank&,
brusinky?, bor vky*®* a dalsi. Resveratrol byl rovh identifikovan spolu s ostatnimi
flavonoidy v pohanc®. JelikoZ nebyl dosud zndm konkrétni obsah resw@uav pohance,

ast této prace byla zanena prav na stanoveni resveratrolu v nazkach, slupkacsiech ve
vybranych varietdch pohanky obecné&agopyrum esculentumMdench) a tatarské
(Fagopyrum tataricunfL.) Gaertnf>.

Ve velké ad publikaci byly prokazany protizativé*®, fungicidnf’, antioxidani®,
neuroprotektivii,  kardioprotektivi®™%  antikarcinogenfif®°,  hepatoprotektivif,
fytoestrogenni G inky. Pozitivni vysledky byly prokdzany na civilizs choroby jako
diabete® a Alzheimerovu chorobt Resveratrol prokazal jakn vitro, tak in vivo
chemopreventivni a chemoterapeutickénkly, jelikoZz zasahuje ddzeni bun ného cyklu a
apoptézy*©:

Mezi metody vyuZivané ke stanoveni resveratroluasé HPLC s UV/VI$*% MS™,
fluorescenni® a elektrochemickd detekci, dale GC/M3®® a elektroforéZa ™
Elektrochemické vlastnosti resveratrolu byly zkougda elektrod ze skelného uhlikg,
kde byly pozorovany dva ireverzibilni oxidd piky odpovidajici oxidaci jedné fenolové a
jedné resorcinolové hydroxyskupinDale byla pouZita sbrna elektrod®, kde byl zjistn
pom rn Uzky linearni dynamicky rozsah pouZzité adsafprozpoustci voltametrie mezi
koncentracemi 2 10°az 1" 10°mol L*a 1” 10% a7 9" 10° mol L. Na uhlikové pastové
elektrod (CPE) z grafitového prasku a parafinového d&fefe byl pozorovan jeden

ireverzibilni oxidani pik.
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Obr.2.1 Struktur@ransresveratroluA) acis-resveratrolu B).
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3. 5-AMINO-6-NITROCHINOLIN

5-Amino-6-nitrochinolin (5A6NQ, Obr. 4.1) patdo skupiny nitro- a aminoderivat
heterocyklickych uhlovodik (HC). Toxikologické vlastnosti 5A6NQ byly studowama
Tetrahymena pyriformis(IGCso-koncentrace zpsobujici 50% pokles stu), které jsou
srovnatelné s 3,5-dinitroanilindmLatka byla pouZita na syntézu novych drubkalnich
anestetik a n kterych radioligand® s vyuZitim v pozitronové emisni tomografii.

Obecn jsou heterocyklické aminy (HCA) skupinou SkodliydateK>. Vznikaji
zejména fi tepelném zpracovani masa (nad 150°“C3palovani fosilnich palfva nachazeji
se v cigaretovém koil. Z potravy bylo izolovano nejmér23 HCA, chemicka struktura byla
ur ena u 19 z nich a u 10 byly prokdzany mutagenrdraitkogenni tinky'®. Genotoxicita
HCA zavisi na metabolitické aktivaci detoxikami enzymy, hlavnjaternim cytochromem P
450. Enzym oxiduje aminoskupinu na hydroxyaminoshwpktera je nasledresterifikovana
a tato konena forma tvoi adukty s DNA.

Karcinogenni a mutagenni vlastnostmi byly prokazarg+amino-3,4-dimethylimidazo
[4,5-f] chinolinu a 2-amino-3-methylimidazo [4,5-¢Hinolinu**3

5-Amino-6-nitrochinolin byl vyuZzit k testovani ele&chemickych vlastnosti pouzitych
novych elektrod. Elektrochemické vlastnosti 5A6NQ@Ilybjiz studovany v pedeSlych
pracech’*® Z prom enych cyklickych voltamogramv Brittonov -Robinsonov (BR) pufru
o pH 2, 7 a 11 na CPE (s obsahem mikrolakliskelného uhliku s pm ry 0,4 — 12mm)
vyplyvé, Ze redukce i oxidace 5A6NQipdanych podminkach probiha ireverzibilza
kontroly nejen difze a bhem m eni dochazi k pasivaci pracovni elektrody. Pro féuz
metody anodické a katodické DCV, DPV a AdSDPV bgblezeny optimalni podminky a
nam eny meze detekce, které jsou uvedeny v tabulce 3.1.
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Tab. 3.1%%
Optimalni podminky a meze detekce pro voltameéritletody stanoveni 5SA6NQ.
Voltametricka metoda stanoveni 5A6NQ Lo
mol L™

Anodicka DPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1\Y) 2,07 10°
Anodicka DCV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1\/V) 3,1° 10°
Katodickd DPV 0,1 mol £ HsPO, 0 pH 1,6 s MeOH (1:1V/V) 1,3" 10°
Katodickd DPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (1W1Y) 1,9 10°
Katodickd DCV v 0,1 mol £ HsPO, 0 pH 1,6 s MeOH (1:1V/V) 1,5 10°
Anodicka AdSDPV v BR pufru o pH 11 s MeOH (95%V), L4 10°

Eau= 500 mV,ta, = 5 minut

Po ziskani poznatkz voltametrickych metod bylo prostudovano chovaABNQ v
pr tokovych systémech. Vyvinuta byla metoda stanov@ABNQ na HPLC-RP 18 s
elektrochemickou detekci na CPE (s obsahem mikradulskelného uhliku s pm ry 0,4 —
12 mm) v porovnani se spektrofotometrickou detekci (28%9. V pipad elektrochemické
detekce byla vyuZita jak oxidace, tak i redukce B&6na CPE. V gdpad oxidace byly
nalezeny optimalni podminky: BR pufr pH 7 s methamov pomru 10:90 {/V) a potencial
amperometrické detekce +1,2 V. Meze stanovitelngiti né pro spektrofotometrickoug
=1,1" 10" mol L'Y) a amperometrickou detekdig = 1,6~ 10" mol LY jsou srovnatelré,
Pro redukci 5A6NQ byly zvoleny jako optimélni mabifaze tvoena fosfatovym pufrem o
pH 2 s methanolem v pomu 10:90 ¥/V) a potencial amperometrické detekce -0,9 V. Ze
ziskanych mezi detekce pro spektrofotometrickdu, (= 1,3 °~ 10° molL?Y a
amperometrickou detekcLg = 4,9 10 mol L™) je patrné, Ze elektrochemicka detekce s
vyuzitim redukce 5A6NQ nedosahuje takovych vysledjako pro vyuZiti oxidace
5A6NQe

NH,

O,N \
P
N
Obr.4.1 Struktura 5-amino-6-nitrochinolinu.
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4. ELEKTROCHEMICKE METODY A PRACOVNI
ELEKTRODY

Historicky prvni zaznam polarogramu (voltamogranby) uskuten n 9.Gnora 1922
Jaroslavem Heyrovskym, ktery za objev polarografle prosince 1959 pvzal Nobelovu
cenu. Od té doby voltametrické (polarografii jetnicky oznaovana voltametrickd metoda
s pracovni kapajici rtovou elektrodou) metody proSly zmy/m vyvojem. Se vzistajicim
narokem na citlivost obzvlaStve farmaceutické a biochemické praxi byla polaafigr
nahrazovana citliySimi a nakladnSimi metodami spektralnimi, chromatografickymi, a
dalSimi. V Sedesatych letech ztohotovadu zajem o polarografii poklesl, ale uz
v sedmdesatych letech Ize zaznamenat obrovskouogrtavného zgjmu, ktery byl vyvolan
dostupnosti citlivych pulznich polarograf Vyhody polarografickych a voltametrickych
technik jako jsou: nizké pizovaci naklady a provozni naklady, Siroky dynanfidikearni
rozsah, Siroké spektrum elektrochemicky aktivniatel, vysoka citlivost @sto stanoveni i
subnanomolarnich koncentraci elektrochemicky aktiviiatek), vysoka rychlost a snadna
automatizovatelnost a ad pipad postaujici selektivita, asto umoZzuji pouZziti i
v konkurenci pevladajicich spektrometrickych a sepaiah metod. V neposlednad jsou
voltametrické metody nezavislymi analytickymi medod (z pohledu legislativnich
poZzadavk pro nutnost pouZziti kolika nezavislych metod jako Kaz pitomnosti urité
latky v analyzovaném vzorku), kde molekula analjup imo zdrojem m eného signalu
zp sobeného proudem vznikajicimipvym n elektron mezi pracovni elektrodou a
molekulou samotné latky

V této préaci byly vyuZzity nasledujici techniky: D@Itametrie (DCV), diferemi pulzni
voltametrie (DPV), cyklicka voltametrie (CV) a adgmi rozpoustci diferenni pulzni
voltametrie (AdSDPV). Elektrochemicky detektor (ampmetricky) byl rovnZz pouzit
v kombinaci s HPLC a FIA spolu se spektrofotoméiin detektorem zapojeném v sérii.

Principy, moZnosti a omezeni vySe uvedenych tecjsoik popsany v monografifch
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4.1 Uhlikova pastova elektroda (CPE)

Uhlikové pastové elektrody (carbon paste electr@fE, Obr. 4.1 A) byly vyvinuty
profesorem Ralphem Normanem Adamsem vroce %1988 snaze nalézt uhlikovou
alternativu ke kapajici rtové elektrod s obnovitelnym povrchem vyuZzitelnou pro anodické
oxidace. Realizace této ,kapajici uhlikové elettyt se neosw ila, avSak hustSi srs
praskoveho uhliku a organické kapaliny se ukazMa yelmi vhodny material pro konstrukci
elektrod se zajimavymi vlastnostmi

Uhlikova pastova elektroda pamezi heterogenni uhlikové elektr8dy ipravuje se
d kladnym smiSenim uhlikového praSku s vhodnym paojivge naplinnim do elektrodového
pouzdrd. Jako uhlikové materidly se pouZivaji meit ji grafitovy prasek nebo mikrokulky
skelného uhliktP®2, které umoZuji préaci i v prostedich s vysokym obsahem organického
rozpoustdla. PoZadovanymi vlastnostmi uhlikového materig@ustejna velikost astic a
nizka adsormi schopno$t Jako pojivo se pouZivaji evazn chemicky inertni,
elektrochemicky neaktivni a mélokavé latky, nejastji organické kapaliny jako nap
mineralni, silikonovy nebo parafinovy olej (NujolElektrochemické vlastnosti CPEs se
odvijeji od jednotlivych komponent uhlikové pasty. by mohly byt jako elektroda brany
pouze uhlikové astice a nikoli elektricky nevodivé organické pojiypastovaci kapalina),
v ad pipad byvaji elektrodové de komplikovany pitomnosti pastovaci kapaliny, nebo
tato se mze U astnit dj spojenych s gnosem elektronu a rovh se podilet na fyzikalnich
a chemickych interakcich s analyteinjinymi slozkami roztoku. Tenky film kapaliny, a
tém spojity nebo nesouvisly, zpomaluje ad pipad penos naboje (hmoty) na
elektrodovém povrchu, cozZ se jako vysledek proewysSim pep tim n kterych redoxnich
systém na CPEs ve srovnani s pevnymi uhlikovymi elektnoid&€hovani ady pipravenych
past se mnohdy ustali az poité dob (asi 24 hodin), 2im v d sledku nasledné samovolné
homogenizaceerstv p ipravené smsi. Na zéklad t chto zkuSenosti se zda vhogi nechat
elektrody naplnné erstvou pastou v klidu ustalit alespp es noc. Naplma elektroda se
p echovava ponena koncovym otvorem v nadobce s destilovanou vodby se zabranilo
pozvolnému vysychani pasty

Mezi vyhody CPE pat velice snadna modifikace pa%tysnadna regenerace povrchu
(postauje pootoeni pistu a oeni pasty do vihkého filtrmiho papiru), nizké hodnoty
zbytkovych proud a Sika potencidlového okna srovnatelnd s pevnymi eddkimi.

Pokud zde popisujeme vlastnosti CPEs, musime uwnéstyhody, mezi které patnizsi

reprodukovatelnost odezvy dana heterogenitou pavrphsty a nezanedbatelny proud,
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zp sobeny elektrodovou redukci rozpugho kysliku v past ktery se projevuje ruSiv
v oblasti katodickych potenciéf.

P i analyzach slozitych srmsi organickych latek separdmi metodami se CPEs rovn
uplatnily pi konstrukcich elektrochemickych detektth nap. pi spojeni HPLC nebo FIA
s amperometrickym detektorem typu wall-jet (Obrl 8B), které bylo pouzito i v této

7,18

praci U t chto detektor jsou pozitivn hodnoceny hlavnmechanické vlastnosti pasty a

jednoduchost regenerace jejiho povrchu.

1 2 3 4 5
Obr.4.1 Fotografi\) CPE z grafitového praSku a minerélniho ol&kg CPE z mikrokuliek
skelného uhliku a mineralniho oleje2-4) a elektroda ze skelného uhlik),( B)

elektrochemicky detektor typu wall-jet s pracoviHEC

4.2 Uhlikova vlaknova ty inkova elektroda (CFRE)

Uhlikova vlaknova tyinkova elektroda (carbon fiber rod electrode, CFREr. 4.2 A)
se adi mezi kompozitni elektrody. Konstrukce elektradyhlikové vlaknové tynky (Obr.
4.2 B, C) je pomrné jednoducha, obnasiimojeni elektrického kontaktu (v naSemipad
vodivy lak a md ny drat) k nkolikacentimetrovému kousku tyky. Uhlikové vliaknové
ty inky se vyrabji pr myslov procesem oznavanym jako pultruze, ve kterém se satrb
orientovana uhlikova vldkna vedou do vany s pryiskya protlauji se do pozadovaného
tvaru za zvysSeného tlaku a teploty. Pouziti uhlilawvvidknovych tyinek je velice Siroké,
vSude tam, kde je zapebi lehky, ale pevny material (modesti).

Samostatna uhlikova vldkna jsou v elektrochemiinzmaiz delsi dobd Své vyuziti
maji pedevsim v oblastech, kde je mdia m it ve velmi malych objemechn vivo). Jejich

pr m r se pohybuje vrozmezi 5-58m a vyrabji se tepelnym zpracovanim z vychoziho
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