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Abstract: New electrochemical methods for analyzing substances present in spices using
carbon-based electrodes were developed. The method for determining frans-anethole is based
on the anodic oxidation of the compound in acetonitrile at a carbon paste electrode modified
with sodium dodecyl sulfate (40 % w/w). The mechanism of the electrochemical oxidation was
elucidated using a glassy carbon electrode. The voltammetric determination of frans-anethole
under optimal conditions was characterized by the linear range of 2.3—196.1 pmol L', the
sensitivity of 0.1122 pA L umol ™!, and the detection limit of 0.7 pmol L™!. The standard
addition method was used to assay the analyte in anise and fennel seeds, and the results agreed
with a reverse-phase HPLC. Electrochemical detection of safranal, which is present in saffron
spice, was carried out at glassy carbon (GCE) and boron-doped diamond (BDD) electrodes in
organic solvents. The sensitivity of the detection was higher at the GCE than at BDD and in
acetonitrile than in ethanol, respectively. A linear range of 1-300 umol L™! of safranal was
achieved at the GCE.
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Anethol (1-methoxy-4-(1-propenyl)benzen) je derivat fenylpropenu, ktery se v ptirode
vyskytuje v silicich aromatickych rostlin. Jeho hlavnim zdrojem je bedrnik anyz (Pimpinella
anisum L.), badyanik pravy (Illicium verum) a fenykl obecny (Foeniculum vulgare). Anethol
tvofi dve€ izomerni formy, kdy pfevazuje trans-anethol (90 %). Pouze tato forma se pouziva jako
potravinaiské aditivum, cis-anethol je prudce jedovaty. Casto se pfidava do 1é¢iv, kosmetiky,
mydel a do pfipravkl ustni hygieny. trans-Anethol je povazovan za bezpecné potravinarské
aditivum, jeho denni ddvka by neméla prekrocit 2 mg kg ™' (Newberne et al, 1999).

Analytické stanoveni této latky ve vzorcich potravin, 1é¢iv nebo kosmetiky se vétSinou
provadi pomoci plynové nebo kapalinové chromatografie. Bylo popsdno pouze jedno
voltametrické stanoveni trams-anetholu elektrochemickou oxidaci na uhlikové pastové
elektrodé modifikované La;O3 a borem dopované diamantové elektrod€ (Kowalcze et al, 2018).
Rozpustnost trans-anetholu ve vodném prostiedi je velmi mala (cca 750 umol 1'!). Z tohoto
diivodu je vhodnéjsi pouZivat pfi extrakci vzorkl Cista organickd rozpoustédla, ve kterych se
trans-anethol velmi dobfe rozpousti. Pfispévek popisuje vyuziti uhlikové pastové elektrody
modifikované dodecylsiranem sodnym (40 % hm.) pro elektroanalyzu trans-anetholu po jeho
extrakci v ¢istém acetonitrilu s ptidavkem 0,1 mol 17! LiClOs. Navrzend metoda umoziuje
jednodussi ptipravu vzorkid v porovnéni s chromatografickymi technikami, provedeni analyzy
na jednom povrchu elektrody bez dal$i upravy a kvantifikaci pomoci metody standardniho
pridavku. Elektrochemické stanoveni frans-anetholu bylo provedeno ve vzorcich kofeni
fenyklu a anyzu a porovnano s referentni metodou RP-HPLC se spektrofotometrickou detekeci.

Safranal (2,6,6-trimethylcyklohexa-1,3-dien-1-karbaldehyd) je aldehydické aromaticka
slouCenina, kterd vytvari charakteristické aroma koteni Safranu. Tato latka byla izolovéna
z rozemletych blizen Safrdnu setého (Crocus sativus L.), ze kterych se suSenim Safran
pfipravuje. Safranal je elektroaktivni a 1ze ho elektrochemicky oxidovat. Dosud byla zminéna
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pouze jeho elektrochemicka detekce spolecné s krocinem pomoci square wave voltametrie
(SWYV) na elektrod¢ ze skelného uhliku ve smési ethanol:acetonitril (1:1) s pfidavkem LiClO4
(Armellini et al, 2017). Yousefi-Nejad et al (2021) potom popsali pouziti elektronického jazyka
se Ctyfmi riznymi pracovnimi elektrodami ke klasifikaci kvality Safranu cyklickou voltametrii
mikromolarnich koncentracich safranalu.

MATERIAL A METODIKA

Pracovni uhlikova pastova elektroda CPE/SDS byla piipravena homogenizaci 0,4 g
uhlikového prasku s primérem &astic >5 pm (Graphite Tyn, Tyn nad Vltavou, Ceské
republika), 0,2 g mineralniho oleje a 0,4 g dodecylsiranu sodného (vse Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko). Uhlikova pasta byla poté vpravena do pistového teflonového drzaku o
pruméru 3 mm. Pfed pouzitim byla elektroda obnovena vytla¢enim mensiho mnozstvi pasty a
vylesténim povrchu filtracnim papirem. Mechanismus elektrochemické oxidace byl zkouman s
vyuzitim rotacni diskové GCE o priméru 3 mm a cyklické voltametrie a linearni voltametrie v
bezvodém acetonitrilu s 500 pmol 1! trans-anetholu, 0,1 mol I'! LiClO4 nebo BusNPFs. Redlné
vzorky koteni byly analyzovany diferen¢ni pulzni voltametrii (DPV) na CPE/SDS v ¢istém
acetonitrilu s pfidavkem 0,1 mol 1! LiClOs. Pro kvantifikaci vzork®l byla pouZita metoda
vicenasobného standardniho piidavku se Styfmi alikvoty 20 ul 0,01 mol 1! trans-anetholu
v Cistém acetonitrilu.

Safranal byl analyzovan na GCE o priméru 3 mm (Metrohm Ceska republika s.r.o.,
Praha, Ceska republika) nebo na ti§téném senzoru s borem dopovanou diamantovou elektrodou,
vytvotfenou chemickou depozici z par (pracovni a pomocna elektroda) a referentni Ag/AgCl
elektrodou (STU v Bratislave, Bratislava, Slovenska republika). VSechna elektrochemicka
meéteni u klasickych elektrod byla provadéna v tiielektrodovém uspofadani spolecné
s referentni nasycenou kalomelovou nebo chloridosttibrnou elektrodou s muistkem obsahujici
acetonitril s pfidavkem 0,1 mol 1! LiClO4 nebo BusNPFs a platinovou pomocnou elektrodou
pomoci potenciostatu/galvanostatu PGSTAT101 a software Nova 1.11 (vie Metrohm Ceska
republika s.r.o., Praha, Ceska republika).

Chromatograficka sestava pro RP-HPLC analyzu obsahovala autosampler SIL 30AC,
gradientovou pumpu LC 30AD, degasser DGU 20AS5R, spektrofotometricky detektor s
diodovym polem SPD M30A PDA a termostat kolony CTO 20AC (vSe Shimadzu, Kjoto,
Japonsko). Separace byla provddéna na koloné Ascentis® C18 (100x2,1 mm, velikost &astic
3.0 um) pii teplot€ 40 °C, mobilni fazi byla redestilovana voda s kyselinou mravenc¢i (pH ~ 3,2)
jako rozpoustédlo A a Cisty acetonitril jako rozpoustédlo B s gradientovym profilem od 30 %
do 90 % pro rozpoustédlo B s pritokem 0,5 ml min!, nastfik vzorku 10 ul a vinova délka
spektrofotometrické detekce 260 nm.

Reélné vzorky koteni byly rozdrceny a homogenizovany v tieci misce po dobu 15 min.
Poté byla navdzka 1 g vzorku pfevedena do odmérné banky a doplnéna acetonitrilem
s 0,1 mol I'" LiClO4. Vzorek byl extrahovan v tiepaéce pies noc a vysledny extrakt byl
prefiltrovan ptes skladany filtr. Takto pfipraveny roztok vzorku byl poté piimo bez dal§iho
fedéni analyzovan pomoci DPV. Pro chromatografickou analyzu byl extrakt jesté prefiltrovan
ptes PTFE stikackovy filtr s primérem p6rt 0,22 pm.

VYSLEDKY A DISKUSE
Elektrochemicka oxidace frans-anetholu poskytuje dva irreverzibilni anodické signaly.
Z méfeni na rotani diskové elektrodé bylo zjiSténo, Ze oba signaly predstavuji
jednoelektronové oxidacni déje tizené difuzi. Dale bylo optimalizovano slozeni uhlikové
pastové elektrody pro co nejintenzivnéj$i anodicky pik frans-anetholu. MnoZstvi pastové
kapaliny bylo ponechéno konstantni (20 % hm.) a ménil se pouze pomér uhlikového prasku a
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surfaktantu. Na uhlikovych pastach s obsahem 20 — 40 % SDS se oxidacni signal uz pfiili§
nemenil a pro dalsi experimenty byl pouzit maximalni obsah SDS k zajisténi co nejvetsi polarity
povrchu elektrody a tim udrzeni dostatecné stability materidlu pasty pfi experimentech v
nevodném prostfedi (Jashari et al, 2022). Parametry DPV byly voleny jako pfijatelny
kompromis mezi vyskou piku, tvarem oxidac¢niho signalu a intenzitou proudii pozadi.

Kalibracni zavislost elektrochemického stanoveni trans-anetholu za optimalnich
experimentalnich podminek (Obrazek 1) byla linedrni v rozmezi koncentraci
2.3-196.1 umol 1I"'. Hodnoty LOD 0,7 umol "' a LOQ 2,4 umol 1! byly uréeny podle vztaht
3s/k a 10s/k, kde s je smérodatna odchylka opakovanych méfeni (n = 10) 10 pmol 1! trans-
anetholu a k& je smérnice kalibrac¢ni piimky. Opakovatelnost méieni vyjadiend jako relativni
smérodatnd odchylka byla 4 %.
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Obrazek 1 DPV voltamogramy 0 (te¢kovana &ara), 20—320 umol 1! trans-anetholu (plné
¢ary) na CPE/SDS v acetonitrilu s 0.1 mol 1I"! LiClO4 (A) a pFislu$na kalibraéni zavislost
(B)

Analyza trans-anetholu v redlnych matricich miize byt ztiZzena pfitomnosti dalSich
elektroaktivnich slozek, které mohou ruSit vlastni stanoveni. Vzhledem k povaze
analyzovanych vzorkil se jednad hlavné o dalsi silice, jako napft. eugenol, fenchon, linalool,
menthol nebo thymol. Z téchto latek pouze eugenol a thymol poskytuji oxidacni signaly pii
potencialech +1,05 V a +1,2 V, nicméné jejich elektrochemickd oxidace neni za pouZitych
experimentalnich podminek pfili§ intenzivni a pfi poméru 1:1 nerusi stanoveni trans-anetholu.
Tabulka 1 shrnuje vysledky analyz realnych vzorkd kofeni a porovnani s RP-HPLC jako
referentni metodou (Jashari et al, 2023).

Tabulka 1 Analyza frans-anetholu ve vzorcich koreni

Vzorek DPV RP-HPLC
mg 100 g' | mg 100 g
Seminka anyzu 1318,9 £ 8,3 | 1206,7 £ 0,2

Seminka fenyklu — —
Seminka fenyklu s ptidavkem trans-anetholu | 604,1 =234 | 575,1£2.5
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Safranal se velmi dobfe rozpousti v organickych a smésnych rozpoustédlech, jeho
elektrochemicka oxidace byla proto sledovana na GCE cyklickou voltametrii v acetonitrilu,
ethanolu, dimethylsulfoxidu a dimethylformamidu, vzdy s pfidavkem LiClOs. Nejintenzivnéjsi
oxidac¢ni signal byl pozorovan v acetonitrilu. U voltametrickych technik DPV a SWV byly
optimalizovany instrumentdlni parametry a poté urCeny pfisluSné kalibracni zavislosti.
Intenzivnéjsi signaly byly zjistény u SWV s parametry optimalizovanymi na co nejvétsi vysku
signdlu, ale vysledna kalibrace vykazovala odchylky od linearity. Safranal bylo mozné
analyzovat v linearnim rozsahu 1-300 umol 1! na GCE i BDD. Vyhodou méfeni na GCE je
vysoka stabilita proudového signalu oxidace safranalu. Na zac¢atku métenti je sice nutné nejprve
provést cca pét testovacich méfeni, ale nasledné je odezva stabilni a prakticky stejna pro danou
koncentraci safranalu (Obrazek 2). V pripadé BDD je mozné provést nékolik desitek méfent,
ale poté tiStény senzor v organickém rozpoustédle pomalu degraduje a je nutné ho vymeénit.

WE(1) 8 Current ()

0.5 1 12 1.4 1.5 14 2z
Potential applied (V)

Obrazek 2 SWV voltamogramy (n = 5) 1-20 pmol 1! safranalu na GCE v acetonitrilu s
0.1 mol 1! LiCl104

ZAVER

Byla vyvinuta nové elektroanalytickd metoda pro stanoveni frans-anetholu ve vzorcich
koteni pfimo v jejich extraktech bez dalSich uprav vzorku. Modifikace pracovni uhlikové
pastové elektrody vétSim mnoZstvim dodecylsiranu sodného umozZiovala praci 1 v nevodném
prostfedi cistého acetonitrilu. Charakter elektrodového materidlu zarovenl brani adsorpci
produkti oxidace trams-anetholu, elektroda nevykazuje pamétovy efekt a meéfeni lze tak
provadét bez nutnosti regenerace povrchu elektrody v prabehu analyzy. Vysledky
elektrochemického stanoveni jsou ve shodé se standardni RP-HPLC metodou se
spektrofotometrickou detekci. NavrZzené stanoveni lze vyuzit pro rychlé a nendkladné
zjiStovani obsahu trams-anetholu jako potravinaiského aditiva. Déle byla navrZena
elektrochemicka metoda detekce safranalu pro pifipadné stanoveni v Safrdnu na klasické
elektrodé ze skelného uhliku nebo tiSténém senzoru s borem-dopovanou diamantovou
elektrodou v acetonitrilu. Pouzité elektrodové materialy a detekcni prostiedi umoznuji provést
n¢kolik desitek méfeni na jednom elektrodovém povrchu bez nutnosti jeho regenerace.
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