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ANOTACE

Cilem této bakalarské prace je provedeni reSerSe literatury tykajici se elektrochemické analyzy
provitaminti. V prvni ¢asti prace je popsano, co jsou to vitaminy a provitaminy, jak vypada
jejich metabolickd pfeména a jakou ulohu plni vorganismu. Déle jsou wuvedeny
elektroanalytické metody, jejich rozd€leni a zplisob provedeni. Druha ¢ast této prace se zabyva

popisem konkrétnich elektrochemickych stanoveni provitaminll v riznych typech vzorka.
KLiCOVA SLOVA

Provitamin, elektrochemicka analyza, stanoveni

ANNOTATION

This bachelor thesis aims to conduct a literature search on the electrochemical analysis of
provitamins. The first part of the thesis describes what provitamins are, what their metabolic
transformation looks like, and what role they play in the organism. Furthermore,
electroanalytical methods are presented, as well as their classification and methods of
execution. The second part of the thesis describes specific electrochemical determinations of

provitamins in different types of samples.

KEYWORDS
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Uvod

Provitaminy jsou organické slouceniny rostlinného ptvodu, které nevykazuji
biologickou aktivitu, ale tvofi prekurzory vitaminl vznikajicich jejich metabolickou pfeménou

vV organismu.

Vitaminy jsou nezbytné pro spravné fungovani organismu, piestoze jsou v ném
zastoupeny jen v nepatrném mnozstvi. Vyskytuji se v riznych pomérech v rostlinné i zivo¢isné

strave. S jejich pfijmem jsou spojeny tyto poruchy:

e Avitamindza — nepfitomnost vitaminu
e Hypovitamindza — nedostatek vitaminu

e Hypervitamindza — ptebytek vitaminu

Jejich pfitomnost ma vliv na metabolismus, kognitivni funkce, smyslové organy, stavbu
kosti, rist svalové hmoty, spradvnou funkci centralni nervové soustavy, srazlivost krve,
antioxidacni procesy atd. Spravné fungovéani v organismu zabranuje vzniku onemocnéni

spojenych s jejich nedostatkem nebo tplnou absenci [1; 2].

Tato prace je zaméfena na vyskyt, strukturu, metabolick¢é pfemény a zplsoby
elektrochemické analyzy provitamint. V dil¢ich kapitolach jsou popsany konkrétni metody
upravy vzorkil, experimentalni stanoveni, méfeni a vyhodnoceni elektrochemickych vlastnosti

provitamin.
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1. Rozdéleni vitamint z hlediska rozpustnosti

Vitaminy rozpustné v tucich jsou derivaty isoprenu typické dlouhymi hydrofobnimi
fetézci s nepolarnimi skupinami nebo velmi zanedbatelnym mnozstvim skupin polarnich.
Vzhledem k charakteru molekul mohou byt ukladany v tukové tkani, coz je pficinou jejich

toxicity pfi nadbytecném piijmu. Jejich zdrojem jsou predevsim oleje, maso, rybi tuk a mléko.

Vitaminy rozpustné ve vod¢ maji ve svych rtiznorodych strukturach velké mnozstvi
poléarnich vazeb a skupin. Charakter molekul neumoznuje jejich ukladani v organismu a pii
nadbyte¢ném piijmu jsou vylucovany moci. Jejich zdrojem jsou rostlinné i zivoc¢isné produkty

[1;2].

Tabulka 1 - Rozdéleni vitamint z hlediska rozpustnosti [1].

Lipofilni (rozpustné v tucich) Hydrofilni (rozpustné ve vod¢)
Vitamin A (retinol) Vitamin C (kyselina L-askorbova)
Vitamin E (tokoferol) Vitamin B; (thiamin)
Vitamin K (fylochinon) Vitamin B; (riboflavin)
Vitamin D (kalciferol) Vitamin B3 (niacin)

Vitamin Bs (kyselina pantothenova)
Vitamin Be (pyridoxin)
Vitamin B7 (biotin)
Vitamin By (kyselina listova)

Vitamin B2 (kobalamin)

Vitaminy jsou vzhledem ke svym strukturdm a zptisobu vstiebavani velmi rozmanitou skupinou
latek. Pro Clovéka jsou esencidlni, a proto musi byt piijimany ve stravé v aktivni formé nebo ve
formé¢ prekurzorii. Vitaminy pfijimané ve formé prekurzori a vznikajici timto biosyntetickym

zpisobem jsou vitaminy A a D [1; 2].
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2. Vitaminy a jejich prekurzory

2.1 Vitamin A

Vitamin A je oznaeni pro skupinu latek tvofenou retinolem, retinalem a kyselinou

retinovou, z nichZ nejvétsi podil tvoii retinol [2].
2.1.1 Funkce a vyskyt

Retinol a retinal se pfeménuji navzajem plsobenim koenzymi. Retinol je zapojen do
kontroly exprese geni v bunééném jadie podobné jako steroidni hormony a piispiva tak
fungovani reproduk¢nich orgénti. Retinal je dulezitou slozkou rodopsinu, ktery vznika vazbou
retinalu na zrakovy protein opsin a je odpovédny za vidéni v Seru. Po vzniku kyseliny retinové
uz nemuze dojit k opétovné pfeméné na retinol nebo retinal a nahrazeni jejich funkei. Kyselina

retinova se podili na syntéze glykoproteint a je zapojena do tkanového rustu.

Vitamin A je skladovan v jaternich bunkéach, pfi transportu do tkani vychytavan
bunécnymi receptory a vazdn na CRBP protein. V piipad¢ prebytku vitaminu dojde k obsazeni
vSech vazeb na CRBP proteinu, pfebyteCny nenavazany retinol plisobi pfimo na bunky a
dochazi k hypervitamindze. Hypovitamin6za je zplisobena nedostatecnou bunécnou aktivitou
nebo nizkym piijmem ve stravé. Projevuje se Spatnym no¢nim vidénim, které muize vést
k oslepnuti a rohovaténi epitelové tkané. Piimym zdrojem jsou zivocisné produkty napf.
v podobé rybiho tuku a vajec. Z rostlinnych je ziskdvan v podob¢ svého prekurzoru B-karotenu

[3].
2.2 Provitamin pB-karoten

B-Karoten je Zluty pigment, jehoZz struktura je tvotfena tetraterpenem slozenym ze dvou
molekul retinolu. Jeho metabolizace na vitamin A neni dostatecné G€inna, aktivita je asi Sestkrat

mensi nez u retinolu. Skupina latek strukturné podobnych B-karotenu se nazyva karotenoidy

[3].
2.2.1 Metabolicka pfeména

V lidském organismu se [-karoten Stépi [B-karotendioxygendzou s pomoci
molekularniho kysliku a zlu¢ovych soli, diky kterym je St€peni u¢innéjsi, na dvé molekuly

retinalu. Retinal je zvétsi Casti redukovan enzymem retinaldehydreduktasou na retinol
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s pomoci NADPH. Malé mnozstvi retinalu se oxiduje na kyselinu retinovou s pomoci FAD a

NAD" [3].

CHs B-karoten

_ ) zlucové soli
B-karotendioxygenaza

0,

CH, CHs
N DN

CH,
CHj retinal
NADPH
.
retinaldehydreduktasa (NADH) + H' NAD", FAD
NADP* (NAD")
CHj CH, CHj CH; OH
CH, CHs,
CH, retinol (vitamin A) CH kyselina retinové

Obrazek 1 - Metabolicka pfeména B-karotenu [3].
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2.3 DalSi prekurzory vitaminu A

Skupinu latek nazyvanou karotenoidy mizeme rozdélit na karoteny, ke kterym se krom¢
B-karotenu fadi také a-karoten a B-kryptoxanthin a na xantofyly, ke kterym spadé lutein,
zeaxanthin a lykopen. VSechno jsou to barevné pigmenty zluté, oranzové a Cervené barvy, které
vznikaji biosyntézou v rostlindch. Ve své skupiné, kterd je tvorena vice nez sedmi sty druhy
karotenoidl, jsou nejhojnéji zastoupeny. Pouze zéastupci karotenti mohou podobné jako
B-karoten podléhat metabolické pfeméné na retinol vzhledem k velice podobné struktuie a

uspotadani vazeb [4; 5].

Obrazek 2 — Strukturni vzorce a-karotenu a B-kryptoxanthinu [4].

2.4 Vitamin D

Vitamin D, téz znamy jako kalciferol nebo kalciol, je soubor steroidnich latek

oznacovanych jako vitaminy Dy — D7 [1].

2.4.1 Funkce a vyskyt

Kalciferol se vyskytuje v zivociSnych buiikdch jako cholekalciferol (vitamin Ds3) a
v rostlinnych bunikach jako ergokalciferol (vitamin D;). Jsou to prohormony, které jsou

v organismu pieménovany na aktivni formu zvanou kalcitriol [2; 3].

Kalcitriol je vyznamny hormon podilejici se na metabolismu vapniku a fosforu. Ve
sttevech podnécuje syntézu bilkovin, které zprostfedkovavaji absorpci vapenatych iontd a

fosfatl a zaroven reguluje jejich koncentraci. Diky nému je zajiSténa stald dostupnost vapniku
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a fosforu pro jejich klicovou ulohu pfi stavbé kosti. Jeho produkce je regulovana hormonem

ptistitnych télisek.

Nedostatek vitaminu D mutze byt zpisoben jeho nizkym piijmem, nedostatkem
slune¢niho zafeni nebo onemocnénim ledvin. Je dan poruchami mineralizace kosti, ktera se
v raném véku projevuje onemocnénim pohybového aparatu — rachitidou neboli kiivici. Ta je
typicka deformaci kosti, patefe a hrudniku. V pozdéjsim véku se vyznacuje meknutim kosti —

osteomalacii [3; 6].

Vitamin D je pro lidsky organismus dostupny pfedevsim v podobé zivocisSnych
produktd, jako jsou jatra, vajecny zloutek a rybi tuk. Muze byt syntetizovan ze svého

prekurzoru, kterym je v ptipad¢ rostlin ergosterol a u zivocichli 7-dehydrocholesterol [2].
2.5 Provitamin 7-dehydrocholesterol

7-Dehydrocholesterol se nachdzi v koznich bunkéch zivocichti a vitamin D3 se z néj tvoti
fotolyzou slune¢nim zafenim. Ultrafialova slozka zatfeni je zodpovédna za Stépeni jadra a
vzniku cholekalciferolu. Cholekalciferol se v krvi vaze na specifické proteiny a je dopravovan
do jater, kde probihd jeho hydroxylace na biologicky neaktivni 25-hydroxycholekalciferol
pomoci enzymu vitamin D3-25-hydroxylasa. V této forme je organismem skladovan v jatrech
a uvolnovan do enterohepatalniho ob¢hu, jehoz naruseni téz zptisobuje nedostatek vitaminu D.
25-hydroxycholekalciferol je dale hydroxylovan v ledvinach enzymem 25-hydroxy-Ds-1-
hydroxylazou na 1la,25-dihydroxycholekalciferol, neboli kalcitriol, nejucinnéjsi metabolit

vitaminu D [3; 6].
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Obrazek 3 — Metabolicka pfeména 7-dehydrocholesterolu [3].
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2.6 Dalsi prekurzory vitaminu D

Dalsi latkou ze skupiny provitaminti D je ergosterol, ktery se od 7-dehydrocholesterolu lisi
nenasycenym postrannim fetézcem a vedlejsSi methylenovou skupinou. Vyskytuje se
v bunécnych sténach hub, plisni a nékterych mikroorganismu, kde zajistuje spravnou funkci
lipidické membrany a také v cytosolu bunék, kde se ucastni procesi latkové vymeény.

Plisobenim slunecniho zéteni je Stépen na ergokalciferol, tedy vitamin D> [3; 7].

H;C CH, H3C CHj
cHy N\
CH, hv CH,
CHg HiC A_>
Fotolyza
Ho Ergosterol HO Ergokalciferol

Obriazek 4 — Stépeni ergosterolu na ergokalciferol piisobenim slune¢niho zateni [3].
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3. Elektrochemicka analyza

Elektrochemicka analyza vyuzivd pro stanoveni a identifikaci latek elektrickych
vlastnosti nabitych ¢astic vznikajicich mezi elektrodami anebo elektrochemickych reakci

probihajicich na fAzovém rozhrani elektrody a analyzovaného roztoku nebo taveniny [8; 9].

Aby mohla reakce prob&éhnout, je tieba sestavit elektrochemicky ¢lanek ze dvou elektrod
ponoienych do analyzovaného roztoku. Analyzovany roztok je charakterizovan objemem,
koncentraci a hmotnosti stanovované latky. Elektrochemicky ¢lanek nabyva hodnot métené
elektrické veliCiny, kterou miize byt proud, néboj, kapacita, vodivost nebo elektrodovy

potencial. V nékterych méfenich se jako proménna velicina uvadi ¢as [8].
3.1 Déleni elektroanalytickych metod

Elektroanalytické metody jsou déleny na zékladé svych redoxnich a elektrickych vlastnosti,

prichodu proudu pii analyze a pfemény obsahu analytu.

ELEKTROANALYTICKE METODY

/ N

Zalozené na redoxnich vlastnostech Zalozené na elektrickych vlastnostech
/ \\ KONDUKTOMETRIE
Bez prichodu proudu S priichodem proudu
POTENCIOMETRIE / \
Obsah analytu se témét neméni Analyt je kvantitativné pfeménén
VOLTAMETRIE COULOMETRIE
POLAROGRAFIE ELEKTROGRAVIMETRIE
AMPEROMETRIE

Obrazek 5 — Déleni elektroanalytickych metod [9].
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3.1.1 Voltametrie a polarografie

Pfi voltametrické a polarografické analyze je sledovdna zavislost proudu, jenz prochazi
pracovni elektrodou ponofenou do méfen¢ho roztoku, na potencialu, ktery je na elektrodu
vkladan vnéj$im zdrojem. Analytickym signalem je velikost proudu prochazejiciho elektrodou

pfi uritém potencidlu. Tuto zévislost popisuje polarizacni kiivka.

Voltametricka cela neboli elektrochemicky ¢lanek pro voltametrickd méfeni je slozen
zmémé elektrody ponofené do analyzovaného roztoku a referentni elektrody, ktera je
s analyzovanym roztokem spojena solnym mistkem. Rikdme tomu dvouelektrodové
uspoiadani. Casto se vyuZiva zapojeni pomocné elektrody a uspofadani je nazyvano

ttielektrodové [9].

j Zdl;g
. napetl | napéti

A-metr,
V-metr

%
c(, Dwl A
Y

Obrazek 6 — Schéma dvouelektrodového (A) a tiielektrodového (B) zapojeni [9].

B
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4. Analyza B-karotenu

4.1 Voltametricka méreni na uhlikovych mikroelektrodach

Elektrodova kinetika [-karotenu byla popsana na uhlikovych mikroelektrodach
v aprotickych rozpoustédlech. Zjistilo se, ze uhlikové mikroelektrody jsou vhodné pro
voltametricka méfeni a studie kinetiky a Ze elektrooxidace B-karotenu zavisi na vlastnostech
rozpoustédla, piicemz rychly pfenos naboje probihd v inertnich rozpoustédlech a
v reaktivnéjSich rozpoustédlech probihd nejprve chemicka reakce. Byly pouzity techniky

linearni voltametrie (LSV), square-wave voltametrie (SWV) a cyklické voltametrie (CV).

Experiment byl proveden za pouziti mikroelektrody diskového tvaru z uhlikovych vldken
(DME) a valcové mikroelektrody zuhlikovych vlaken (CFME) v riznych aprotickych
rozpoustédlech. Jako inertni rozpoustédla byly pouzity dichlormethan (DCM) a chlorbenzen
(CB) a jako reaktivni rozpoustédla tetrahydrofuran (THF) a acetonitril (ACN).

V bezvodych ¢istych rozpoustédlech byly piripraveny nasledujici zasobni roztoky: 0,5 M
tetra-n-butylamoniumhexafluorofosfat (TBAHFP), 0,5 M chloristan tetracthylamonny (TEAP),
0,1 M B-karoten a 0,1 M ferrocen. Analyza byla provedena pomoci elektrochemického ¢lanku
s tiielektrodovym uspotfadanim: CFME nebo DME jako mérné elektrody, platinovym dratkem

coby pomocnou elektrodou a stiibrnym dratkem tvoticim srovnéavaci elektrodu [10].
4.1.1 Elektrooxidace v dichlormethanu

B-karoten v DCM podléhd anodické oxidaci, kterd diky inertnimu rozpoustédlu neni
ovlivnéna chemickymi reakcemi. Jedna se tedy pouze o fizeny pfenos naboje. Se zvySujici se
koncentraci zékladniho elektrolytu TBAHFP byla zaznamenéna zvysujici se hodnota rychlostni
konstanty. Vysledky byly porovnany s hodnotami reverzibilniho neboli vratného procesu
elektrooxidace a nasledkem toho bylo potvrzeno, ze se vzriistajici rychlosti pfenosu naboje se
proces stava reverzibilngj§im. Tedy ¢im niz$i koncentrace elektrolytu byla pouzita, tim méné
reverzibilni proces elektrooxidace probehl. Elektrooxidace byla provedena s pouzitim CFME 1

DME, pricemz u obou mikroelektrod bylo dosazeno analogického zavéru [10].
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4.1.2 Elektrooxidace v chlorbenzenu

CB je inertni aprotické rozpoustédlo stejné jako DCM a voltametrické meéieni
elektrooxidace B-karotenu v CB s TBAHFP tedy ukazalo obdobny prabéh zéavislosti (obr. 7).
Niz$i diftzni koeficient B-karotenu v CB zpisobil, ze hodnota rychlostni konstanty

nedosahovala takovych hodnot jako pti méfeni v DCM a pienos naboje byl tedy pomalejsi [10].

25| = p-karoten / CB
— B-karoten / DCM

02 0 02 04 06 08 1
E [V]

Obrazek 7 - Cyklické voltamogramy elektrooxidace B-karotenu v CB a DCM zaznamenané
pomoci CFME [10].

4.1.3 Elektrooxidace v tetrahydrofuranu

V THF je pocatecni pfenos ndboje B-karotenu ovlivnén chemickou reakci mezi
rozpousStédlem a produktem elektrooxidace, ktery je odebirdn z prostoru elektrod. Tvary
cyklickych voltamogramii zaznamenané pomoci CFME tedy vykazuji odlisny pocatecni vyvoj.
Probihajici reakce jsou popsany nasledujicimi chemickymi rovnicemi, ve kterych je B-karoten
oznacen jako RH» [10]:

RH, —2e~ < RH,**

RH,?* + THF < RH* + [THFH]*
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4.1.4 FElektrooxidace ve smési acetonitrilu a chlorbenzenu

ACN je dalSim reaktivnim rozpoustédlem, ktery byl pouzit ve smési s CB, na zaklad¢
toho, ze v Cisttm ACN se B-karoten nerozpousti. Cyklické voltamogramy vykazovaly
v zavislosti na poméru rozpoustédel ve smesi bud’ reverzibilni nebo irreverzibilni chovani.
Pokud je ve smési pfitomen vétSi podil ACN, dochdzi k chemické reakei s produktem
elektrooxidace B-karotenu stejné jako v ptipadé THF. Pokud je v nadbytku CB, reakce probiha

minimalné [10].

4.2 FElektrochemické vlastnosti latek ze skupiny karotenoidu

Pro dvanact pfirozené se vyskytujicich karotenoidii byla zaznamenana elektrochemicka data v
podobé kinetiky rovnovazné konstanty, oxidacniho potenciadlu a konstanty reakéni rychlosti.
Elektrochemické vlastnosti byly experimentalné zjistény a byla odvozena zavislost zjisténych

parametra na struktuie karotenoidt [11].

CH, CH, CH, o)
NG ) T U NN P N
CHs CHs CHs CHs
CHy B-karoten CHs

8-apo-fB-karoten-8-ova kyselina

CHs CHj CHj o CH, CHj CH, CHg
) T Ve Y Y e e e W o DT e e S 70 T T g e N Ny s
CH, CH, CH; CH, CHy CH, CH, CHy
CH, lykopen

8-apo-fB-karoten-8-al

Obrazek 8 — Struktura dvanacti zkoumanych karotenoidt [11].

26



Na zéklad¢ charakteru zkoumanych vlastnosti se pro rizné reakce voli vhodné
elektroanalytické techniky. K méfeni rozpadu volnych radikali jsou vhodné elektronova
paramagnetickd rezonance a absorpcni spektroskopie, pro stanoveni difiznich koeficientli a
heterogennich konstant rychlosti ptenosu elektronti cyklickd voltametrie (CV) s rotujici
diskovou elektrodou (RDE) a pro vyrobu kationtovych radikéalii karotenoidii objemovéa
elektrolyza s fizenym potencidlem (BE). CV poskytuje informace o rychlostnich konstantach,
stabilit¢ karotenoidii a poctu oxidacnich stavii, Osteryoungova square wave voltametrie
(OSWYV) je wuzitecna pro kvantitativni stanoveni elektroaktivnich latek a poskytuje

voltamogramy pro Faradayovy procesy. Pro detekci a ur€eni charakteru reakce v redoxnich

wev

Pro CV a OSWV byly pouzity ¢lanky s tfielektrodovym uspofadanim. Platinova
diskova elektroda byla zvolena jako pracovni, platinovy dratek jako pomocna elektroda a
nasycena kalomelova jako referentni elektroda. Méfeny roztok byl pfipraven z karotenoidu o
koncentraci 0,1 — 1 mmol v DCM, ve kterém je dobie rozpustny s TBAHFP jako zakladnim
elektrolytem.

Mechanismus oxidace [B-karotenu se ukazal jako zavisly na typu rozpoustédla.
V inertnich rozpoustédlech, napt. v DCM nebo CB, se oba elektrony piendsi v témef stejnou
chvili, reakce tedy probiha v jednom kroku a je vratna. Naproti tomu reakce v THF nebo ACN
probiha nevratné. CV a OSWYV B-karotenu v DCM s TBAHFP byly zaznamenany jako dvojice
oxidac¢nich pikii, z nichz jeden zndzornuje oxida¢ni potencial B-karotenu bez naboje a druhy
oxida¢ni potencial jeho kationtovych radikald. Neutrdlni B-karoten ma jen nepatrné nizsi
hodnotu oxidaéniho potencidlu E°; neZ kationtové radikaly E% (tab. 2), a proto se piky zdaji
byt v prekryvu (obr. 9). Niz$i hodnota E% oproti E% znadi, Ze se B-karoten snadn&ji oxiduje. AE
Ize vyhodnotit simulaci. Potencial deprotonovanych radikalt E% dosahuje v porovnéni s E% a
E% velmi nizkych hodnot. Stejné jako B-karoten podléhaji jednokrokové dvouelektronové

oxidaci 1 isozeaxanthin, a-karoten, kryptoxanthin, zeaxanthin, lykopen a fucoxanthin [11].
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Obrazek 9 — Simulovany (pferusovana c¢ara) a experimentdlni (plnd c¢éara) cyklicky
voltamogram anodické oxidace (1) a katodického redukéniho procesu (2) [11].

V ptipad¢ kantaxanthinu se méfeni CV a OSWV znacné lisi od B-karotenu. Dva
nezavislé oxidacni piky ukazuji na dvé jednoelektronové oxidace jdouci po sob€. Prvni pik
znazoriuje oxidaci neutrdlni molekuly, kterou nésleduje produkce kationtovych radikald.
Druhy pik znazorfiuje naslednou oxidaci kationtovych radikalid. Oxidaci ve dvou krocich

podléha také echinenon, rhodoxanthin, 8-apo-p-karoten-8-al a 8-apo-B-karoten-8-ova kyselina.

~
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Obrazek 10 - Simulovany (pferuSovana c¢éara) a experimentalni (plnd cara) cyklicky
voltamogram anodické oxidace (1,2) a katodického redukéniho procesu kantaxanthinu (3,4)

[11].
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Reakce probihajici na elektrodach jsou popsany nasledujicimi chemickymi rovnicemi:

E°,

Karotenoid Karotenoid™ + ¢

0
E2

Karotenoid™" Karotenoid” + ¢

E,

Karotenoid™ + e Karotenoid’

Tabulka 2 - Elektrochemické potencidly ptfirodnich karotenoidi naméfené proti SCE [11].

Karotenoid E% [mV] | E%2[mV] | AE[mV] | E%[mV]
B-karoten 540 545 5 35
canthaxanthin 689 894 205 264
echinenon 590 690 100 110
isozeaxanthin 550 570 20 80
rhodoxanthin 655 900 245 250
8 -apo-PB-karoten-8”-al 720 865 145 75
cryptoxanthin 560 570 10 60
zeaxanthin 530 550 20 90
fucoxanthin 790 820 30 240

vvvvv

elektronti. Nartst hodnot ks mize byt podpoien zvysSenim koncentrace zakladniho elektrolytu
TBAHFP. V ptipad¢ karotenoidll jsou hodnoty ks pomérné vysoké a rovnovéha se rychle

ustavuje [11].
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4.3 Voltametrické stanoveni B-karotenu v syrové zeleniné a bobulich

Elektrochemické vlastnosti [-karotenu byly pozorovany po predbézné extrakci
v organickych rozpoustédlech za ptfitomnosti povrchové aktivni latky Triton X 100, ktera
zvysuje jeho rozpustnost a snadnost elektrooxidace. Kvantitativni stanoveni B-karotenu pomoci

CV ukazalo shodné vysledky s dostupnymi nutri¢nimi tdaji.

Zéasobni 0,01 M roztok B-karotenu rozpusténého v DCM byl pouzit pro ptipravu
pracovnich roztokti v ethanolu s 0,1 M LiClOs4. Zasobni 0,1 M roztoky povrchové aktivnich,
ale elektrochemicky neaktivnich latek Triton X 100, dodecylsiranu sodného (SDS) a

cetylpyridinium bromidu (CPB) byly pfipraveny rozpusténim ve vode¢.

Elektrochemicky c¢lanek pro voltametricka méfeni byl sestaven z elektrody ze skelného
uhliku (GCE) coby pracovni, chloridostiibrné elektrody coby referentni a platinovym dratkem
jako pomocné elektrody. Jako zakladni elektrolyt pro CV byl zvolen LiClOs4 v ethanolu
obsahujicim 10 % DCM.

Pro ptipravu vzorkl byla ze zastupcii zeleniny vybrana dyné, mrkev a petrzel a z bobuli
byly vybrany jetabiny a Sipek. Zelenina byla zbavena slupky, nakrajena na malé kousky, z nichz
bylo odvazeno 5 gramt vzorku, ktery byl vyttepan spolu s 8 ml DCM. Pro kvantitativni analyzu
byla pouzita metoda kalibracniho grafu a standardniho ptidavku 500 a 750 mg B-karotenu do
extraktu spolu se vzorkem. Pro roztoky o riznych koncentracich bylo provedeno pét stanoveni.
Na zéklad¢ vysledkti méteni byl spocitan obsah karotenu na 100 g vzorku. Extrakt byl spolu
se zédkladnim elektrolytem obsahujicim 0,01 M Triton X 100 v poméru 1:9 pieveden do cely a
skenovan rychlosti 100 mV/s v rozsahu 0-1500 mV. Jako referen¢ni metoda stanoveni byla
pouzita spektrofotometrie. Pro kvantitativni analyzu byla pouzita kalibra¢ni kiivka B-karotenu

extrahovaného v hexanu s méfenim absorbance pii 446 nm.

Pii CV na GCE v zékladnim elektrolytu byly zjistény nevratné kroky oxidace -karotenu
pii 500 a 920 mV. B-karoten se oxiduje za vzniku radikald, které reaguji s neutralnim
B-karotenem za vzniku dvou kationtovych radikalt. Povrchové aktivni latky nemaji vyznamny
vliv na velikost prochéazejiciho proudu, ale pii vyssich koncentracich usnadiiuji elektrooxidaci.

Maji vysokou afinitu k B-karotenu jakozto k hydrofobni molekule.

Uginnost DCM pro extrakci B-karotenu byla zjisténa voltametrii. Na vzorcich mrkve a
dyné byl zjistén vliv objemu DCM, ¢asu analyzy a potadi extrakce. Presnost extrakce byla

vyhodnocena porovnanim se znamym mnozstvim B-karotenu v extrahovadle.
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Na cyklickych voltamogramech byl zachycen signal pro oxidaci B-karotenu pii 482 mV.
Ten byl porovnan s vysledky metody standardniho ptidavku, kterd potvrdila nartist proudu
piimo umérnému mnozstvi analytu. Namétené hodnoty se v obou piipadech shoduji. Vysledky

obou méticich metod byly na zavér potvrzeny spektrofotometrickym stanovenim [12].

Tabulka 3 — Obsah B-karotenu v zeleniné a bobulich zjistény metodou kalibra¢niho grafu (a),

metodou standardniho ptidavku (b) a spektrofotometrickym stanovenim [12].

Cyklicka voltametrie Spektrofotometrie

Vzorek Obsah B-karotenu Obsah B-karotenu Obsah B-karotenu

(mg/100 g vzorku) (a) | (mg/100 g vzorku) (b) | (mg/100 g vzorku)
Mrkev 9,9 9,7 9,8
Dyné 2,94 2,95 2,9
Jetabiny 7,82 7,86 7,9
Sipek 2,9 2,9 2,8
Petrzel 5,5 5,6 5,4

4.4 Elektrochemie karotenoidni samousporadané monovrstvy

K voltametrickému méfeni byl syntetizovan 4-thioxo-f,p-karoten-4-on, ze kterého byl
poté pfipraven 5x10 M roztok v acetonitrilu bez kysliku a skladovan v dusikové atmosfére.
Zlata diskovéd elektroda byla sestavena zapuSténim zlatého dratu do sklenéné trubice
s epoxidovou pryskyfici. Elektrochemicky ¢lanek byl sestaven z referentni chloridostiibrné
elektrody ptipojené pifes KNO; mustek a platinového dratku jako pomocné elektrody.

Nameéteny potencial byl vztazen k nasycené kalomelové elektrodé (SCE).

Zlata elektroda byla ponofena do 5x10° M roztoku 4-thioxo-p,B-karoten-4-onu a za
neustalého proplachovani dusikem byla piipravena samouspoiadand monovrstva (SAM)
elektrochemicky stabilni pti 0,5-0,6 V proti SCE [13].

4.4.1 Anodicka voltametrie v kyselém prostredi

Reaktivita SAM se projevila vznikem dvou pika v riiznych oblastech potencidlu pii CV

v HClO4. Prvni zobrazuje oxidaci karotenoidu adsorbované¢ho diky pfitomnosti siry pfi
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0,9 V proti SCE, druhy desorpci produktu oxidace spojenou s oxidaci zlata a funk¢ni skupiny
pfi kladngjsim potencialu. Tvorba tfetiho piku je zptisobend procesem redukce oxidu zlata. Pro
srovnani byla provedena CV obycejné zlaté elektrody, ktera potvrdila nevratnost desorpce

SAM [13].

4.4.2 Katodicka voltametrie bez pristupu kysliku

Katodické reakce elektrody pokryté karotenoidem byly zkoumany skenovanim
potencialu mezi 0-1,4 V v roztoku KOH a nésledné vyhodnoceny anodickym skenem v roztoku
HClOs4. Opakované skenovani v katodické oblasti mélo za nasledek postupnou desorpci
povrchové vrstvy. Velice pomalu probihajici katodickd desorpce alkanthiolii byla zakoncena
po nekolika skenech se zfetelnym vrcholem. Na rozdil od SAM alkanthiolu je SAM piipraveny
z 4-thioxo-fB,B-karoten-4-onu (obr. 11) stabilnéjSi v katodickém procesu, ale méné stabilni
v anodickém. Rozdilné chovani je zplsobeno lokalizaci siry v 4-thioxo-f,p-karoten-4-onu a
konjugaci dvojné vazby. Rozlozeni naboje v molekule usnadiiuje uvolnéni elektront, ale

ztézuje jejich piijem [13].

CHy SAM

Obrazek 11 — Schéma vzniku SAM z 4-thioxo-f,B-karoten-4-onu [13].
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4.4.3 Katodicka voltametrie v pFitomnosti kysliku

Ptechodnymi radikaly vzniklymi redukci kysliku na HoO> mohou byt O™ a HOO™, ty
reaguji s adsorbovanou vrstvou 4-thioxo-f,B-karoten-4-onu. Potencidl anodickd desorpce
s kyslikovymi radikaly nabyl v pribéhu CV kladngjsich hodnot oproti samotnému SAM, u

kterého doslo pravdépodobné ke zvySeni stability v disledku sitovacich reakei [13].

4.5 Voltametrické stanoveni p-karotenu v zeleniné a farmaceutickych
kapslich pomoci zlaté elektrody

Voltametrické stanoveni je zaloZeno na anodické oxidaci B-karotenu na zlaté elektrodé
v Cistém acetonu, ktery v tomto piipad¢ slouzi jako extrahovadlo prvni volby v porovnéni

s ostatnimi mnohdy velice toxickymi organickymi rozpoustédly.

Voltametricka métfeni byla uskutecnéna v tiielektrodovém uspotadani. Jako pracovni
elektrody byly testovany zlata pracovni elektroda (AuE), GCE a platinova elektroda (PtE). SCE
byla vybrana jako referentni elektroda a pro srovnani vysledkii byla na zavér provedena

UV-VIS spektrofotometrie.

Ke sledovani elektrochemie B-karotenu byl pfipraven 0,5 mmol/l roztok B-karotenu
méieny CV v rozsahu potencialu —0,4 az +1,2 V proti SCE. M¢éteni probihalo v organickych
rozpoustédlech obohacenych o LiClO4 na vybrané pracovni elektrod€. Pro méfeni SWV s AuE
byl nastaven rozsah potencialu 0 az 1,2 V proti SCE. Kvantitativni analyza p-karotenu byla
vyhodnocena v rozmezi koncentraci 0,02 — 0,7 mmol/l metodou kalibra¢ni kiivky a pétkrat
zopakovana. Pro srovnani vysledkii byla pouzita spektrofotometrickd zkouska s maximalni
absorpci pii 452 nm. Metoda je zalozena na kalibraci a linearni regresi pro koncentraci 0,05 —

300 mmol/I B-karotenu v acetonu.

Jako vzorek zeleniny byly vybrany mrkev a bataty, které byly pokrajeny na malé kousky
a suSenim v peci zbaveny vody. VysuSené vzorky byly navazeny a homogenizovany. Oddé¢leni
B-karotenu z 1 g kazdého vzorku bylo provedeno nékolikanasobnou extrakei v acetonu s
LiClOg4. Jednotlivé frakce byly smichany v odmémé bance a doplnény po rysku. Obsah
B-karotenu byl vyhodnocen v mg/100 g vzorku zeleniny. Z farmaceutickych produkti byly
vybrany kapsle Betakaroten Forte® a Nutricius Betakaroten Extra®. Ob¢ kapsle byly jemné

namlety a z kazd¢é navazen 1 g vzorku, ktery byl rozpustén v acetonu s LiClO4, pfeveden do

33



odmérné bariky a doplnén po rysku. Pro voltametrickou analyzu byla pfipravena kalibracni fada

roztokll o riznych koncentracich.

Elektrochemickéd oxidace 0,18 mmol/l roztoku B-karotenu na GCE byla provedena
v ACN, smési ACN s toluenem v poméru 1:1, smési ACN s MTBE také v poméru 1:1 a v
acetonu. Kazdé zrozpoustédel bylo obohaceno o LiClOs. Méteni probéhlo pomoci CV
v rozmezi —0,4 az +1,2 V. Voltamogramy ukazaly 4 piky odpovidajici nevratnym krokim
béhem oxidace B-karotenu (obr. 12). I pfesto, Ze nejvetsi G€innost byla prokdzéna ve smési
ACN s toluenem, byl upfednostnén aceton vzhledem k jeho ucinnosti pfi extrakci ze vzorki

zeleniny a nizké toxicité [14].

24

18 1
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E°[V] proti SCE
Obrazek 12 — Zaznamenané cyklické voltamogramy B-karotenu na GCE v acetonu (Cervend),

smési ACN a toluenu (zelend), acetonitrilu (Cernd) a smési ACN a MTBE (modrd) [14].

Pii stanoveni SWV byly pracovni elektrody porovnany a na zakladé naméfenych hodnot
v roztocich B-karotenu byla pro voltametrické méteni vybrana AuE, ktera poskytla zfetelny pik
pii 0,503 V proti SCE. Naproti tomu méteni s GCE poskytlo pik s dvakrat Sir§im vrcholem pfi
0,499 V (obr.13) [14].
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Obrazek 13 — SWV voltamogramy B-karotenu zaznamenané na AuE (A) a GCE (B) v acetonu

[14].

Z naméfenych hodnot byl vypocitan obsah P-karotenu ve vzorcich zeleniny a
farmaceutickych kapslich. Vzhledem k malym odchylkdm od uvadéného mnozstvi B-karotenu

obsazen¢ho v kapslich a pfi porovnani s diive publikovanymi udaji o obsahu v zelening, byla

0.0 02 04 06 08 10 1.2

E°[V] proti SCE

00 02 04 06 08 1.0 1.2

voltametrickd metoda oznacena za jednu z moznych pro analyzu potravin [14].

Tabulka 4 — Obsah B-karotenu v zeleniné¢ a farmaceutickych kapslich zjistény pomoci méfeni

SWYV a spektrofotometricky [14].

q SWV Spektrofotometrie Skutecny obsah
Vzorek zeleniny [mg/100 g vzorku] | [mg/100 g vzorku] B-karotenu
© s s s [mg/100 g vzorku]
Mrkev 7,32 7,38 ;
Batéty 6,53 6,67 )
SWV Spektrofotometrie Skutecny obsah
Vzorek kapsle (mg/kapsle] (mg/kapse] B-karotenu
SAp SXap [mg/kapsle]
Betakaroten Forte® 14,75 14,87 15
Nutricius
Betakaroten Extra® 12,34 12,35 15
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4.6 Analyza zapouzdrieni f-karotenu v SWCNT pomoci Ramanovy
spektroelektrochemie

V této studii byl zjistén vliv elektrochemického potencidlu jednosténnych uhlikovych
nanotrubic (SWCNT) na zapouzdieni a chovani B-karotenu uvnitt dutin SWCNT, ktery byl
nasledn¢ zkouman Ramanovou spektroelektrochemii schopnou ziskat informace o struktuie a

vlastnostech materidlu a chemickych reakcich [15; 16].

Zlaty dréat byl upraven katalytickym inkoustem s dimerem acetdtu molybdenitého a
tetrahydratem octanu kobaltnatého. Na povrch zlatého dratu byly pomoci chemického
napafovani syntetizovany jednosténné uhlikové nanotrubice (SWCNT) v kiemenné trubici, az
byl cely drat pokryt SWCNT. Kviili zapouzdieni B-karotenu bylo nutné odstranit konce
SWCNT, k ¢emuz se ukézala jako uzitecna elektrolyza s fizenym potencialem (CPE). Vhodny
potencial k odstranéni koncti SWCNT byl zjistén aplikaci fady potenciadli na elektrody
SWCNT v ACN s chloristanem tetra-n-butylamonia (TBAP).

Na GCE a vysoce orientované¢ho pyrolytického grafitu (HOPG) byl pfi oxidaci B-
karotenu pozorovan pouze jeden oxidacni pik pii 0,55 V, coz potvrdilo jednokrokovy
dvouelektronovy pienos. Na SWCNT elektrod¢ byl oxida¢ni pik pozorovan pii negativnéjSim
potencialu, konkrétné pti 0,48 V. Takovy rozdil namétenych potencialti ukazuje, ze doslo pouze

ke slabé absorpci B-karotenu na SWCNT.

SWCNT elektroda byla umisténa do Ramanovy méfici cely naplnéné elektrolytem ACN
s TBAP. Pot¢ byla provedena CPE pfi 1,4 V, aby se odstranily konce SWCNT. Nejprve byla
testovana elektroda se SWCNT, ktera nebyla vystavena aplikovanému potencialu. Poté byl
navySen potencial a po urCité dob¢ piidan B-karoten. Na zakladé meéteni bylo zjisténo, Ze
zapouzdieni B-karotenu uvnitt SWCNT zavisi nejen na potencialu, ale také na Case. Dalsi
zkoumani zapouzdieni B-karotenu uvnitt elektrody bylo provedeno pii 0,4 a 0,5 V, avSak
intenzita piku byla niz$i nez pti 0,3 V. Pro zji$téni potencidlni zavislosti intenzity piku bylo po
pridani B-karotenu aplikovano na SWCNT 0,3 V. Poté byl potencial posunut na 0,5 V, pticemz

se intenzita piku zna¢né snizila (obr. 14) [15].
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Obrazek 14 — Zavislost intenzity Ramanova piku na SWCNT elektrodé v B-karotenu pii zméné

potencialu z 0,3 (a) na 0,5 (b) [15].

Opticka absorpce neutralniho B-karotenu mizi, kdyz se vytvoii kationtovy radikal.
Klesajici intenzita vrcholu byla o¢ekavana vzhledem k tomu, Ze oxidované formy B-karotenu
jsou pro Ramanovo méfeni mimo rezonancni stav. B-Karoten byl oxidovan uz pii 0,5 V na

povrchu SWCNT, coz odpovida vysledkiim ziskanym z voltametrickych méteni.

Organické molekuly se daji zapouzdiit a stabilizovat uvnitt uhlikovych nanotrubic
(CNT). Zjistilo se, ze oxidovany B-karoten ve formé svych kationtovych radikala je nestabilni,
1 kdyz je zapouzdien, vzhledem k pozorované slabé adsorpci B-karotenu na povrchu SWCNT

a potencidlovému posunu pii oxidaci [15].
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5. Analyza sterolovych provitamini

5.1 Voltametrie 7-dehydrocholesterolu pro diagnostiku Smith-Lemli-
Opitzova syndromu

Smith-Lemli-Opitziv syndrom (SLOS) je vrozena, metabolicka a geneticky podminéna
porucha syntézy cholesterolu, ktera zptisobuje deformace na téle a riistovou i mentalni retardaci.
Cholesterol je prekurzor steroidnich hormoni a Zlucovych kyselin, tvoii nedilnou soucést
bunéénych membran. Jeho nadbytek, obvykle spojeny s vysokym piijmem v potraveé, téz
zpusobuje vazna onemocnéni. Biosyntéza cholesterolu zac¢ina u acetylkoenzymu A a pokracuje
enzymaticky katalyzovanymi reakcemi pies kyselinu mevalonovou nasledovanou syntézou
skvalenu a vznikem steroidniho skeletu. Poslednim krokem je pfeména 7-dehydrocholesterolu

(7-DHC) na cholesterol za katalyzy 7-dehydrocholesterol reduktazou [17; 18; 19].

O

/U\S-CQA — - K}’sehna,_,.,____ Skvalen —>. Lanosterol
mevalonova

Acetyl Co-A Jl

7-dehydrocholesterol
reduktaza

HO

Cholesterol 7-dehydrocholesterol

/v

Cholekalciferol

Obrazek 15 — Biosyntéza cholesterolu [17; 19].
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V piipadé voltametrického stanoveni cholesterolu je mozné vyuzit elektrochemickou oxidaci
7-DHC v zékladnich elektrolytech jako napt. v. ACN nebo anorganickych kyselinach, které
podporuji strukturni zmény molekul steroidii. Pro voltametrické méfeni byly pouzity diskové
elektrody s chloridostfibrnou referentni elektrodou v ACN a platinovym dratkem jako

pomocnou elektrodou.

K piipravé vzorku 7-DHC v umélém séru byl pouzit zdsobni roztok 7-DHC v ACN.
Cast vzorku byla smichana s uréitym objemem zakladniho elektrolytu ACN. Aby se vysrazené
proteiny odd¢lily, byl roztok centrifugovan. Voltametrickd méteni probéhla v kapaliné nad

sedimentovanym proteinem neboli supernatantu [17].

Bligh-Dyerova extrakce je standardni postup izolace lipidové frakce z biologického
materidlu. Smés methanolu, chloroformu a vody je schopna fazové separace rozpoustédel,
pficemz se lipidy shlukuji v chloroformové fazi. Pro tuto studii byl postup ¢aste¢né upraven.
K ptipravé roztoku vzorku 7-DHC vumélém séru byl pouzit zdsobni roztok 7-DHC
v methanolu. Vzorek byl smichén s chloroformem, methanolem a deionizovanou vodou, ve
které¢ byly obsazeny KCI, CaCl,, NaCl, D-gluk6za, mocovina a HSA. Po promichani tvofil
roztok jednu fazi, opétovného vzniku dvoufdzového systému bylo docileno ptidavkem
chloroformu a deionizované vody, ¢imz se lipidy uzaviely do chloroformové faze a faze bylo
mozné oddélit. Struktura extraktu byla obnovena v NaClO4 s ACN a voltametricky zmétena

[17; 20].

7-DHC je mozné oxidovat v ACN s NaClOs na BDD, pfi potencidlu 0,8 V vznika
zietelny pik, ktery je na rozdil od roztoku s HC1O4 jako zékladnim elektrolytem viditelny i po
nékolika desitkach minut stani (obr. 16). Kromé NaClO4 lze jako zékladni elektrolyt pouzit
TBAHFP nebo tetrabutylamonium tetrafluoroborat (TBATFB). Pro vypocet vyménénych

elektronti a koeficient pienosu anodického naboje I1ze pouzit nasledujici rovnici:

R-T

b=——7——
2:a,-nF

kde F = Faradayova konstanta, R = moléarni plynova konstanta, T = teplota, n = pocet elektrontl,
o = koeficient pfenosu anodického naboje. Po vyhodnoceni vlivu obsahu vody na intenzitu
elektrochemického signalu byl pro dal$i méfeni vybran bezvody ACN, ve kterém byly zjistény

nejnizsi hodnoty RSD pro nékolik po sob¢ jdoucich méteni [17].

39



A
— 02
-
=
— .l
0.0 b=
L .
0.5
[ B
i 02
—
0.0
1 A 1 A 1
0.5 1.0 1.6

E [V] proti Ag/AgNO3

Obrazek 16 — CV 7-DHC na BDD elektrodé v ACN (a) s NaClOs, (b) s HC1O4 ihned po
piipravé vzorka (A) a hodinu po ptipravé vzorki (B) [17].

Jako zakladni elektrolyty, které mohou zpisobit strukturalni zmény 7-DHC stejné jako
zlucové kyseliny, byly otestovany HoSOs, HC104, H3PO4 a HNO3. V ptipadé¢ HCIO4 byla pii
meétfeni v UV-VIS pozorovana zména absorpcnich maxim a pfechodné zbarveni méfeného
roztoku, které ukazuje na kysele katalyzovanou hydrataci molekuly 7-DHC a také by mohlo
znamenat moznost kolorimetrického stanoveni. HoSO4 vykazovala podobné chovani na rozdil
od H3PO4 a HNO3, které nejsou dostatené silné, aby vyvolaly chemickou pieménu 7-DHC.
Elektroanalyza 7-DHC s kyselinami nebyla shleddna pfinosnou vzhledem k vysokému

oxida¢nimu potencidlu a casové nestabilité signalu.

Jako zékladni elektrolyt byl pouzit NaClOs v ACN a mimo BDD elektrody byly pro
oxidaci 7-DHC pouzity také GCE a platinové diskové elektrody. BDD elektrody mély
v porovnani s GCE zietelngjsi signdl a Uc¢inn€j$i eliminaci nabijeciho proudu. Platinové

elektrody poskytly dobry signal pifi méfeni diferenéni pulzni voltametrii (DPV)

v
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pozorovana na BDD elektrodé, diky ¢emuz byla vybrana pro stanoveni v umélém séru. Pouziti
platinové elektrody poskytlo druhou nejnizsi mez detekce, a proto byla zvolena pro stanoveni

v mikroobjemu umélého séra.

Moznosti elektrochemické analyzy 7-DHC byly nejprve hodnoceny detekci v umélém
séru. Prvni moznost zahrnovala srazeni proteinu s pfidavkem ACN do umélého séra, druha
spocivala v aplikaci upraveného postupu extrakce podle Bligh-Dyera. Jednoduchou metodou
eliminace proteintl je jejich vysrazeni pomoci ACN a nasledna centrifugace. Pii pouziti smési
ACN aumélého séra v poméru 9:1 bylo dosazeno nejvyssiho signalu v DPV na BDD elektrodé.
Pti poklesu poméru smési na 7:3 signdl zkoumaného 7-DHC zmizel. Limit detekce se ukazal
dostate¢né nizky pro predbézny screening SLOS, jelikoz koncentrace 7-DHC jsou u pacientil
znateln¢ vyssi. Pii Bligh-Dyerova extrakci byly lipidy po odpateni chloroformu rozpustény v
NaClO4 s ACN pro stanoveni 7-DHC. M¢éteni bylo provedeno na platinové a BDD elektrodé
v koncentracich roztoku 7-DHC ocekavanych u pacientti se SLOS. Pro stanoveni diagnozy je

znalost rozsahu métfeni 7-DHC jednou ze zasadnich informaci [17].

5.2 Detekce ergosterolu v houbach pomoci elektrochemie v organickych
rozpoustédlech

Ergosterol je dalSim prekurzorem vitaminu D a vyskytuje se v plazmatickych
membrandch hub a prvokd. Pro jeho detekci byla aplikovana BDD elektroda v ACN,
dimethylformamidu (DMF), dimethylsulfoxidu (DMSO) a DCM, pfi¢emz pro analyzu se
ukazal jako nejvhodnéj$i ACN se zakladnim elektrolytem TBAHFP [21; 22].

Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim pfesného mnozstvi ergosterolu ve vSech
uvedenych rozpoustédlech. Redénim zasobnich roztokit TBAHFP byly pfipraveny kalibraéni
fady. Voltametrickd méteni probehla na tfielektrodovém systému slozeném z pracovni boérem
dopované diamantové elektrody, chloridostiibrné referentni elektrody a platinovym dratkem
jako pomocné elektrody. Vzorky hub byly vysuSeny a rozdrceny na prések, ktery byl pouzit k
extrakci ve smési methanolu s DCM v poméru 3:1, ve které byl pomér pevné a kapalné faze
1:25. Pro spektrofotometrické stanoveni byl vzorek rozpustén v ethanolu v poméru 1:10.
Ethanol byl pouzit pro slepy pokus a absorbance byla méfena pii A = 282 nm. Na zakladé
vznikl¢é kalibraéni kiivky byl vypocten obsah ergosterolu ve vzorku v mg/kg houby [22].

Ve vsech rozpoustédlech poskytuje ergosterol ve sledované oblasti voltametrického

méieni jeden oxidacni pik pti vysSSim potencialu nez 1 V. Elektrochemicka odezva byla
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sledovdna pouze v oblasti pozitivnich hodnot potencidlu. Nejlepsi oxidacni odezva byla

viditelné ziskana pti méteni v ACN, ktery byl na tomto zadklad¢ vybran pro dalsi experimenty.

1.0x10°°
DCM
ACN f
5.0x10° DMF ~ W
DMSO /a1y
= 0.0 ;
ar y
5.0x10° //// /
-10!105 ; ;" T . 1 l I L I ’ ] ¥ ] v
45 10 05 00 05 1.0 15 20

E [V]

Obrazek 17 — Cyklické voltamogramy ergosterolu v DCM, ACN, DMF a DMSO [22].

Ze ziskanych voltamogramt pro koncentra¢ni fadu ergosterolu v rozmezi 2-200 pm
byla vytvotena kalibracni kiivka se tfemi linedrnimi rozsahy, které byly zpiisobeny povahou
reakce na elektrodé.. Ze zaCatku méieni mize byt reakce fizena difuzi, pokracovat adsorpci a

v posledni fad¢ pti vySsi koncentraci opét fizena difuzi [22].
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Obrazek 18 — Voltamogramy pro koncentracni fadu ergosterolu v rozmezi 2-200 um (graf A)
Kalibra¢ni kiivka se tfemi linearnimi rozsahy (graf B) [22].
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Vysledky méfeni byly porovndny s jiz zavedenymi postupy pro stanoveni ergosterolu.
(Tab. 5) V porovnani s chromatografickymi metodami byl zjist€én obdobny pracovni linedrni
rozsah a mez detekce. Hodnoty RSD méfeni potvrdily zna¢nou piesnost navrzené

elektrochemické metody [22].

Tabulka 5 — Vysledky elektrochemického stanoveni obsahu ergosterolu v extraktu hub a
spektrofotometrického testu [22].

Vzorek Elektrochemicka metoda Spektrofotometricka metoda
[mg/kg houby] [mg/kg houby]
1 1240 1233
2 860 850
3 400 406

Ptitomnost nékterych dalSich sloucenin v pfirodnich produktech muze putsobit
interferencné, a proto byla jejich piipadna aktivita testovana pomoci SWV. Nejméné rusivy
ucinek byl zaznamendn u kyseliny askorbové, tu nasledoval kofein, ktery vykazuje
elektrochemické vlastnosti pii potencialu 1,5 V na rozdil od ergosterolu, ktery je elektroaktivni
uz pii 1 V. Silny rusivy ucinek byl zaznamenan v ptipad¢ kyseliny gallové, u které doslo pii
zvyseni jeji koncentrace ke zméné signalu oxidace ergosterolu. Na zékladé téchto vysledki byla

potvrzena selektivita stanoveni ergosterolu [22].
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Zavér

V této praci je elektrochemickd analyza vyuzivajici elektrickych vlastnosti latek
zaméfena na hlavnimi zastupce provitamind, B-karoten a 7-dehydrocholesterol, které se
metabolicky pfeméiuji na aktivni formu vitamint. f-karoten patii do skupiny karotenoidd, $té€pi
se a nasledné redukuje enzymaticky katalyzovanou reakci na retinol neboli vitamin A. Ze
7-dehydrocholesterolu vznikéd fotolyzou a naslednou ptfeménou v jatrech a ledvinach

cholekalciferol neboli vitamin D.

Cast vénovand elektrochemickym analyzim je zaméfena na voltametrickd méfeni a
stanoveni. Dle charakteru zkoumanych vlastnosti jsou pro jednotlivé analyzy voleny rtzné
techniky s charakteristickym vybérem a usporadanim elektrod. Analyza je provedena ze vzorki
1é¢iv, potravin a roztoku s pridavkem rozpoustédel, ktera svymi chemickymi vlastnostmi

ovlivityji priibéh reakce a miru detekce.

Obsah této prace pojednava predevsim o technikach cyklické voltametrie, diferencni
pulzni voltametrie, linearni voltametrie a square wave voltametrie. Naméfené hodnoty a
vysledky stanoveni jsou vyhodnoceny v zéavislosti na pouzitém rozpoustédle, porovnany se

vzorky o znamém obsahu a s vysledky spektrofotometrického stanoveni.
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