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ANOTACE

Safran je kofeni znamé pro svou vyraznou barvu a charakteristickou vini, které je vzhledem ke
své vysoké ekonomické hodnoté Casto predmétem falzifikacnich podvodt. Tato diplomova
prace je zamétena na elektrochemickou analyzu a stanoveni dvou hlavnich slozek Safranu, kro-
cinu a safranalu. V experimentalni ¢asti byla provedena detailni studie elektrochemického cho-
vani téchto slozek ve vodném a organickém prosttedi a dale byla vytvoiena a optimalizovéana
metoda pro stanoveni safranalu pomoci pulznich elektrochemickych technik. Metoda byla
uspéSné vyuzita pro stanoveni safranalu v redlném vzorku Safranu. Tato prace pfinasi uceleny
pohled na elektrochemické chovani slozek Safranu a poskytuje uzite¢né nastroje pro jeho ana-

lyzu a kontrolu kvality.

KLICOVA SLOVA

Safran, krocin, safranal, voltametrie

TITLE
Electrochemical properties of compounds present in saffron
ANNOTATION

Saffron is a spice known for its vivid color and characteristic aroma, which, due to its high
economic value, is often the subject of adulteration scams. This diploma thesis focuses on the
electrochemical analysis and determination of two main components of saffron, crocin and saf-
ranal. In the experimental part, a detailed study of the electrochemical behavior of these com-
ponents in aqueous and organic environments was conducted, and a method for determining
safranal using pulse electrochemical techniques was developed and optimized. The method was
successfully applied to determine safranal in a real saffron sample. This work provides a com-
prehensive view of the electrochemical behavior of saffron components and offers useful tools

for its analysis and quality control.
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UvVOD

Safran jakozto rostlina a zarove jedno z nejdraz§ich koteni na svété ma dlouhou historii vyuZiti
predevsim v gastronomickém a medicindlnim odvétvi. Unikatni je jeho ristovy cyklus, jelikoz
jeho aktivita dosahuje maxima v pritbéhu podzimu, ¢imz se odliSuje od vétSiny ostatnich rostlin.
Mezi ptedni producenty $afranu patii {ran, Indie a nékteré zems jizni Evropy. Pro jeho vysokou
vytéznost je zapotiebi zejména dostatek vlahy a ptijatelna teplota, kterd se pohybuje v rozmezi
10-20 °C. Zpracovani Safranu pro uvedeni na trh zahrnuje sbér, suseni a vhodné skladovani,
pticemz v obchodé¢ se lze setkat s Safranem ve dvou formach, a to ve formé susenych stigmat
nebo drceného prasku.

Safran je cenén predev§im pro své senzorické vlastnosti zptisobené zejména krocinem, safra-
nalem a pikrokrocinem. Jeho kvalita je zalozena na obsahu téchto kli¢ovych slozek a z toho
davodu se Casto pristupuje k jeho falzifikaci za pomoci rostlin, které jsou Safranu podobné. V
soucasné dobé se jeho kvalita posuzuje metodou UV-VIS spektrometrie, ktera vSak neni
schopna spolehlivé odhalit ptimési téchto rostlin. Alternativni techniky pro ovétfeni jeho jakosti
zahrnuji infracervenou spektroskopii, kapalinovou a plynovou chromatografii. Jejich pouziti je
ale zna¢n¢ finan¢né a Casoveé naro¢né. Tento nedostatek jsou schopné kompenzovat elektroche-
mické metody stanoveni.

Cilem této diplomové prace bylo ovétit elektrochemické chovéani krocinu a safranalu ve vod-
ném a organickém prostiedi. Dal§im pozadavkem bylo zjistit vhodnost riiznych typt elektrod a
elektrolytt pro elektrochemické stanoveni téchto dvou latek. Na zaklad€é dosazenych vysledki
bylo potfeba optimalizovat dodate¢né podminky a zjistit analytické parametry pro voltame-

trické stanoveni safranalu v redlném vzorku Safranu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Safran z biologického hlediska

Nazev Safran pochézi z arabského slova ,,Zafran®, coz znamena Zluty. Kofeni Safran se ziskava
sklizenim a su$enim tfilalo¢natych blizen Safranu setého (Crocus sativus), vytrvalé a polo-tro-
pické rostliny ¢eledi kosatcovitych (lridaceae), a je jednim z rodu Crocus, kam bezmala patii
85 druhti. Dalsimi zastupci jsou napiiklad C. asumaniae, C. cartwrightianus, C. hadriaticus.
(Nemati, 2018; Spence 2023; Dastranj, 2019; Cardone, 2020).

Fylogeneticky ptivod Safrdnu je prozatim bohuzel nezndmy, nejcastéji se uvadi, ze Crocus sa-
tivus se vyvinul z C. cartwrightianus, C. hadriaticus, C. pallasii nebo C. thomasii (Nemati,
malby v severozapadnim franu, kde byl pouzit jako pigment (Nemati, 2018; Kazemi-Shahan-
dashti, 2022)

Safran obsahuje 10 % vody, 12 % bilkovin, 5 % lipidd, 5 % mineralnich latek jako je vapnik,
fosfor, draslik, sodik, zinek a mangan. Hrub4 vlaknina je pfitomna v 5 % a nejvice jsou zastou-
peny sacharidy v obsahu 63 % vcetné Skrobu a redukujicich cukri (glukdza, fruktoza, gentiobi-

6za, xyloza a ramndza), pentozant, gelll, pektind a dextrinti (Shahi, 2016).

Rostlina jako takova (obrazek ¢. 1) se sklada z okvétnich listkli a semeniku. Pfi¢emz semenik
je hlavni soucasti, protoze zastava vyznamnou roli pfi rozmnozovani. Kvéty obvykle obsahuji
2-3 cm dlouhé trojité blizny, které se sklizi, susi a nasledné vyuzivaji jako koteni. Na rostliné
se taktéz nachazi tii praSniky dulezité pii opylovani a neméné dulezitych Sest svétle fialovych
okvétnich listki, které 1akaji opylovace. Samic¢i pohlavni ¢ast kvétu Safranu zahrnuje bliznu,
¢nélku, semenik a stopku. Jeho samci pohlavni ¢ast zase zluté zbarvené ty€inky (Shahi, 2016).
Horizontalni pramér rostliny se pohybuje v rozmezi 0,5 po 6,5 cm a hmotnost od 0,5 do 70 g.

Minimalni hmotnost hlizy, ktera je schopna kvést je 2,5 cm (Cardone, 2020).
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Obrazek 1 Podrobny popis jednotlivych casti Crocus sativus (upraveno podle Shahi, 2016).

1.1.1 Vyuziti Safranu

Safran byl dfive vyuzivan pro své biologické, aromatické, barvici a chutové vlastnosti jako
koteni, kadidlo, barvivo, vyuziti nasel rovné€z v parfumerii nebo lékatstvi jiz pred 3500 lety
v Egypté a Mezopotamii. Nasledné byl exportovan do Ciny a Japonska. Jeho snadné rozsiteni
do téchto oblasti napomahalo jeho pouziti v tradi¢ni medicin€ jako afrodiziakum, spasmolyti-
kum nebo expektorans. Casto se pouzival ke zmirnéni bolesti zalude¢nich onemocnéni, zmir-
néni bolesti a uvolnéni napéti. V tradicni medicing je dale znamy pro 1é€bu koznich onemocnéni
jako je impetigo nebo akné, depresi nebo jako stimulant imunity. Jeho silice je zaroven rela-
xacni a pouziva se k 1€cbe¢ nespavosti nervového pivodu. Nesmime ale opomenout i jeho vy-
znamn¢é vyuziti v gastronomickém pramyslu, kde se pfidava do jidla diky své unikatni chuti,
ale také jako dekoracni prvek pro atraktivnéjSi vzhled jidla na talifi diky jeho charakteristic-

kému vzhledu (Sethi, 2018; Spence, 2023).
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1.1.2 Péstovani Safranu

Existuje cela fada metod, které se snazi co nejefektivngji ziskat $afran z kvétu Crocus sativus.
Nekteré faze jsou popsany v nasledujicim textu.

1.1.2.1 Podminky pro péstovani

Aktivita Safrdnu se na jafe zpomaluje na rozdil od béznych rostlin, které se v jarnich mésicich
naopak probouzi k zivotu. Jeho aktivita se v oblastech Dzammu a KaSmiru nejvice projevuje
V podzimnich mésicich, pfedevsim zacatkem fijna za predpokladu, Ze ptida je obohacena vodou
ze srazek nebo piipadného prvniho sn¢hu a teploty se pohybuji v rozmezi 10-20 °C. Pokud
nejsou dodrzeny tyto optimalni podminky, tak se vyrazné snizuje jeho vynos. Nejvice jeho pro-
dukce trpi pii snizenych ¢i zvySenych teplotach oproti optimu. Méné vyznamny, avsak stejné
dilezity, je parametr srazek, zejména v dneSni dobé klimatické krize. SraZky jsou nepravidelné
a mnohem mén¢ ¢asté oproti diivéj$im letim. Tyto neduhy se projevuji hlavné v podob¢ snize-
ného rastu kvétu, ze kterého se nasledné Safran sklizi (Yasmin, 2018). Dalsi mista, ktera jsou
znama pro svoji produkci $afranu, jsou provincie Khorasan, Fars a Kerman v Iranu, Recko,
Indie, Maroko, Spanélsko a Italie (Gazeran, 2016). Nejvétsi dovozce $afranu je momentalné

fran, ktery produkuje a zasobuje svétovy trh az z 96 % (Sogandi, 2023).

Safran je diky své nizké spotiebé vody a vysoké ekonomické hodnoté povaZzovan za udrzitelnou
surovinu. Specifické podminky, dilezité pro zdarny rast Safranu ptimély farmare k jeho pésto-
véani v mnoha aridnich a polosuchych oblastech. V Iranu je hlavnim zavlazovacim zdrojem pod-
zemni voda, ktera je ale v zavislosti na neddvnych obdobich sucha zasolena. JelikoZ se ocekava,
Ze obdobi sucha budou pokracovat a ptibyvat mista, kde je omezeny zdroj vody, byly zkoumany
ucinky na péstovani Safranu v takto zasolené¢ vodé¢ v brazdach oproti tradi¢nimu péstovani do
kvétina€l. Rozhodujicimi faktory pro hodnoceni byla zvolena vytéZnost Safranu, jeho suché
hmotnosti listh a vyté€znosti hliz. Ukézalo se, Ze vytéznost Safranu péstovaného v tradicnich
kvétinacich byla v prvni a druhé vegetacni sezoné 2,06 a 2,21krat niz8i neZ vynosy, které byly
sazeny V brazdach. Je to pravdépodobné proto, Ze v kvétinacich je tvrdost ptidniho povrchu o
56,6 % vyssi, nez je tomu u vysazovani do zasolenych brazd. Tato niz8i tvrdost v brazdach
umoziovala snadnéjsi kveteni Safranu a vystup listd. Zaroveinl se ukazalo, Ze je Safran velmi
citlivy na nedostatek vody a na vysokou salinitu v piid€. Vysoka salinita ale nebyla tak dulezi-
tym faktorem oproti nedostatku vody, ktery je kliCovy (Danstranij, 2019; Shabrangzadeh,
2023). Dalsi faktory spojené s ptidou jsou napiiklad hustota a hloubka vysadeb nebo metoda a
typ hnojeni (Cardone, 2020).
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Alternativu kK polnimu péstovani navrhla studie Nardi z roku 2022, kdy se autofi snazili najit
optimalni podminky pro péstovani Safranu v uzavieném hydroponickém prostiedi (coz je pro-
sttedi, ve kterém jsou rostliny péstovany bez ptudy) pro efektivni produkci Safranu na farma-
ceutické vyuziti. Bylo zjiSténo, ze nejvyssi vytéznost suchych stigmat pomoci tohoto hydropo-
nického procesu byla 3,2 g/m? coz je oproti primérné vytéznosti ziskané z polniho péstovani
(0,2 g/m?) estnactkrat vyssi za predpokladu nejoptimalnéjsich podminek. Pfedpoklada se ale,
ze proces by mohl byt jesté 1épe optimalizovan diky linii hliz, které by byly specialné ptizpt-
sobeny k hydroponickému péstovani (Nardi, 2022).

1.1.2.2 Sbér a suSeni

Kvéty Safranu se sbiraji v casnych rannich hodinach, kdy jsou jesté kvety uzaviené, aby byla
zajisténa vétsi odolnost proti degenerativnim procestim kvétnich orgdnt. Mzeme kvéty sbirat
jak ru¢né, tak mechanicky, kdy nejprve oddélujeme korunu od stonku a nasledné je sbiran od-
déleny kvét pres vakuovy sbérac. Nasledné se kvéty oteviou, odiiznou se blizny a odstrani se
bilo-zluté ¢asti. Tim se stigmata oddé€li od zbytku rostliny. Nasleduje suSeni, béhem kterého
stigmata ztrati asi 80 % své hmotnosti v disledku ztraty vody. SuSeni je velmi kritickym kro-
kem, kdy je snaha zamétena predevSim na omezeni enzymatické a mikrobidlni aktivity a zaro-
ven zajisténi, aby se kofeni uchovalo a zvysila se jeho trvanlivost. V kazdé zemi probiha suseni
jinym zptsobem. Piikladem je suSeni v Recku za pomoci umisténi stigmat na hedvabna sita,
kdy suSeni probiha 12—24 hodin v temné mistnosti s kontrolovanou poc¢ate¢ni teplotou 20 °C,
ktera se nasledné zvySuje na 30-35 °C. Dals$im ptikladem je suSeni v Abuzzu, kde jsou stigmata
poloZena na sito, které je nasledné umisténo asi 20 cm nad Zhavym uhli z dubového dieva po
dobu 15-20 minut (Cardone, 2020). Kazda zemé ma svij originalni zptuisob suseni, ktery ale
razantné ovliviiuje i kvalitu $afranu. Safran se ihned po ususeni skladuje v tésné uzavienych
nadobach, které jsou chranény pted svétlem. Hotovy vyrobek se prodava bud’ ve formé suse-
nych stigmat nebo syté oranzovo-¢erveného prasku, ktery je ale snadné falzifikovat (Cid-Peréz,

2021).

Nejlepsi podminky pro skladovani Safranu byly stanoveny jako dodrZeni tmavé inertni atmo-
sféry, s nizkou trovni aktivity vody (<0,43) a teplotou, kterd musi byt nizsi, nez okolni teplota
(<25 °C). Byly zkoumany taktéZ vodné extrakty Safranu. U nich se ukazalo, Ze se degradace
barvy a esterd krocinu fidi kinetikou prvniho fadu. Jsou tedy velmi citlivé na svételnou expo-

zici, tepelnou upravu, kyselé prostfedi a pfitomnost piisad (Sanchez, 2011).

Safranu se prezdiva ,,Cervené zlato* nejen kvili jeho typické barve, ale zaroven i1 proto, Ze je

povazovan za nejdrazsi kofeni na Zemi. Jeho maloobchodni ceny se pohybuji v rozmezi 2 000
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az 7 000 €/kg. Vysoké ceny jsou zapticinéné jeho narocnou sklizni. I ptes obtiznou sklizen
ro¢ni produkce Safranu ptresahuje 220 000 kg koteni. Jedna blizna Safranu vazi kolem 2 mg.
Jelikoz se vétSinou musi sklizet ruéné a vyuzivaji se pouze Safranové blizny, nikoli kvéty, tak
je v jednom kilogramu obsazeno pfiblizné 110 000 az 170 000 kvéth, coz odpovida asi 80 kg
nesusenym kvétim a zaroven 370470 hodinam prace (Frusciante, 2014; Shahi, 2016; Ahra-
zem, 2022).

1.2 Chemické latky obsazZené v Safranu

V Safranu je obsazeno mnoho chemickych latek, které dokresluji jeho aroma a barvu. Za typické
zbarveni Safranu jsou zodpovédné estery krocetinu, pikrokrocin pak podtrhuje jeho chut’ a cha-
rakteristickd viiné je zplisobena ptredevSim safranalem, ale i dal§imi latkami jako isoforonem,
4-ketoiso-foronem, isomerem isoforonu a safranalu, 2,2,6-trimethyl-1,4-cyklohexandionem a
HTCC (4-hydroxy-2,6,6-trimethyl-1-cyklohexadien-1-on). Safranal spole¢n¢ s isoforonem se
také podileji na kotenénych a kvétinovych tonech jeho ving. V prabéhu jednoho roku po sklizni
ale postupné degraduji a objevuji se karamelové, citrusové a zeleninové podtony zptisobené
vy$§im obsahem nékterych tékavych alkohold a aldehydd (Nenandis, 2016). Cim vyssi pro-
cento safranalu, krocinu a pikrokrocinu se v Safranu nachazi, tim se povazuje Safran za kvalit-
néjsi (Sogandi, 2023)

1.2.1 Metabolické drahy hlavnich slozek

Na obrazku ¢. 2 je znazornéna biosyntetickou drahu krocinu v Crocus sativus, ktera spoc¢iva
v reakci tii molekul isopentyldifosfatu s dimethylallyldifosfatem. Dimethylallyldifosfat je od-
vozen z drahy mevalonové kyseliny nebo methylerytrol-4-fosfatu. Nasledné plisobenim gera-
nylgeranyl pyrofosfatové syntdzy vznika GGPP (geranyl-geranyl disfosfat). Ten prochazi
mnoha procesy zahrnujici enzymy jako je PSY (fytoen syntaza), PDS (fytoen desaturaza), {-ka-
roten izomeraza, (-karoten desaturazy a karoteinodové izomerazy, aby se vytvotil lykopen. Poté
je lykopen pfeménén pisobenim lykopen B-karoten cyklinazy na p-karotenoidy, které jsou ka-
talytickou reakci prostfednictvim fB-karoten hydrolazy vyuzity k tvorbé zeaxantinu (Xie, 2023;

Ahrazem, 2022).

Zeaxantin, lykopen a -karoten jsou nasledné spole¢né §té€peny na krocetindialdehyd a dvé mo-
lekuly HTCC (4-hydroxy-2,6,6-trimethyl-1-cyklohexen-1-karboxaldehyd) pomoci karotenoi-

dovych stépicich dioxygenaz. Krocetindialdehyd je nasledné pifeménén na krocetin za pomoci
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aldehyddehydrogenazy. Krocetin slouzi jako substrat glukosyltransferaz. Je tedy nasledné gly-
kosilovan UDP-glukosyltransferdzami katalyzujici ptenos gluk6zové molekuly na oba konce
krocetinu za vzniku krocinu (Xie, 2023; Ahrazem, 2022). Molekula 4-hydroxy-2,6,6-trimethyl-
1-cyklohexen-1-karboxaldehydu je taktéZ rozpoznana glukosyltransferazou, coz vede k tvorbé

pikrokrocinu, ktery je nasledné dale metabolizovan na safranal (Ahrazem, 2022).

Existuji jesté dalsi rostliny, které jsou schopny produkovat krociny jako jsou komule (Buddleja)
nebo Gardenia jasminoides. Nicméng, tyto rostliny nejsou komeréné vyuzivany z divodu nizké
akumulace krocinu (Marti, 2020).
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Obrazek 2 Metabolické drahy Crocus sativus (upraveno podle Marti, 2020)
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1.2.2 Zastoupeni jednotlivych sloZek v Safranu

Diky studii Cabellero-Ortegy, zkoumajici jedenact vzorki Safranu z riiznych zemi a zdroja po-
moci HPLC (vysokoucinné kapalinové chromatografii), jsme schopni urcit, jaké hlavni slozky
v Safranu dominuji s ohledem, v jaké zemi byl Safran péstovan a sklizen. Nalezené hlavni
slozky jsou pikrokrocin, HTCC, 3-gentiobiosyl-kaempferol, safranal, trans-krocin 4, trans-kro-
cin 3, trans-krocin 2, cis-krocin 4, trans-krocin 2, cis-krocin 2. Ve své studii uvadi, ze koncen-
trace slozek je siln€ ovlivnéna nejen ptivodem, ale i procesy suseni a podminkami skladovani,
které ovliviiuji koncentraci glykosidickych karotenoida, jelikoz se jedna o tepeln¢ labilni a fo-

tochemicky citlivé slozky (Caballero-Ortega, 2007).

Nejvyssi koncentraci sledovanych slozek vykazoval fecky Safran (s celkovou koncentraci
94,06 mg/g stigmat), nasledovany indickym, novozélandskym, Spanélskym, francouzskym,
kazovaly vzorky z Tibetu a Ciny s celkovym obsahem 9,86 mg/g stigmat. U tibetského Safranu
je ale mozné, Ze za niz§i koncentraci latek muze fakt, ze byl vzorek odebran z pole, kde stigmata
Safranu byla vyrazné kratsi. Pro porovnani byl zakoupen i vzorek od Sigmy, u n¢hoz byla ur-
¢ena koncentrace jako 12,43 mg/g stigmat. I pfes to, ze Sigma deklarovala, Ze jejich $afran je
piivodem ze Spanélska, tak na rozdil od nich obsahoval analyzovany $panélsky $afran z oblasti
La Mancha podstatné vyssi celkovou koncentraci sledovanych slozek (Caballero-Or-

tega, 2007).

Nejvyssi zastoupeni ma Krocin, ktery byl v feckém Safranu pfitomen ve formach trans-krocin
2’, trans-krocin 2 a cis-krocin 4. Naproti tomu Safran z Nového Zélandu mél nejvyssi podil
trans-krocinu 4 a trans-krocinu 3. Indicky Safran mél zase nejvyssi podil cis-krocinu 2. Safranal
a HTCC byly ptitomny ve velkém mnozstvi ve $pan€lskych a novozélandskych vzorcich s ob-
sahem 8,14 mg/g stigmat pro safranal a 7,9 mg/g stigmat u HTCC. Nejvyssi hodnoty HTCC
byly ale naméfeny u Safranu z Turecka a to 0,42 mg/g stigmat (Caballero-Ortega, 2007).

1.2.3 Krocin

Krocin se strukturnim vzorcem CasHs4024 (8,8-diapokaroten-8,8-diova kyselina) je sloucenina,
ktera je zodpoveédna predevsim za pigmentové vlastnosti Safranu. Sklada se z fady mono-, di-
a tri-glukosylesteru krocetinu polyendikarboxylové kyseliny, kde se D-glukdza a/nebo D-gen-
tiobioza vyskytuji jako sacharidové zbytky, které zajistuji dobrou rozpustnost krocinu ve vodé
(Gazeran, 2016; Ghahghaei 2012; Alavizadeh 2014). Krociny jsou hydrofilni apokarotenoidy,
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které se hromadi jen v bliznach Crocus sativus a plodech Gardenia jasminoides. Na obrazku
¢. 3 je vyobrazeno rozdé¢leni krocind podle struktury na zakladé poc¢tu a polohy jejich glykosy-
lovych skupin na krocin 1, ktery obsahuje ¢tyfi glykosylové skupiny, dale krocin 2 (tfi glyko-
sylové skupiny), krocin 3, krocin 4 (oba dvé glyskosylové skupiny) a krocin 5 s jednou glyko-
sylovou skupinou (Pu, 2020). Krocin 1 a krocin 2 jsou ptevazujici v rostlinach a jsou
povazovany za aktivni slozky, které slouzi k hodnoceni kvality Safranu (Xie, 2023; Ahrazem,
2022). Krom¢ krocinu 1 se vSechny derivaty krocinu vyskytuji ve formé cis-krocinu 1. M¢lo
by tomu tak byt z divodu, ze trans-krociny podléhaji fotoizomera¢nim reakcim a prechazeji na

cis-krociny (Alavizadeh 2014).
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Obrazek 3 Rozdéleni krocinii na zdklade poctu a polohy jejich glykosylovych skupin.(upraveno podle Xie, 2023)

Krocin je velmi farmakologicky vyznamny diky protinadorovym a antioxida¢nim vlastnostem.
Tyto vlastnosti se vyuzivaji pii 1é¢bé poskozenych neuronti, napiiklad u 1écby Alzheimerovy
choroby. Krocin jako takovy neni 1ékem Alzheimerovy choroby, ani ji nezpomaluje, ale jeho
antioxida¢ni schopnost dokaze zmiriovat jeji pfiznaky, jako je naptiklad demence a zkvalitiiuje
tak zivot pacientil i jejich pecovatelti (Ghahghaei 2012). Studie taktéz ukazaly jeho vyuziti
Vv protinadorové medicing, pfedevsim pti leukémii, rakoviné prsu, mo¢ového méchyie a rako-
vin¢ kolorektalni. Zaroven se ukazalo, ze je schopen piuisobit jako nutraceutikum jaterni tkané
pred steatozou jater. Je tedy mozné, ze se krocin v budoucnu bude pouzivat pro prevenci riz-
nych druhti rakoviny. Ve studii Kima z roku 2018 byly poskytnuty diikazy vlivu protinadorové
aktivity krocinu prostfednictvim inhibice signalni drahy IL-6/STAT3 u jaterniho karcinomu
(Kim, 2018).
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Vzhledem K naroc¢nosti péstovani, poptavce po Safranu a zvySenym cenam v zavislosti na vy-
sokych mzdovych nékladech a néasledného sklizeni, byly provedeny experimenty na ziskani
Krocinu jinymi zpusoby, neZ je tomu pomoci zdlouhavého péstovani Safranu. Experimenty byly
provedeny na rajcatech, bramborech a tabaku (Xie, 2023; Ahrazem, 2022). Jsou taktéz evido-
vany pokusy o ziskani krocinu a krocetinu pomoci upraveni metabolickych drah v mikrobial-
nich systémech. Pokusy byly provedeny na zéklad¢ pfedchozich tuspésich korelace mezi geno-
vou experesi a akumulaci metaboliti u terpenoidl, kumarint a flavonoidi. Tyto pokusy ale
neskoncily prevelkym tuspéchem. Ve studii od Tan z roku 2019 byl proveden test, ve kterém
autofi zavedly geny CsCCD2 a CsALDH do kvasinek Saccharomyces cerevisiae, diky cemuz
byly kvasinky schopné produkce krocetinu. Vysledky ale prokazaly, ze pouze CsSAKDH3 je
schopen piekonat endogenni ALD enzymy a bylo mozné zvysit produkci krocinu 0 39 % (62,79
pg/g susiny) ve srovnani s kontrolnimi vzorky (Tan, 2019). Autoii Chai a dalsi z roku 2017
zkoumali taktéz tento problém a zamé&fovali se pfedevsim na podminky pfi kultivaci. Bylo zjis-
téno, ze lepSich vysledki je dosazeno kultivaci pii 20 °C a kombinaci CrtZ/CCD a zdroju ALD.
To vedlo k maximalni akumulaci 6278 ug/l krocetinu za pomoci kultivace Saccharomyces ce-
revisiae v bioreaktoru (Chai, 2017, Marti, 2020).

Studie autortt Marti a kol. z roku 2020 zkoumala moznosti pro vytéznost krocinu a pikrokrocinu
z diivodu komplikovaného ziskani ptirozenym zpisobem. Autofi vyuzili manipulaci biosynte-
tické drahy karotenoidi pomoci genetického inzenyrstvi na jaderné i trasnplastonomické
urovni. Byl pouzit virovy vektor odvozeny z Tobaco etch viru (rod Polyvirus, ¢eled’ Potyviri-
dae) k ptechodné expresi série CCD enzymu jakoZto takovych nebo v kombinaci s jinymi ka-
rotenoidovymi a nekarotenoidovymi enzymy biosyntézy u rostlin Nicotiana benthamiana. Uka-
zalo se, Ze listy, které byly infikované viry exprimujici CsCCD2L nebo BACCD4.1 ziskaly
Zlutou pigmentaci viditelnou pouhym okem. Nasledné analyzy téchto tkani prokazaly akumu-
laci krocini a pikrokrocind, které dosahovaly troven dostacujici ke komeréni vyrobé Eili
0,35 % a 0,8 % susinového podilu obzvlasté v listech, ve kterych byly souc¢asné exprimovany

CsCCD2L a fytogen syntaza viru Patonea ananatis (Marti, 2020).

1.2.4 Pikrokrocin

Pikrokrocin (4-[p-d-glukopyranosyloxy]-2,6,6-trimethyl-1-cyklohexen-1-karboxaldehyd) se
strukturnim vzorcem Ci16H2607 (obrazek €. 4) je bezbarvy monoterpenni glykosid, jehoz mole-
kulova hmotnost je 330,37 g/mol. Dle biosyntetické drahy je pikrokrocin rozkladny produkt

karotenoidzeaxanthinu, nasledné je pikrokrocin uUc¢inkem B-glukosidazy preménén na 4-
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hydroxy-2,6,6-trimethyl-1-cyklohexen-1-karboxaldehyd, ktery se béhem suSeni pieméni de-
hydrataci na D-glukézu a safranal, ktery predstavuje asi 60 % aromatické slozky Safranu (Ga-
zeran, 2016; Shahi, 2016; Samarghandian, 2014). Dalsi zptisob pfemény na safranal je pfimo
tepelnou degradaci, ale existuji i dikazy o pfeméné pii extrémnich hodnotach pH (Sanchez,
2011). Pikrokrocin je povazovan za druhou nejhojnéjsi slozku (1-13 % suché hmoty), jez je
zodpovédna za hotkou chut’ Safranu. Ve studii provadéné s ¢istym pikrokrocinem byla proka-
zana jeho vysoka stabilita pii pokojové teploté a teplotach v rozmezi 4 az -20 °C pii pH 7
(Shahi, 2016). V neptiznivych podminkach traviciho traktu se ukazalo, ze az 75 % pocateéniho
mnozstvi pikrokrocinu odolalo neptiznivym gastrointestinalnim podminkam, coz svéd¢i o jeho
vysoké stabilité. Pro porovnani, estery krocetinu a cukru v extraktu Safranu degradovaly az

ze 40 %. Pikrokrocin je také vysoce stabilni vii¢i tepelnému zpracovani. Informace o vlivu pH

a travicich enzymu na jeho degradaci ale nejsou podrobné prozkoumany (Kyriakoudi, 2015).

HsC CHs
4 OH
\O

HO

H H
Obrazek 4 Struktura pikrokrocinu, (prevzato z Kyriakoudi, 2015)

v

Pikrokrocin je druhy nejhojnéjsi apokarotenoid v Safranu. V Safranu byl zjistén jeho obsah 14,4
+ 0,7 g/100 g suchych stigmat za pouziti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s reverzni
fazi. Muzeme ho extrahovat ze Safranu spolecné s estery krocetinu a cukru za pouziti vody a
alkoholovych smési. Bylo taktéz prokéazano, ze bunky po oSetieni ¢istym pikrokrocinem, kro-
cetinem a krocetinovym extraktem po dobu 24 hodin a naslednym vystavenim peroxidu vodiku
po dobu 30 minut zaznamenaly vyznamny pokles poskozeni DNA o 13,2 %, které bylo vyvo-
lano peroxidem vodiku. Bylo taktéz prokazano, ze pikrokrocin a ostatni slozky $afranu maji
protinadorové ucinky prostrednictvim inhibice riistu rakovinovych bun¢k. Toto bylo zkoumano
za pomoci bunécnych linii lidského adenokarcinomu Caco-2 a lidského hepatocelularniho kar-
cinomu HepG2. Pikrokrocin a ester krocinu snizovaly proliferaci bun¢k Caco-2, ale toto snizeni

bylo vysoce zavislé na davce pouzitého pikrokrocinu (Kyriakoudi, 2015).
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1.2.5 Safranal

Safranal, (C10H140) neboli 2,6,6-trimethyl-1,3-cyklohexadien-1-karboxaldehyd (obrazek ¢. 5)
jehoz molekulova hmotnost je 150,21 g/mol, je cyklicky terpenicky aldehyd, ktery se v Cers-
tvym rostlinach obvykle nevyskytuje. Béhem procesu suseni se aZz nasledné metabolizuje z pi-
krokrocinu a HTCC. Lze ho povazovat za hlavni tékavy olej, ktery je zodpovédny za aroma
suseného Safranu. Dalsi latky, které dotvaii Safranové aroma jsou 4-ketoisoforon a dihydroo-
xoforon nebo B-ionon, ktery je povazovan za hlavni t€kavou slouc¢eninu nachdzejici se v Cers-
tvych bliznach a jeho tlohou je pfitahovat opylujici hmyz (Tan, 2019; Samarghandian, 2014;
Cardone, 2020; Moras, 2022).

H;C CHPO
H

CHs

Obrazek 5 Struktura safranalu, (prrevzato z Kyriakoudi, 2015)

Jednim z moZnych uplatnéni safranalu je v protinadorové medicin€. Je totiz schopen inhibovat
proces polymerace mikrotubull. Interakce se safranalem vede k strukturdlnim zméndm tubu-
linu a mize tedy vést ke zmén¢ vazebného thlu mezi a- a B-tubulinem. Tim je ovlivnéna tubu-
lin—tubulinova interakce a tubulin—nukleotidova interakce, ktera by jinak vedla k polymeraci
mikrotubul a k rozvoji rakoviny (Naghshineh, 2015). Safranal je taktéz zndm pro své ochranné
uc¢inky proti riznym markerim oxida¢niho poskozeni vi¢i sav¢im buiikam a pro jeho neu-
ropsychologické uc¢inky. Jeho dalsi farmakologické vyuzZiti je ve zvySeni aktivity antioxidac-
nich enzymi a snizeni tvorby reaktivnich forem kysliku coz vede ke snizené tvorbé koznich

papilomut (Mardani, 2019).

1.3 Metody hodnoceni kvality Safranu

Kvalita a klasifikace safranu je definovana normami ISO, konkrétné ISO 3632-2:2010 definu-
jici mikroskopickou analyzu pro detekci cizich latek v Safranu a ISO 362-1:2011 zaloZena na
meéfeni hodnot maximalni absorpce vodnych extrakti safranu pomoci UV-VIS spektrofotome-
trie. Metoda hodnoceni vyuzivajici UV-VIS byla ale prokazana jako nedostate¢na za piedpo-
kladu, ze je Safran padé€lan za pomoci rostlinného matrialu, ktery ma podobnou barvu a morfo-

logii. Ukézalo se, Ze tato metoda nedokaze detekovat ptidavky rostlin, kterymi se Safran falSuje
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V hmotnostnim podilu niz§im nez 20 hmotnostnich procent. Z tohoto diivodu se zacaly vyvijet

metody, které by byly schopné detekce nizsiho podilu falzifika¢nich slozek (Filatova, 2024).

1.3.1 Kbvalita Safranu

Safran je péstovan piedevsim pro jeho vyuZiti v potravinaiském sektoru kvili jeho barvé, chuti
a vuni. Tyto vlastnosti mu poskytuji latky v ném obsazené jako jsou estery krocetinu, pikrocin,
safranal a dalsi t€kavé latky. Nékolik studii taktéz prokazalo, ze akumulace téchto bioaktivnich
molekul (pfedevsim krociny a pikrokrocin) je ovlivnéna ptedevsim klimatickymi podminkami,
geografickym ptivodem, stupni otevieni kvétu, poskliziiovymi upravami, suSenim, kultivarem,
stresem z piesazovani a agronomickymi podminkami. Neméné dtlezité jsou podminky sklado-
vani, protoZe obsah téchto latek se skladovanim drasticky méni vlivem oxidacnich a hydroly-
tickych reakci. Rychlost téchto chemickych reakci zavisi na pH, teploté, relativni vlhkosti, pfi-
tomnosti kysliku a svétla. Pfi dlouhodobém skladovani tedy upada jeho kvalita a tento
nekvalitni Safrdn se nasledné vyuziva pfi falzifikaci komercnich produkti (Nenandis, 2016;

Cardone, 2020; Aghhavani-Shajari, 2021; Nardi, 2022).

Estery krocetinu a pikrokrocin se hromadi pfedev$im béhem vyvoje semenikti a dosahuji ma-
ximalni trovné koncentrace ve vyvojové fazi antézi (Chrysanthou, 2016). Ve vysoce kvalitnim
Safranu by mély estery kKrocetinu a pikrokrocin tvofit asi 20-30 % hmotnosti suchych stigmat.
Dalsi latkou slouzici pro urceni kvality Safranu je safranal, ktery je neméné dilezity (Chrysant-
hou, 2016). Cerstvost vzorkii $afranu je uréovana na zakladé analyzy a-glukézy a a-gentiobiézy
za vyuziti metody nukledrni magnetické rezonance, jelikoZ tyto latky nejsou pfitomny u Cers-
tvych vzorkt. Vznikaji az pozdé&ji vlivem hydrolytické degradace esterd krocinu a pikrokrocinu.
Dalsi latky obsaZené ve starSich vzorcich Safrdnu jsou naptiklad mastné kyseliny (Consonni,

2016).

Dle ISO 3632-2010/2011 se jakost Safranu rozdéluje do tii kategorii na zakladé ptitomnosti
kvétinovych zbytkl, vlhkosti a tékavé slozky, obsahu popela, barevné sile, hotkosti a aroma-
tické sile. Z divodu vysokych nakladti dochazi k falSovani $afranu mnoha zpisoby (Cardon,
2020). Jednim z nich je pfidavani starého Safranu k novému, popiipadé€ pfidavani jinych casti
Crocus sativus (ty¢inek a blizen) a nemalou vyjimkou je taktéz kombinovani s jinymi druhy
Safranu, napiiklad s Curcuma longa, Cathamus tinctorius, Calendula officinalis, Buddleja offi-
cialis a Allium porrum, ale i jinych rostlin, zejména Allium schoenoprasum, barvitsky Safran
nebo Arnica montana. FalSovani se taktéz mize tykat i umélého zvySovani hmotnosti nasava-

nim sirupu, medu, glycerinu a tatrazinu (Cardon, 2020; Soffriti, 2016). Nejhorsi na urceni
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pravosti Safranu je jeho praskova forma, jelikoz nejsme schopni urcit tvar stigmat. V takovémto
ptipad¢ se vzorek analyzuje mikroskopickymi technikami pro pfitomnost charakteristickych
struktur jako je napiiklad pyl. Nékteré podvody zahrnuji i pfidavani syntetického safranalu do

praskovych stigmat nebo extrakti (Moras, 2022).

1.3.2 Senzoricka analyza

Studie autori Chrysanthou a kol. z roku 2015 se zaméfovala piedevs§im na senzorickou analyzu
pikrokrocinu jakozto hlavni hoiké slou¢eniny Safranu. Senzorické analyzy provadéné pomoci
vyskolenych pracovnikll a studii spotiebitell jsou spise vzacné. Zejména senzorické vnimani
horkosti Safranu a jeho extraktti jsou omezeny pouze na urceni prahu detekce Cistého pikrokro-
cinu pomoci ¢asteéné vzdelanych panelistl. Test chuti probihal tak, Ze byly testovaci subjekty
nejdiive proSkoleni a byla testovana jejich vnimavost chuti na hotkost pomoci kofeinu. Sub-
jekty urcovaly prahy detekce pikrokrocinu a byly taktéz pozadani, aby popsaly chut’ pikrokro-
cinu (Chrysanthou, 2016).

Ve studii byly taktéz uréeny parametry ovliviiujici pikrokrocinovou hotkost jako je vliv teploty
podavani, vliv piitomnosti esterti Krocetinu a vliv pfitomnosti ethanolu. Bylo zji§téno, ze prah
detekce chuti je 5,34 mg/l a prah rozpoznani byl 7,26 mg/l s ohledem na to, Ze pro vzrustajici
jako jodova chut’, Safrdnova, dievita a ptijemna. Hotkost byla popséana jako rozdilna od hotkosti
kofeinu nebo chininu. Hotkou chut’ taktéZ spiSe vnimaly subjekty se zpoZdénim a spiSe jako

pachut’ (Chrysanthou, 2016).

1.3.3 Vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie

U tenkovrstvé kapalinové chromatografie bylo posuzovéano sloZeni a separacni schopnost slo-
zek vzorkt Safranu. Na rozdéleni byly pouzity methanolové extrakty vzorku Safranu. Po sepa-
raci byly pozorovatelné na dennim svétle Zluté skvrny blizko startu typické pro krocin a kroce-
tin. Oba vykazovaly fluorescenci pii vlnové délce 254 nm. Nésledné byla pozorovana svétle
zlutd skvrna asi v poloviné separacni drahy, ktera po derivatizaci anisaldehydem a zahtati na
100-105 °C po dobu 5 minut se nésledné stala tmavé fialovomodrou, coZ potvrdilo pfitomnost
pikrokrocinu. Safranal byl pfitomen v bledych oblastech nad pikrokrocinem. Bylo testovano 6
vzorktl z Ukrajiny a dale po jednom vzorku ze Spanélska, Maroka a franu. Metoda vysoko-

ucinné tenkovrstvé chromatografie se ukdzala byt dobrym hodnoticim nastrojem kvality
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Safranu diky své dobré separacni G¢innosti za danych podminek. Bylo prokazano, ze vzorky
Safranu maji podobné chemické slozeni, nicméné intenzita zbarveni jednotlivych slozek byla

rozdilna v ramci zkoumanych vzorka (Jarukas, 2022).

Velkou vyhodou metody vysokouc¢inné tenkovrstvé chromatografie je moznost kvantitativniho
vyhodnoceni obsahu slozek a moznost provadét screening vice vzorka soucasné. Vysledky uka-
zaly, ze obsah krocinu v ukrajinskych vzorcich byl 18-33 %, ve $panélskych 17 %, v maroc-
kych 24 % a v iranskych 32 %. Obsah pikrokrocinu byl nejvyssi u vzorka z UKkrajiny (24 %) a
franu (26 %). Obsah safranalu se pohyboval v rozmezi 417 %. Je to pravdépodobné zpiisobeno
odlisnymi environmentalnimi faktory v oblastech péstovani Safranu, susenim a zpracovanim.
Nejvyssi obsah slozek mél Safran ze Zaporozské oblasti na Ukrajin¢ s obsahy 33 % krocinu,
24 % pikrokrocinu a 13 % safranalu. Data ukazuji, ze metoda vysokouc¢inné tenkovrstvé chro-
matografie je jednoducha, piesna a je vhodna pro pravidelnou kontrolu kvality $afranu ve far-

maceutické analyze (Jarukas, 2022).

1.3.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ve studii autorti Spinelli a kol. byly vzorky analyzovany za pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii vV rezimu MRM (monitoro-
vani vice reakci). Vyvinuta metoda byla aspésné pouzita pro urceni obsahu krocinu a krocetinu
v analyzovanych vzorcich, které byly sesbirany v prib&hu ctyt let ze ¢tyfech riznych geogra-
fickych oblasti Italie. Zaroveii byly oddéleny rizné izomery diky optimalizované separaci. Na
zaklad¢ vysledki této studie byly spolehlivé rozliseny vzorky rizného geografického ptivodu.
Z vysledka také vyplyva, ze béhem let skladovani dochézi k vyraznym zménam v obsahu kro-
cinu u vzork stejného ptivodu. Oblast sklizné je tedy esencialni z pohledu organoleptickych

vlastnosti kofeni Safranu (Spinelli, 2023).

Xiaobin a kol. ve své studii vytvotili a optimalizovali metodu kapalinové chromatografie pro
urceni hlavnich apokarotenoidi Safranu, ktery pochazel z Chu-¢ou. Ukazalo se, Ze hlavni apo-
karotenoidy, zahrnujici napiiklad krocin 1 a krocin 2, tvoti asi 40 % celkové hmotnosti suchych

stigmat v Safranu (Xiaobin, 2018).

Suchareau a kol. vyuzili metodu kapalinové chromatografie v kombinaci s detektorem diodo-
vého pole a hmotnostnim spektrometrem pro studium vlivu podminek skladovani na kvalitu
Safranu. Degradac¢ni produkty, které se objevily v pribehu skladovani, byly identifikovany na

zaklad€ srovnani retencnich casii s retencnimi Casy standardd, absorp&nich a hmotnostnich
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spekter. Byly porovnavany vzorky v riznych podminkach po dobu jednoho tydne. Vzorky za-
hrnovaly Cerstvy Safran, vzorek chranény pred svétlem pii pokojové teploté, vzorek vystaveny
svétlu v pokojové teploté, vzorek chranény pied svétlem pii 60 °C a vzorek vystaven svétlu pii
60 °C. Byl ptipraven standard trans-4-GG krocinu, ktery se obecné pouziva jako standard pro
kvantifikaci krocinu v safranu. Bylo zji$téno, ze u vzorku, ktery byl skladovan pii pokojové
teploté a byl chranén pred svétlem bylo nalezeno 68 % standardu trans-4-GG a produkty de-
gradace predstavovaly piedevsim krociny a krocetin. U druhého vzorku, ktery bych skladovan
pii pokojové teploté, ale byl vystaven svétlu se ukazalo, Ze trans-4-GG krocin piedstavoval
pouze 45 % smési. U vzorkd, které byly vystaveny 60 °C nebyl nalezen zadny trans-4-GG
krocin. Z tohoto lze usuzovat, Ze teplota degraduje krocin zavaznéji, nez je tomu v piipadé

expozice svétlem (Suchareau, 2021).

1.3.5 Plynova chromatografie

Studie Di Donata a kol. se zabyvala analyzou aromatického profilu Safranu v souvislosti s aro-
matickym profilem falzifikatti. Analyza byla provedena pomoci plynového chromatografu
v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem. Pfistroj byl zaroven vybaven automatickym dav-
kovacem se SPME vldknem. Nosnym plynem bylo helium. Kvalitativni chemické slozeni bylo
ur¢eno porovnanim retencnich index a srovnanim hmotnostnich spekter ziskanych pika
s hmotnostnimi spektry z knihoven. Podminky analyzy byly optimalizovany tak, aby byly ze-
sileny signaly GC/MS falSovanych sloucenin ve srovnani se signdly poskytované Safranovou
matrici. Metoda dokéaze detekovat faleSné prisady v Safranu uz od koncentrace 2 % u kurkumy,
meésicku a 3 % u svétlice barvifské, z diivodu niZSich intenzit signali svych tékavych slozek.
Pro porovnani, necilené spektrofotometrické metody jsou schopny detekovat mnoZstvi az 5—
20 %. Naopak metody zaloZené na kapalinové chromatografii poskytuji srovnatelné nebo mirné

horsi vysledky (Di Donato, 2021).

Podobnou studii jako Di Donato provedla i Filatova a kol. Studie se zaméfovala na schopnost
odhalit do jaké hmotnostni koncentrace jsme schopni pomoci plynové chromatografie odhalit
ve vzorcich Safranu falzifikat. Zde byla pouZita plynova chromatografie v kombinaci s hmot-
nostni spektrometrii a head-space SPME extrakci. Parametry byly optimalizovany a néasledné
byly analyzovany vzorky Safranu a uméle falzifikované vzorky Safranu, které obsahovaly ¢asti
rostlin, které se nejcastéji pouzivaji k falzifikaci (naptiklad kurkuma, paprika, svétlice barviiska

a mesicek). Nasledné byly vysledky vyhodnoceny chemometrickou analyzou (Filatova, 2024).
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Studie autord Morozzi a kol. vyuzivala head-space plynovou chromatografii s plamenové ioni-
zaéni detekci. Byla detekovana ptimés kurkumy a mésicku jako falzifikatort safranu uz od 5

hmotnostnich procent (Morozzi, 2019).

1.3.6 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Naim a kol. se zabyvali zjistovanim pravosti Safranu. Byly analyzovany vzorky ziskané z trhti
a porovnany se spektry Cistého safranu. Rozemleté a homogenizované vzorky byly skenovany
v rozsahu vlnovych délek 4000-400 cm™. Porovnanim se spektry ¢istého $afranu bylo zjisténo,
7e u vzorku z Iranu byl p¥itomen jiny rostlinny material, jelikoZ ve spektru chybé&ly charakte-
ristické absorp¢ni pasy, které jsou spojené s krocinem a charakteristicky pas typicky pro pikro-
krocin byl posunut. U vzorku ze Spanélska FTIR spektra vykazovala stejny vzhled jako je tomu
u Cistého Safranu. Byly pfitomny i pasy charakteristické pro krociny a pikrokrociny, coz do-
klada autenticitu vzorku. Spektra marockého vzorku vykazuji ur€ity rozdil zejména v oblasti,
kde se nachazi spektra cukrii a polysacharidii. Lze tedy usuzovat, Ze tento vzorek je smichany
S jinym rostlinnym materialem. Vysledky byly nasledné ovéteny pomoci DNA kédovani, které
potvrdilo, Ze vzorek z Iranu byl identifikovan jako trava ovsik vyvyseny (Arrhenhathrum ela-
tius). Vysledky byly taktéz potvrzeny pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrofo-
tometrii. Byla zjisténa pfitomnost vysoké koncentrace terpent, do kterych patii jak safranal, tak
isoforon a 4-ketoisoforon. U pravych vzorki $afranu se obsah safranalu pohyboval kolem 60 %
t&kavé frakce a isoforonu mezi 2,14 — 15,41 % tékavé frakce. U vzorku z franu bylo nalezeno
pouze 10,17 % te€kavé frakce safranalu. Zaroven se 1 ukédzala pfitomnost latek, které se bézné
v Safranu nevyskytuji jako jsou a-murolen nebo B-bisabolen. U vzorku z Maroka, u kterého se
predpoklada, Ze se nejedna o Cisty Safran byly taktéZz pozorovany jiné slouceniny v ¢ele s ment-
holem, které se taktéz pfirozené nevyskytuji v Safranu. Definitivnim potvrzenim byla nizka pfi-

tomnost safranalu a isoforonu (Naim, 2022).

Consonni a dalsi zkoumali autenticitu, kvalitu Safranu a schopnost vysledovat stafi vzorka
Safranu pomoci metabolomickych pfistupti, které byly zalozeny na nuklearni magnetické rezo-
nanci a FTIR. Byly testovany jak Cerstvé vzorky (0-4 roky od sklizné), tak i staré vzorky (5-14
let od sklizn€) za riznych podminek skladovani. Ukézalo se, Ze vzorky, které byly oznaceny
jako staré, vykazovaly mnohem niz$i hodnoty procentického zastoupeni pikrokrocinu a celko-
vého mnozstvi krocind na to, aby mohly byt oznaéeni do jakostni kategorie 1. Dokonce jen par

zZ nich by doséhlo jakostni kategorie III. VétSina z nich byla oznacena za nevyhovujici. Naopak
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vzorky oznacené za Cerstvé a stalé vykazovaly dostatecné hodnoty pro zarazeni do jakostni

kategorie | a Il (Consonni, 2016).

1.3.7 Elektrochemicka stanoveni

1.3.7.1 Elektronicky jazyk

Elektrodovy systém elektronického jazyka zahrnuje nespecifickou sadu malo selektivnich elek-
trochemickych senzort, které maji vysokou stabilitu a vzajemnou citlivosti na riizné typy roz-
tokl. Tento elektrodovy systém vyuziva fadu senzort, které reaguji na soli, kyseliny, cukry a
hotké slozky, z néhoz nasledné ziskdme signal, ktery se nadale analyzuje. Jeho vyhodou je pte-
devsim rychlost analyz, nizké ndklady a jednoduchost stanoveni. Tento systém byl jiz aplikovan
na stanoveni mnoha potravin jako je med, ¢aj, mléko nebo rizné odridy jablek (Yousefi-
Nejad, 2022). Nejcastéji pouzivané metody pii tomto typu stanoveni jsou potenciometrie, am-

perometrie, cyklicka voltametrie nebo impedance (Heidarbeigi, 2016).

Yousefi-Nejada a spoluautofi pouzili pfi méfeni krocinu v Safranu tiielektrodovou celu obsa-
hujici Ag/AgCl elektrodu jako referentni elektrodu, platinovy dratek jako pomocnou elektrodu
a Ctyfi pracovni elektrody. Pracovni elektrody zahrnovaly elektrodu ze skelného uhliku (GCE),
modifikovaného skelného uhliku, zlata (Au) a platiny (Pt). Cyklické voltamogramy byly mé-
feny v rozsahu potenciali od -1 V do +1 V (vs. Ag/AgCI) s rychlosti skenovani 50 mV-s, Jako
prostiedi byl pouzit 0,1M fosfatovy pufr s riznymi hodnotami pH, jelikoz krocin v ¢isté vod-
ném prostiedi neposkytoval Zadné znatelné odezvy. Bylo zjisténo, Ze u GCE elektrod bylo nej-
Vy$$i odezvy dosaZeno pii pH 2 a u platinové a zlaté elektrody pii pH 12. Nejlepsi odezvu mél
roztok krocinu u zlaté elektrody (v porovnani s jinymi senzory), jelikoz ukazal zvySeni jak ano-
dového proudu (Ipa), tak i katodového proudu (Ipc), nartstaly se zvysujici se koncentraci kro-
cinu. U modifikovanych i nemodifikovanych GCE elektrodach nedoslo ke zvyseni Ipa ani Ipc
se vzrastajici koncentraci. Platinova elektroda vykazovala zvySujici Ipc, ale neménny Ipa (YOU-

sefi-Nejad, 2022).

Studie Heidarbeigia a kol. se zabyvala analyzou deviti vzorki $afranu pochézejicich ze Spanél-
ska a [ranu. Mé&feni bylo provedeno za pomoci sestavy tfi tisténych elektrod zahrnujicich uhli-
kovou, platinovou, zlatou pracovni elektrodu a pracovni elektrodu z uhlikové pasty a pruské
modfi. Cyklické voltamogramy byly méfeny v rozsahu potencialti od -1 V do +1 V s rychlosti
skenu 50 mV-s™. Vzorky byly méfeny v prostiedi 0,1 M KCI. Bylo zji§téno, Ze tvar a poloha
pikti zavisi na typu pouzité elektrody. Pii pouziti C-SPE nebyl vidét Zadny signal, u Pt-SPE a
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AuU-SPE se objevilo nékolik piki a elektroda modifikovana pruskou modii ukazovala typickou
redoxni odezvu. Vlastnosti, které byly pozorovany na voltamogramech, odrazi reakce elektro-
aktivnich sloucenin, které jsou v Safranu obsazeny. To lze vylozit tak, ze voltametrické odpo-
vedi elektrod jsou specifické pro kazdy typ Safranu a takovyto vzor 1ze povazovat za charakte-
risticky otisk prstu Safranu. Toto miiZe byt pouzito pro rozliSeni riiznych vzorkt Safrdnu s cilem

kontroly kvality vzorkl (Heidarbeigi, 2016).
1.3.7.2 Voltametrické techniky

Cilem studie autord Armellini a kol. bylo sledovani reakce mezi extrakty krocinu a Safranu
s azoradikalovym iniciatorem 2,2'-azobis(2-methylpropionamidin)dihydrochloridu (AAPH)
k charakterizaci antioxidaéni aktivity extraktu. Vzorky byly ziskany z Itlie a Spanélska a byly
po ziskani hermeticky uzavieny, aby se zabranilo vystaveni svétlu. Vzorky byly smichany
se smési methanol/acetonitril (50:50) a byla provedena jejich extrakce. K méfeni byla vyuzita
elektroda ze skelného uhliku jako pracovni elektroda, platinovy drat jako pomocna elektroda a
sttibrna nevodna referentni elektroda. Antioxida¢ni aktivita byla hodnocena na zédkladé zmény

aktivity AAPH (Armellini, 2017).

Byla provedena cyklicka voltametrie, kde probihala oxidace krocinu ve dvou samostatnych
procesech. Prvni za tvorby volnych krocinovych radikali, nasledovany druhym oxida¢nim
procesem, kdy se krocinovy radikal oxidoval na krocin. Nasledné byla provedena square wave
voltametrie, kde bylo maximum piku krocinu pozorovano pti potencialech podobnych jako u
cyklické voltametrii. Proud piku byl zde linearné zavisly na koncentraci krocinu. Nasledné byla
metoda square wave voltametrie aplikovana na realné vzorky, kde proud piku pouze slabé ko-
reloval s koncentraci krocinu. Tato $patna korelace muze byt zpisobena interferenci karoteno-
idl a retinoidd ve vzorku, které maji redoxni chovani podobné krocinu a tim mohou pfispivat

k vysledné intenzité signalu (Armellini, 2017).

Autofi Dar a kol. se vénovali antioxidac¢ni aktivité krocinu za pomoci cyklické a diferencni
pulzni voltametrie s pouzitim pastové elektrody modifikované vicesténnymi uhlikovymi na-
notrubickami V acetatovém pufru. Zaroven byla méfena aktivita superoxidovych radikalti na
rtutové kapkové elektrodé v 0,1 M KCI. Bylo prokazano, ze $afran byl schopen vazat supero-
xidovy aniont produkovany elektrochemickou redukei kysliku (Dar, 2017).

1.3.7.3 Polarografické stanoveni

Ahmad Dar a spoluautofi vyvinuli novou elektrochemickou metodu pro kvantifikaci krocinu

ve vzorku Safranu. Krocin je polarograficky neaktivni, ale je schopen reagovat s cysteinem za
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vzniku komlexu, ktery polarograficky aktivni je. Tato aktivita byla dokdzana smichanim fixni
koncentrace cysteinu a riznych koncentraci krocinu. Byly zaznamenany polarogramy, kde se
oproti polarogramiim samotnému cysteinu posunul potencial maxima cysteinu k negativnéjsim
hodnotam a difuzni proud se snizoval s rostouci koncentraci Krocinu. Zaroven byla provedena
i amperometricka titrace kKrocinu za pomoci cysteinu jako titrantu a 0,1 M NaCl jako zakladniho
elektrolytu. Bod ekvivalence v tomto ptipadé ukazoval pomér krocinu ku cysteinu jako 1:2.
Tato metoda byla aplikovana taktéz na realné vzorky z oblasti Kasmiru, kdy byla ur¢ena kon-
centrace krocinu v Safranu jako 2,13 %, coz je v dobré shodé s HPLC analyzou (Ahmad Dar,
2012).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Latka

Acetonitril

Krocin
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Dimethylsulfoxid

Ethanol (96% p.a.)
Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid lithny

Chloristan lithny

Kyselina borita

Kyselina fosfore¢na (85% p.a.)
Kyselina chlorovodikova (32% p.a.)
Kyselina octova (99% p.a.)
Kyselina sirova

Methanol
N,N-Dimethylformamid

Octan sodny

Safranal (=90 %)

Vyrobce

Supelco

Sigma-Aldrich Co.
PENTA s.r.0.
Mallinckrodt SpectrAR
Lach-Ner, s.r.o.
J.T.Baker

J. T.Baker

Chemapol

Roth

Sigma-Aldrich Co.
CHEMAPOL GROURP, a.s.
PENTA s.r.0.

Fluka

Lach-Ner s.r.o.

J. T.Baker

Honeywell

PENTA s.r.o.
Lach-Ner s.r.o.

Sigma-Aldrich Co,.
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2.2 Pouzita zarizeni

Pristroje Vyrobce

Elektrochemicky  analyzator AUTOLAB EcoChemie

PGSTAT30

pH metr InoLab pH 720 WTW
Elektrody Vyrobce
pH elektroda SenTix 81 (A103114034) WTW

Ag/AgCl referentni elektroda (6.0726.100) Metrohm

Elektroda ze skelného uhliku (6.1204.300 GC) Metrohm
s drzakem (6.1241.060)

Platinova elektroda OP-600 Radelkis

Uhlikova tisténd elektroda modifikovana Metrohm
MWCNTSs-COOH, pramér 4 mm (110CNT)

Tistény senzor s borem dopovanou diamanto- Slovenska technicka univerzita v Bratislave

vou elektrodou, primér 3 mm

DropSens
10D

.G

Obrazek 6 Tistény senzor s borem dopovanou diamantovou elektrodou (nahoie), uhlikova tisténa elektroda s na-

notrubickami (dole)
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2.3 Priprava standardi a zakladnich elektrolyti

2.3.1 Priprava zasobnich roztoki safranalu a krocinu

Zasobni roztok krocinu byl ptipraven rozpusténim 0,0974 g krocinu v 10 ml Brittonova-Robin-
sonova (B-R) pufru o pH 7, jehoz ptiprava je popsana nize. Safranal byl pfipraven rozpusténim
0,0150 g safranalu v 10 ml organického rozpoustédla (acetonitril, ethanol, methanol). Zasobni

roztoky byly namichany koncentraci 0,01 mol I,

2.3.2 Priprava pufra

B-R pufr byl pfipraven odmétenim a navazenim 2,71 ml HsPOgs, 2,52 ml CH:COOH a 2,74 g
H3BO4. Tyto chemikalie byly rozpustény v jednom litru redestilované vody a nésledné bylo
upraveno pH na pozadovanou hodnotu (pH 2-11) za pomoci pecicek NaOH. Piesna hodnota

byla zjisténa pH mérnou kalibrovanou elektrodou.

Octanovy pufr byl ptipraven rozpusténim 0,8203 g octanu sodného spole¢né s 0,57 ml kyseliny

octové v redestilované vodé a doplnén do 100 ml odmérné baiiky po rysku.

Fosfatovy pufr o pH 7 byl pfipraven za pomoci dvou odmérnych roztokd. Na prvni roztok bylo
navazeno 3,5 g Na2HPO4-2H20 v redestilované vod¢ do 100 ml odmérné bariky, na druhy bylo
navazeno 2,7 g NaH2PO4-H20 Vv redestilované vod¢ do 100 ml odmérné banky. Nasledné byly
roztoky doplnény po rysku a smichany v poméru 30,5:19,5 Na;HPO4:2H20 ku NaH2PO4-H-0.

Kyselina chlorovodikova o koncentraci 0,1 M byla piipravena pipetovanim 0,98 ml koncentro-
vané kyseliny chlorovodikové a roztok byl doplnén po rysku 100 ml odmérné banky redestilo-

vané vody.

Chlorid draselny o koncentraci 0,1 M byl pfipravena rozpusténim 0,7455 g chloridu draselného

Vv redestilované vodé¢ a roztok doplnén po rysku 100 ml odmérné barnky.

Kyselina sirova o koncentraci 0,5 M byla pfipravena pipetovanim 2,66 ml koncentrované ky-

seliny sirové a roztok doplnén po rysku 100 ml odmérné banky redestilovanou vodou.

42



3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo studovat elektrochemické vlastnosti safranalu a krocinu, tedy la-
tek, které jsou obsazené v Safranu, za pomoci riznych elektrochemickych technik, jako je napf.
cyklicka voltametrie, diferen¢ni pulzni nebo square wave voltametrie. Déle bylo tkolem stano-
vit optimalni pracovni podminky pro elektrochemickou analyzu krocinu a safranalu, které za-
hrnovaly vybér elektrody, pH zakladniho elektrolytu a parametry pulznich voltametrickych
technik. Pfi méfeni se pouzivaly tii typy elektrod, a to tiSténa uhlikova elektroda modifikovana
uhlikovymi nanotrubi¢kami s karboxylovymi skupinami (SPCE), tistény senzor s borem dopo-
vanou diamantovou elektrodou (BDD) a jako posledni byla elektroda ze skelného uhliku
(GCE). U tisténého senzoru s modifikovanou uhlikovou elektrodou byla uhlikova pomocna
elektroda a stéibrna pseudoreferentni elektroda. U BDD senzoru byla pomocna elektroda z bo-
rem dopovaného diamantu a také chloridostiibrna referentni elektroda. Pro méfeni s GCE byly
pfipojeny platinovd pomocna a chloridostfibrna referentni elektroda s testovanym organickym

roztokem s piidavkem 0,1 M LiClO4 nebo LiCl.

V diplomové praci byly sledovany jak oxidacni procesy latek, tak i redukéni. Ty ale pouze u
cyklické voltametrie v prostfedi Brittonova-Robinsonova (B-R) pufru po odstranéni kysliku
vybublavanim plynnym argonem. Ve voltamogramech pti negativnich potencialech ale nebyly
pozorovany zadné vyznamné signaly studovanych latek, a proto nejsou v diplomové praci uve-

deny pro vétsi piehlednost vSechny, pouze ptiklady pro kazdou elektrodu.

3.1 Rozpustnost krocinu a safranalu ve vodném a nevodném prostiedi

Byla zjistovana rozpustnost krocinu a safranalu tak, ze se k 10 ml testovaného rozpoustédla
pridalo 5 mg zkoumané latky (koncentrace 0,5 mol I krocinu a 3,3 mol I* safranalu). U demi-
neralizované vody se po protiepani s malym mnozstvi krocinu roztok vycefil a nebyly pozo-
rovny zadné krystalky, které by ptredstavovaly nerozpustény krocin. Z toho bylo usouzeno, ze
je krocin velmi dobfe rozpustny ve vodném prostiedi. Naopak po piidavku safranalu se roztok

zakalil, coZ znaci, Ze je jeho rozpustnost ve vod¢ nizka.

Obdobnym zptisobem byla nasledné testovana také organicka rozpoustédla. Nejprve byl roz-
poustén krocin v acetonitrilu, kde se ukazalo, ze je téméf nerozpustny. I po 30 minutach v ul-
trazvuku se roztok pouze lehce zabarvil do Zluta, pficemz na dn¢€ byly stale patrné jeho krys-
talky. V methanolu a ethanolu byla jeho rozpustnost o poznani lepsi, ale ne dokonala. Roztok

m¢él sytéjsi odstin zluté, neZ tomu bylo u acetonitrilu, ale 1 tak byly patrné krystalky na dné
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testovaci nadoby. Testovan byl i dimethylsulfoxid a dimethylformamid, ve kterych byl krocin
dokonale rozpustny. Roztoky byly ponechany nékolik dnl volné stat pii laboratorni teploté a
ukazalo se, ze se roztoky acetonitrilu, methanolu i ethanolu staly o poznani syt&jsi, ale i tak

Vv nich byly stale vidét nerozpusténé krystalky krocinu.

Rozpustnost safranalu byla ovétfovana obdobnym zplisobem se zjisténim, Ze je rozpustny v ace-
tonitrilu, methanolu, ethanolu, dimethylsulfoxidu i dimethylformamidu. Roztoky téchto roz-
poustédel byly krystalové Ciré na rozdil od zakaleného roztoku v destilované vodé€. Dodate¢né
byl tedy testovan pomér demineralizované vody a methanolu, ve kterém je safranal rozpustny

a byl zjistén minimalni pomér 1:1.

Obrazek 7 Rozpustnost krocinu v acetonitrilu (odmérna barika A), ethanolu (odmérna barika B), dimethylsulfoxidu (od-

mérnd banka C) a dimethylformamid (odmérnd barika D).

Elektrochemické chovani krocinu a safranalu bylo testovano ve vodném prostiedi Britto-
nova-Robinsonova pufru v rozmezi pH 2-11, 0,1 M kyseliné sirové, 0,1 M fosfatovém pufru o
pH 7, 0,1 M octanovém pufru, 0,1 M kyselin¢ chlorovodikové, 0,1 M chloridu draselném a

smésném roztoku kyseliny chlorovodikové a chloridu draselného v poméru 1:9. U safranalu byl

44



vzdy testovan dany roztok spole¢né¢ s methanolem v poméru 1:1 z divodu nizké rozpustnosti

ve vodném prostiedi.

3.2 Elektrochemicka detekce v Brittonovych-Robinsonovych pufrech

3.2.1 Cyklicka voltametrie krocinu

Jako prvni bylo sledovano elektrochemické chovani krocinu za vyuziti metody cyklické volta-
metrie. Pro méfeni v negativni ¢asti potencialového okna byl nastaven rozsah 0 V az -1V, pro
méfeni v pozitivni ¢asti pak —0,2 V az +1,5 V. Pozadi pro méfeni piedstavoval B-R pufr v roz-
sahu pH 2 az 11. S vyuzitim kazdé ze tii testovanych elektrod (GCE, BDD, SPCE) byly méteny
dva skeny pozadi, kde prvni ptedstavuje svétle zeleny voltamogram, druhy sken pozadi tmavé
zeleny voltamogram. Nasledné byl do roztoku pfidan ptidavek standardu krocinu tak, aby se

v méfeném roztoku nachézela jeho koncentrace 0,1 mmol I"X. Prvni sken tohoto méfeného roz-

toku je zobrazen Cervenou barvou a druhy sken barvou rudou.

Na obrazku ¢. 8 miizeme vidét ptiklad voltamogramu Vv negativni ¢asti potencidlového okna,
ktery byl naméten za pomoci GCE elektrody. U prvniho skenu B-R pufru je viditelné vyssi
pozadi az —20 pA. U druhého skenu doslo k velkému poklesu pozadi na —12 pA. Po ptidani
krocinu je vidét maly pik u potencialu —0,8 V, u kterého ale nelze bezpeéné urcit, zda jde o
krocin, ¢i o necistotu. Pik je pozorovatelny i u druhého skenu.

redukce pH 2,4 GC
1

2,0E-6—

0,0E+0
2,066~
4,066
-6,0E-6~
-8,0E-6

1,065~

WE(1).Current (A)

1,265

-14E-5 =

A6E-5

-1,8E-5 7 v == pH 1 sken
J v —pH 2 sken

v =crocin 1 sken
v = crocin 2 sken

-2,0E-5 —
-2,2E-5 =
1

-1,0 -09 -08 07 -0,6 -0,5 -04 -03 -0,2 -0,1 0,0
Potential applied (V)

Obrazek 8 Cyklické voltamogramy B-R pufru o pH 2,4 (zelené kiiivky) a pridavku 0,1 mmol I'* krocinu (Cervené kifivky)
na GCE.
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Na obrazku ¢. 9 jsou zobrazeny voltamogramy za podobnych podminek naméfené pomoci
BDD, kde jsou patrné minimaln¢ o fad nizsi proudy pozadi, nez je tomu u GCE elektrody. Prvni
1 druhy sken jsou na rozdil od GCE elektrody téméi totozné. Predpoklada se, ze velka proudova
zména po prvnim skenu u GCE je asi zptisobena redukci kysliku adsorbovaného na povrchu
elektrody, ktery se adsorbuje méné na BDD. Po ptidani krocinu dochézi v porovnani se skenem
pozadi pouze k mirnému nértstu proudii pfi negativnich potencialech, ale bez viditelného sig-

nalu.

redukce pH 2 BDD
30674

2,0E-7 -
1,067 3
0,0E+0~
1,067 2
2,067 -
-3,06-7 =
407

-5,0E-7 -

WE(1).Current (A)

26,06-7 2
7,067 =

-8,0E-7 =

—9,0Ef7é v — pufr 1 sken

] ' v = pufr 2 sken
1,0E-6 ] v =—crocin 1 sken

-1,1E-6 = v = crocin 2 sken

-1,26-6 1

-1,0 -09 -08 -0,7 -06 -0,5 -04 -03 -0.2 -0,1 0,0
Potential applied (V)

Obrdzek 9 Cyklické voltamogramy B-R pufiu o pH 2 (zelené kiivky) a pridavku 0,1 mmol I'* krocinu (Cervené kiivky)
na BDD.

Na obrazku ¢. 10 je ptiklad cyklickych voltamogramu v negativni oblasti naméfenych na SPCE
elektrodé¢ pii pH 4. Na voltamogramu pozadi B-R pufru je patrny intenzivni proudovy signal,
ktery mé potencial ptiblizné —0,75 V. S dal§im skenem nésledn¢ signal poklesl a stejny pribeh
je viditelny v naslednych skenech po piidani krocinu. Mozné vysvétleni mize byt to, ze ackoli
byl pufr vybublan argonem, elektroda byla do méteného roztoku vlozena az dodate¢né. SPCE
elektrody jsou modifikovany uhlikovymi nanotrubickami, které maji navazanou karboxylovou
skupinu. Tato modifikace ma ziejmé za nasledek velkou adsorpci kysliku na povrch elektrody
a jeho nasledné preneseni do meéfeného roztoku. Toto vysvétleni podporuje i fakt, ze je pii
druhém skenu jsou proudy daleko mensi. Po ptidani krocinu dojde k posunuti maxima k zapor-
n¢j$im potencidliim, které se pak pohybuje v zavislosti na pH. V kyselej$im pH do zapornéjSich
potencidlll vici signdlu pozadi, vV neutralnim pH se signal vyrovnava potencialu pozadi a v za-

saditém prechazi do kladnéjsich hodnot potencialu v porovnani se signalem pozadi. V rozmezi
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pH 3 aZ pH 8 je viditelny taktéz signdl u potencialu —0,3 V, ktery ale neni vidét u skent pozadi.

Tento signal se objevuje pouze na tisténé elektrode a pouze v tomto rozmezi pH.

redukce pH 4 SPCE
1

E i
0,0E+0 - ——
-2,0E-6 —

-4,0E-6 —
Z -6,0E-6 -
=
5 ]
3 -8,0E-6
E
= 1085
1,265
-1/4E-5/ v — pufr 1 sken
- v = pufr 5 sken

¥ = crocin 1 sken
v =crocin 2 sken

-1,0 -0,9 -08 -0,7 -06 .05 -04 -0.3 -0.2 -0,1 0,0
Potential applied (V)

Obrazek 10 Cyklické voltamogramy B-R pufiu o pH 4 (zelené kiivky) a pridavku 0,1 mmol I'Y krocinu (cervené kiivky) na
SPCE.
Obrazek ¢. 11 zobrazuje sadu cyklickych voltamogramu oxidace, které jsou méfené v rozsahu
pH 2-11 v prostiedi B-R pufru za pomoci GCE elektrody. Voltamogramy A—F dosahuji niz§ich
proudil, nez je tomu u voltamogramii G—J. Na rozdil od pfedchozich métenich v negativnéjsich
potencialech jsou prub&hy prvnich skenti pozadi podobné jako u druhych. Po nasledném piidani
krocinu se voltamogramy témét nezménily kromé strmé&jSich nab&hi pii vyssich potencialech.
Na Zadném voltamogramu ale neni pozorovano zvyseni signalu kromé voltamogramii A a B, u

kterych ale nasledny signal klesa s druhym skenem.
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Obrazek 11 Cyklické voltamogramy v prostiedi B-R pufrii 0 pH 2-11 (A-J, zelené kiivky) a pridavku 0,1 mmol I'* krocinu
(Cervené kfivky) na GCE.

Obrazek ¢. 12 zobrazuje sadu oxida¢nich voltamogramu, které jsou méfené v rozsahu pH 2-11

v prostiedi B-R pufru na BDD elektrodé. Voltamogramy se v§echny pohybuji v podobném

proudovém rozsahu, intenzity jsou opét mensi nez u GCE. Po pfidani krocinu se na voltamo-

gramech objevuje viditelny signal pti potencialu 0,5 V, ktery se na skenech pozadi neprojevuje.

Mohl by to tedy pravdépodobné byt signal krocinu. Na skenech G—J se taktéZ projevuje signal,

ktery vzrista s vy$Sim pH. Tento signal se ale objevuje 1 v samotném pozadi.
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oxidace pH 10 BDD
|

oxidace pH 11 BDD
30651

Obrazek 12 Cyklické voltamogramy v prostiedi B-R pufrii 0 pH 2-11 (A-J, zelené kiiivky) a piidavku 0,1 mmol [* krocinu
(Cervené kiivky) na BDD.

Obrazek ¢. 13 zobrazuje sadu cyklickych voltamogramu oxidace, které jsou méfené v rozsahu
pH 2-11 v prostiedi B-R pufru pomoci SPCE elektrody. VSechny voltamogramy dosahuji vy-
sokych hodnot proudii. Prvni skeny pozadi dosahuji nejvys$sich hodnot proudi. Proud nésledné
pfi opakovaném skenu klesa. Zaroven se zde objevuje signal pozadi, ktery se nachazi v poten-
cidlovém rozmezi +0,9 V az +1,1 V v zavislosti na pH. Tento signal na obrazcich A, E, H, I, J
se s dalsim skenem pohybuje ke kladn&jSimu potencialu. Po ptidani krocinu se skeny téméf
neméni kromé toho, Ze klesl jejich proud. V zasaditém prostiedi (skeny G-J) se objevuje signal
pti potencialu +1,1 V, ktery se rostoucim pH posouva do kladngjsich potencialil. Je viditelny

jak na skenech pozadi, tak i na skenech krocinu.
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oxidace pH 2 SPCE oxidace pH 3 SPCE oxidace pH 4 SPCE
' accoro ! ]

A B C

oxidace pH 5 SPCE oxidace pH 6 SPCE oxidace pH 7 SPCE
0 ' '

oxidace pH 11 SPCE
1

Obrazek 13 Cyklické voltamogramy v prostiedi B-R pufrii 0 pH 2-11 (A-J, zelené kiiivky) a piidavku 0,1 mmol [* krocinu
(Cervené kiivky) na BDD.

3.2.2 Diferen¢ni pulzni voltametrie krocinu

Elektrochemické chovani krocinu bylo dale ovéfovano pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie.
Mg¢fteni bylo provadéno v potencialovém rozsahu 0 V az +1,5 V. Pozadi pro méfeni predstavo-
val Brittontv-Robinsontv pufr v rozsahu pH 2 az 11. Na tfech testovanych elektrodach byl
vzdy méfen jeden sken pozadi o rizném pH (modry voltamogram) nasledovany méfenim pii-

davku krocinu o koncentraci 0,1 mmol I* (¢erveny voltamogram).

Obrazek ¢. 14 zobrazuje diferen¢ni pulzni voltamogramy, které byly méfené v daném rozsahu
pH v prostiedi B-R pufru na GCE elektrod¢. V kyselém pH (A-G) byly zjistény nepravidelné

intenzivni signaly V potencidlovém rozmezi 0 V az 1 V. Byly provedeny dal$i experimenty,
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véetné pridavkil krocinu, avsak interferujici signaly pozadi se nepodatilo vysvétlit. Jednim z
moznych vysvétleni je kontaminace zasobnich 1ahvi ¢inidel, pouzitych pro ptipravu B-R pufru.
Tyto signaly v neutralnim prostiedi (E-G) mizi a je zaroven vidét pik, ktery se objevuje pouze
po pridani krocinu. V zasaditém prostiedi (H-J) tento signal mizi a objevuji se signaly pii klad-

né&jsich potencidlech i pti mefeni samotného pufru.

C

Fotentat ociaa )

S
.

NN
L

Obrazek 14 DPV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 211 (A-J, modré kiivky) a pridavku 0,1 mmol I* krocinu
(Cervené kiivky) na GCE.

Obrazek ¢. 15 zobrazuje sérii diferenénich pulznich voltamogramd, které byly méteny v roz-

sahu pH 2-11 v prosttedi B-R pufru na BDD elektrodé. Po piidani krocinu se na
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voltamogramech objevuje signal pfi potencialu 0,4 V, ktery se na skenech pozadi nenachézi.
Po vyhodnoceni vysek piku bylo zjisténo, Ze je tento signdl nejvyssi pfi pH 2 (voltamogram A)
a nasledné vyska piku klesa se zvysSujicim se pH prostiedi. Potenciadl maxima se zaroven témér
neposouva, coz znamena, z¢ oxidace tohoto signalu neni zavisla na pH. Signal tak je vyhodno-

cen jako pravdépodobny pik krocinu.

vy)
o

m
T

Obrazek 15 DPV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 211 (A-J, modré kiiivky) a piidavku 0,1 mmol I* krocinu
(Cervené kiivky) na BDD.

Obrazek €. 16 zobrazuje diferenéni pulzni voltamogramy métené v daném rozsahu pH v pro-

stfedi B-R pufru za pomoci SPCE elektrody. Na voltamogramech A-D jsou vidét po pifidani
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krocinu dva signaly pfi potencialu +0,3 V a +0,5 V, které nejsou na skenu pozadi ptitomny.
Tyto signaly v neutralnim pH mizi. V zasadit&jsim pH (voltamogramy G-J) se objevuji signaly
pozadi, které se taktéZ objevuji i po piidani krocinu. Cim vice zasadity je roztok, tim se signaly
posouvaji K pozitivn€j§im potencialim. V zasaditém pH se tedy u piku pii +1,2 V nejedna o

krocin, protoze se objevuje i u pozadi.

A . B C

Ferantn soie o) * = Feneetst sociaa )

WEIS)5 Cusrent (A)

G0 01 02 03 04 05 05 07 Q8 09 10 11 12 13 14 15
Potentis applied (V)

DPV pH 10
'

09 10 1 12 13 14 15 G0 01 02 03 04 05 06 07 Q8 03 10 11 12 13 14 15
W Potentia applied (V)

Obrazek 16 DPV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 211 (A-J, modré a zelené kifivky) a pridaviku 0,1 mmol I*

krocinu (cervené krivky) na SPCE.
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3.2.3 Square wave voltametrie krocinu

Pro sérii méfeni square wave voltametrii byl nastaven potencialovy rozsah 0 V az +1,5 V. Po-
zadi pro méfeni piedstavoval Brittoniv-Robinsontv pufr v rozsahu pH 2 az 11. Byl méfen je-
den sken pozadi o rizném pH (modry voltamogram), nasledovany métenim ptidavku krocinu

o koncentraci 0,1 mmol It (&erveny voltamogram).

Obrazek ¢. 17 zobrazuje square wave voltamogramy méfené v daném rozsahu pH v prostiedi
B-R pufru za pomoci GCE elektrody. Voltamogramy se pohybuji v podobném proudovém roz-
sahu. V kyselém pH (A-E) se podobn¢ jako u DPV objevuji po piidavku krocinu intenzivni
proudové signaly v potencialovém rozmezi 0 V az 1 V. Byly provedeny dalsi experimenty, ne-
podarilo se vSak objasnit takto atypicky prubeh voltamogrami. Tyto signaly v neutralnim pro-
stiedi (F-G) mizi a zaroven jsou vidét dva piky pii potencialech +0,5 V a +0,7 V, které se ob-
jevuji pouze po ptidani krocinu. V zasaditém prostiedi (voltamogramy H-J) se nenachazi zadné

rozdilné signaly mezi skenem pufru a piidavkem krocinu.
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Obrazek 17 SWV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 2-11 (A-J, modré kiivky) a piidavku 0,1 mmol I* krocinu
(Cervené kiivky) na GCE.
Obrazek ¢. 18 zobrazuje sérii square wave voltamogramd, které jsou méfeny v daném rozsahu
pH v prostiedi B-R pufru na BDD elektrodé. Hodnoty dosazenych proudti jsou podobné u vech
voltamogramu. Po pfidani krocinu se na voltamogramech objevuje intenzivni signal pfi poten-
cialu 0,4 V, ktery na skenech pozadi neni viditelny. Po vyhodnoceni vysek piku bylo zjisténo,
Ze nejvyssi vyska piku je pti pH 2 (voltamogram A) a ta nasledné klesa se zvySujici se hodnotou
pH méteného roztoku. Signal se zaroven neposouva nebo jen minimalné, coz znamena, ze oxi-

dace neni zavisla na pH.

A B C
s
D E F
)—/¥

Petantl azcild )
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Obrazek 18 SWV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 2-11 (A-J, modré kiivky) a piidavku 0,1 mmol I* krocinu
(Cervené kiivky) na BDD.
Obrazek ¢. 19 zobrazuje sérii square wave voltamogramu, které jsou métené v daném rozsahu
pH v prostiedi B-R pufru za pomoci SPCE elektrody. Na voltamogramech je vidét po ptidani
krocinu pik pfi potencialu +0,5 V, ktery neni patrny na skenu pozadi. Od voltamogramu G
zacina objevovat dalsi signal, ktery je ale viditelny i na pozadi. Nejde tedy o krocin, ale o signal

pozadi.
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Obrazek 19 SWV voltamogramy v prostiedi B-R pufru o pH 2-11 (A-J, modré a zelené kifivky) a pridavku 0,1 mmol I**

krocinu (cervené krivky) na SPCE.

3.2.4 Cyklicka voltametrie safranalu

Po zjisténi chovani krocinu v B-R pufrech o rizném pH byly také zjistovany elektrochemické
vlastnosti safranalu pomoci cyklické voltametrie. Pro méfeni v negativni ¢asti potencialového
okna byl nastaven potencialovy rozsah 0 V az -1 V, pro oxidace —0,2 V az +1,5 V. Pozadi pro
méfeni predstavoval Brittontiv-Robinsondv pufr v rozsahu pH 3 az 11 smichany 1:1 s metha-
nolem. Byly méfeny dva skeny pozadi, prvni sken je oznacen svétle zeleng, druhy sken pozadi
pak tmavé zelené. Nasledné byl do roztoku pfidan pfidavek standardu safranalu tak, aby se
v méfeném roztoku nachazela jeho koncentrace 0,5 mmol I (Serveny sken). Tato vyssi kon-

centrace oproti krocinu byla pouzita z divodu, Ze na voltamogramech nebyla koncentrace safra-

nalu 0,1 mmol I? viditeln4. Druhy sken této koncentrace je vyobrazen rudou barvou.

Na obrazku ¢. 20 je uveden ptiklad cyklické voltametrie V negativni oblasti potencialt, kon-
krétné se jedna o voltamogram pii pH 7. Voltamogramy jsou méfené v rozsahu pH 3 az 11
v prostiedi 1:1 methanolu a B-R pufru pomoci GCE elektrody. Na prvnim skenu pozadi je vzdy

vidét signal v potencidlovém okné —0,8 V az —0,5 V Vv zavislosti na pH zékladniho elektrolytu,
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druhy sken je vzdy nizsi. Po nasledném ptidani safranalu se tento signal v kyselém a neutralnim

pH nachazi v zdpornéjsich hodnotach potencialu vici signalu pozadi. V zasaditéjsich roztocich

se ale signal dostava do kladnéjsich hodnot potencialt vici signalu pozadi.

WE(1).Current (A)

redukce pH 7 GC
1,06-6 1

0,0E+0 —
-1,0E-6 7
-2,0E-6 ,
-3,0E-6 —
-4,0E-6 7
-5,0E-6 —

6,066 —

-7,0E-6 ~
1 v — pufr 1 sken
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-8,0E-6 —

-9,0E-6 —
o e o o S e S o S

-0,6 -0,5 -04 -03 -0.2 -0,1 0,0
Potential applied (V)

Obrazek 20 Cyklické voltamogramy smési B-R pufiu o pH 7 a methanolu (1:1, zelené ki'ivky) a pridavku 0,5 mmol I

safranalu (cervené krivky) na GCE.

Na obrazku ¢. 21 je piiklad redukce safranalu métené cyklickou voltametrii, konkrétné vol-

tamogram pii pH 8. Zaznamy byly méfené ve smési B-R pufru s rozmezim pH 3 az 11 a me-

thanolu (1:1) s vyuzitim BDD elektrody. Skeny pozadi maji vzdy nizs§i proudové hodnoty, nez

je tomu u skenu s piidavkem safranalu, dalsi redoxni signaly se na zdznamu neobjevuji.
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4,6E:6 5
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2,266~

26E6
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Obrazek 21 Cyklické voltamogramy smési B-R pufru o pH 8 a methanolu (1:1, zelené kiiivky) a piidavku 0,5 mmol I*

safranalu (Cervené krivky) na BDD.
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Na obrazku ¢. 22 je ptiklad cyklické voltametrie safranalu v negativnich potencialech pro pH 8.
Voltamogramy jsou méfené ve smési B-R pufru v rozsahu pH 3 az 11 a methanolu (1:1) na
SPCE elektrodé. Skeny maji vysoké hodnoty proudii a maji i Siroké proudové rozmezi. Je vidi-
telny pouze narustajici signal v rozmezi potenciali —0,8 V az—0,6 V, ktery se s kazdym dalSim
skenem zvySuje. Po pfidavku safranalu je pribéh prakticky stejny, dojde pouze k poklesu
proudt v druhém skenu. Jelikoz je odezva prakticky stejna s pozadim, nejednd se o signal spo-
jeny s ptitomnosti safranalu.

redukce pH 8 SPCE

1
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0,0E+0 -
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Obrdzek 22 Cyklické voltamogramy smési B-R pufru o pH 8 a methanolu (1:1, zelené kfivky) a pridaviku 0,5 mmol I'*
safranalu (Cervené kiivky) na SPCE.
Obrazek ¢. 23 zobrazuje cyklické voltamogramy oxidace safranalu, které byly méteny ve smési
B-R pufru s pH 3 az 11 a methanolu (1:1) pomoci GCE elektrody. Méfeni bylo provedeno
Vv rozsahu potencialu —0,2 V az +1,5 V. Voltamogramy A—G dosahuji nizkych hodnot proudd,
voltamogramy H-J naopak vysokych, kdy dochazi k oxidaci zékladniho elektrolytu dfive pfi
niz8ich potencidlech. Prvni a druhé skeny pozadi jsou téméf identické spolecné se skeny po
pridani safranalu. V piipadée experimentt v kyselé oblasti pH 1ze pozorovat naznak signalu spo-
jeny s pritomnosti safranalu, nicméné signal se nachazi na hranici potencialového okna a jeho

interpretace je obtiZna.
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Obrazek 23 Cyklické voltamogramy ve smési B-R pufri o pH 3-11 a methanolu (1:1) (A-J, zelené krivky) a pridaviu
0,5 mmol I-* safranalu (¢ervené kiiivky) na GCE.
Obrazek ¢. 24 zobrazuje sérii cyklickych voltamogramu oxidace safranalu, které byly méfeny
ve smési B-R pufru s pH 3 az 11 a methanolu (1:1) na BDD elektrod¢. Méteni bylo provedeno
Vv rozsahu potencialu —0,2 V az +1,5 V. Voltamogramy A—C dosahuji nizkych hodnot proudd,
voltamogramy D-J naopak vysokych. Prvni a druhé skeny pozadi jsou téméf identické. Po pii-
davku safranalu lze pozorovat charakteristicky pik (vyjma voltamogramu F) pfi potencidlu
+1,2 V, ptiCemz nejlepsich vysledku je dosazeno v kyselém pH prostiedi. Naopak v zasadité

oblasti se pik nachazi na konci potencidlového okna a jeho vyhodnoceni tak neni mozné.
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Obrazek 24 Cyklické voltamogramy ve smési B-R pufri o pH 3-11 a methanolu (1:1) (A-J, zelené krivky) a pridaviu
0,5 mmol I-* safranalu (cervené kiiivky) na BDD.
Obrazek ¢. 25 zobrazuje sérii cyklickych voltamogramu oxidace safranalu, které byly méfeny
ve smési B-R pufru s pH 3 aZz 11 a methanolu (1:1) na SPCE elektrodé. Mé&teni bylo provedeno
v rozsahu potencidlu —0,2 V az +1,5 V. VSechny voltamogramy dosahuji nizkych hodnot
proudt. Prvni a druhé skeny pozadi jsou téméft identické. Po ptidani safranalu nebyl v kyselém
a neutralnim pH pozorovan zadny signal, ktery by mohl byt interpretovan jako safranal. Od
pH 8 se zacal objevovat ndznak signalu ke konci potencialového okna, a proto nebyla jeho in-

terpretace uskutecnitelna.
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Obrazek 25 Cyklické voltamogramy ve smési B-R pufri o pH 3-11 a methanolu (1:1) (A-J, zelené krivky) a pridaviu

0,5 mmol I-* safranalu (cervené kriivky) na SPCE.

3.3 Elektrochemicka detekce safranalu v H.SOq

Toto prostiedi bylo zvoleno z toho diivodu, aby byl safranal prométen i pii niz§Sim pH, jelikoz
pti smichani B-R pufru o pH 2 a methanolu dojde ke zvySeni pH na hodnotu 3. Obrazek ¢. 26
zobrazuje cyklické voltamogramy oxidace safranalu v prostiedi 0,5 M kyseliny sirové a metha-
nolu (1:1, pH 1,25). Mé¢feni bylo provedeno v rozsahu potencialu —0,2 V az +1,5 V na GCE
elektrodeé (voltamogram A), BDD elektrodé (voltamogram B) a SPCE elektrodé (voltamo-
gram C). Po prvnim skenu zakladniho elektrolytu dochazi k poklesu méfenych proudi. Po na-
sledném pridani safranalu s vyslednou koncentraci v méfeném roztoku 0,5 mmol I se v pii-

padé¢ GCE elektrody (voltamogram A) objevil pravdépodobné pik safranalu pfi potencidlu
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+1,3 V, nicméné¢ tento signdl se nachazel na hranici potencidlového okna. Nejlepsich vysledkl
bylo dosazeno s vyuzitim BDD elektrody (voltamogram B), kde byl zjistén dobie vyhodnoti-
telny signal safranalu pii hodnoté potencialu +1,2 V. Pii vyuziti SPCE elektrody (voltamogram
C) se po ptridavku safranalu na voltamogramech neobjevil zadny rozdilny signal oproti pozadi

krom¢ malého nértstu proudu kolem potencialu +0,2 V.

oxids

Obrazek 26 Cyklické voltamogramy ve smési 0,5 M kyseliny sirové a methanolu (1:1) (zelené kifivky) a pridavku
0,5 mmol It safiranalu (Gervené kiivky) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.4 Elektrochemicka detekce ve fosfatovém pufru

Byly provedeny experimenty pro ovéfeni vyuzitelnosti fosfatového pufru jako prostiedi pro
stanoveni krocinu. Pro méfeni byly pouzity metody diferenéni pulzni voltametrie a square wave
voltametrie s GCE, BDD a SPCE elektrodami. Modra kiivka zobrazuje sken 0,1 M fosfatového
pufru, méfeného jako pozadi, a nasledné dva piidavky standardu krocinu tak, aby v métici na-
dobce byla jeho koncentrace 0,1 mmol I (Gerveny sken) a 0,2 mmol I? (rudy sken). U safra-
nalu tento pufr nebyl testovan, jelikoZ po jeho piidani do roztoku methanolu a fosfatového pufru

se objevily vysrazené krystalky, pravdépodobné samotného safranalu.

3.4.1 Diferenc¢ni pulzni voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 27 jsou zobrazeny voltamogramy méiené GCE elektrodé (voltamogram A), kde
jsou vidét dva signaly pii potencialech +0,3 V a +0,7 V. S vyuzitim BDD elektrody (voltamo-
gram B) je viditelny pik pfi potencialu +0,45 V, ktery se po pfidani krocinu zvySuje. Na skenu
méfeného s pomoci SPCE elektrod\ (voltamogram C) je vidét naznak signalu kolem potencialu
+0,5 V, ktery ale neni dostate¢né vysoky ke spolehlivému vyhodnoceni. Vzhledem k jeho po-

loze by se ale mohlo jednat o krocin.
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Obrdzek 27 DPV voltamogramy 0,1 M fosfatového pufiru pH 7 (modra kiivka) a piidavku 0,1 mmol I (Cervend kiivka) a
0,2 mmol I-* krocinu (ruda kifivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.4.2 Square wave voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 28 je zobrazeno méteni za pouziti GCE elektrody (voltamogram A), kde je vidét
jeden signal pfi potencialu +0,2 V. U méfeni provedené BDD elektrodou (voltamogram B) je
vidét jeden pik pfi potencialu +0,5 V, ktery se s pridavkem zvysuje. Nasledné je vidét signal
pfi potencidlu +1,1 V. Ten je ale zarovei viditelny i ve skenu pozadi a na rozdil od signalu pfi
+0,5 V nedochazi s pridavky k jeho zvySovani. U zdznamu provedeného za pouZiti SPCE elek-
trody (voltamogram C) je vidét signal pii +0,6 V, ktery taktéz s pfidavkem krocinu vzrista. Je

také patrny signal na pozadi pii potencialu +1,3 V, ktery ale s pfidavkem krocinu vymizi.

Obrazek 28 DPV voltamogramy 0,1 M fosfiatového pufru pH 7 (modra ki'ivka) a pridavku 0,1 mmol I (Cervend ki'ivka) a
0,2 mmol It krocinu (ruda kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.5 Elektrochemicka detekce v octanovém pufru

Dalsim testovanym prostfedim byl 0,1 M octanovy pufr o pH 5, ve kterém bylo ovétovano
elektrochemické chovani krocinu i safranalu metodami diferen¢ni pulzni voltametrii a square
wave voltametrii s vyuzitim GCE, BDD a SPCE elektrod. Modra kiivka zobrazuje sken octa-
nového pufru, ktery byl méfen jako pozadi, a nasledné dva piidavky standardu krocinu tak, aby

v méfici nadobee byla jeho koncentrace 0,1 mmol I (€erveny sken) a 0,2 mmol I (rudy sken).
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U safranalu byla koncentrace prvniho piidavku 0,5 mmol I (¢erveny sken) a 1 mmol I (rudy
sken).

3.5.1 Diferenc¢ni pulzni voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 29 jsou zobrazeny voltamogramy Vv potencialovém rozpéti 0 V az +1,5 V. S po-
moci GCE elektrody (voltamogram A) je vidét signal pti potencialech +0,3 V a +0,7 V, coz
bylo pozorovano 1 v pfipadé fosfatového pufru. Na voltamogramu méfeného BDD elektrodou
(voltamogram B) je viditelny signal pti potencialu +0,45 V, ktery se po ptidani krocinu zvysuje.
V porovnani s fosfatovym pufrem se tento signal nachazi rovnéz na stejném misté, avsak jeho
intenzita je v tomto piipadé vyssi. S vyuzitim SPCE elektrody (voltamogram C) je vidét naznak
signalu kolem potencidlu +0,5 V, ktery ale neni dostate¢né vysoky ke spolehlivému vyhodno-
ceni. Vzhledem k jeho poloze by se mohlo jednat o krocin. Signal je zaroven taktéz na stejném

misté, jako tomu bylo u fosfatovému pufru.

Obrazek 29 DPV voltamogramy 0,1 M octanového pufiu pH 5 (modra kiivka) a pridavku 0,1 mmol I (Cervend ki'ivka) a
0,2 mmol It krocinu (ruda kiivka) na GCE (4), BDD (B) a SPCE (C).

3.5.2 Square wave voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 30 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V. Pfi
pouzivani GCE elektrody (voltamogram A) jsou vidét signaly pii potencialu +0,4 V a +0,9 V.
S pomoci BDD elektrody (voltamogram B) je patrny jeden pik pfi potencialu +0,5 V, ktery se
s ptidavkem zvySuje a nachazi se na stejném mist¢, jako u fosfatového pufru. Nasledné je vidét
signal pfi potencialu +1,2 V. Ten je ale zaroven ptitomny i na skenu pozadi a na rozdil od
signalu pfi +0,5 V nedochazi po ptidavku k jeho zvyseni. Pii pouziti SPCE elektrody (voltamo-

gram C) byl zaznamenany pik pii +0,6 V, ktery lze spojovat s ptitomnosti krocinu.
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Obrazek 30 SWV voltamogramy 0,1 M octanového pufiu pH 5 (modrd kifivka) a piidavku 0,1 mmol I'* (Gervend kiivka) a
0,2 mmol 1% krocinu (ruda kifivka) na GCE (4), BDD (B) a SPCE (C).

3.5.3 Diferen¢ni pulzni voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 31 jsou zobrazeny DPV zaznamy ve smési octanového pufru s methanolem (1:1)
pro rozpusténi safranalu v potencialovém rozpéti 0 V az +1,5 V u voltamogramu A a C, vol-
tamogram B byl méfen v rozmezi 0 V az +1,7 V. Pti pouziti GCE elektrody (voltamogram A)
neni vidét zadny signal, ktery by se liSil od odezvy pozadi. Po ptidani safranalu dochazi do-
konce ke snizeni proudt pozadi. U BDD elektrody (voltamogram B) je vidét jeden pik pii po-
tencialu +1,1 V, ktery se s pridavkem safranalu zvysuje. V piipadé¢ SPCE elektrody (voltamo-

gram C) nebyly pozorovany zadné vyrazné rozdily mezi signaly pozadi a s pfidavkem safranalu.

Obrdzek 31 DPV voltamogramy smési octanového pufru a methanolu (1:1) (modra kiivka) a piidavku 0,5 mmol I (Ger-
vend kiivka) a 1 mmol I safranalu (ruda kifivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.5.4 Square wave voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 32 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti 0,2 V az +1,5 V u
voltamogramu A a C, voltamogram B byl méfen v rozsahu —0,2 V az +1,7 V. S vyuzitim GCE
elektrody (voltamogram A) neni vidét zadny signal, ktery by se lisil od signalu pozadi. S pii-
davkem safranalu navic dochézelo ke snizovani proudi pozadi. V piipadé BDD elektrody (vol-

tamogram B) je vidét jeden pik pfi potencialu +1,1 V, ktery se s ptidavkem safranalu zvysuje.
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Pii méteni SPCE elektrodou (voltamogram C) neni vidét zadny rozdilny signal na skenech

safranalu oproti pozadi.

Obrdzek 32 SWV voltamogramy smési octanového pufru a methanolu (1:1) (modra kiivka) a piidavku 0,5 mmol I (Cer-

vend kiivka) a 1 mmol It safranalu (rudad kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.6 Elektrochemicka detekce v HCI

Pro ovéfeni vyuziti 0,1 M kyseliny chlorovodikové jakoZto pracovniho prostiedi pro stanoveni
krocinu a safranalu byly vyuzity metody diferen¢ni pulzni voltametrie a square wave voltame-
trie s GCE, BDD a SPCE elektrodami. Na nasledujicich voltamogramech je jako modra kiivka
znazornéno pozadi 0,1M kyseliny chlorovodikové, cervené a rudé linie pak piedstavuji analyzy

s pridavky krocinu (0,1 mmol It a 0,2 mmol I?) a safranalu (0,5 mmol It a 1 mmol I%).

3.6.1 Diferen¢ni pulzni voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 33 jsou vyobrazeny zaznamy z analyz krocinu metodou diferen¢ni pulzni volta-
metrie v potencidlovém rozpéti 0 az +1,5 V. S vyuZitim GCE elektrody (volamogram A) nebyl
po ptidavku krocinu pozorovan zadny novy signal v porovnani s pozadim. Pti pouziti BDD
elektrody (voltamogram B) Ize pozorovat dva piky v oblasti +0,55 V a +1 V, nicmén¢ pouze u
signalu pii +0,55 V dochazelo k jeho ristu pfi zvySovani koncentrace krocinu. V porovnani s
fosfatovym a octanovym pufrem je signal posunut vlivem pfitomnosti chloridovych iontt, které
ovliviiuji potencial referentnich elektrod tiSténych senzort, ke kladnéj$im hodnotam potencialt
a zaroven je jeho intenzita nizsi. Pti vyuziti SPCE elektrody (voltamogram C) nebyl pozorovan

zadny rozdil mezi roztokem pozadi a roztoky s ptidavkem krocinu.
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Obrazek 33 DPV voltamogramy 0,1 M HCI (modrda kiivka) a pridavku 0,1 mmol I7* (Cervend kiivka) a 0,2 mmol I kro-
cinu (rudda krivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.6.2 Square wave voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 34 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V. Pii
vyuziti GCE elektrody (voltamogram A) je vidét naznak signalu pii potencialu +0,9 V, ktery
na pozadi neni. Pfi méteni BDD elektrodou (voltamogram B) jsou vidét dva piky pii potencialu
+0,7V a+1 V. Signal pii +0,7 V je viditelny jiz na pozadi, ale zvysuje se S koncentraci krocinu.
Je dokonce vyssi, nez je tomu u signalu méfenému v prostiedi octanového a fosfatového pufru.
Jednim z moznych vysvétleni tohoto jevu je nedokonalé vymyti krocinu z métici nadobky. Sig-
nal je posunuty ke kladnéj$im potencialiim, nez je tomu u octanového a fosfatového pufru, coz
je zpusobeno chloridovymi ionty. Pti vyuziti SPCE elektrody (voltamogram C) je vidét pouze

mirna proudova vina kolem potencialu +0,3 V po druhém piidavku krocinu.

A B 2 e

Obrazek 34 SWV voltamogramy 0,1 M HCI (modra kiivka) a pridavku 0,1 mmol [ (Gervena kifivka) a 0,2 mmol It kro-
cinu (ruda kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.6.3 Diferen¢ni pulzni voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 35 jsou zobrazeny voltamogramy ve smési 0,1 M HCI a methanolu (1:1) v roz-
mezi potenciala 0 V az +1,5 V u voltamogramt A a C, voltamogram B je méfen v rozsahu
0V az +1,7 V. S vyuzitim GCE elektrody (voltamogram A) neni po pfidavku safranalu vidét
zadny signal, ktery by se liSil od pozadi zakladniho elektrolytu. V pifipadé BDD elektrody
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(voltamogram B) je vidét intenzivni pik pfi potencidlu +1,3 V, ktery se s pfidavkem safranalu
zvysuje. Tento pik je niz$i nez signdl méfeny v octanovém pufru a zarovei je vlivem chlorido-
vych ionti posunut do kladnéjSich hodnot potencialt. U SPCE elektrody (voltamogram C) neni

po piidavku vidét zadna odezva safranalu v porovnani s pozadim.

A B -4 c

SN

Obrazek 35 DPV voltamogramy smési 0,1 M HCI a methanolu (1:1) (modra ki'ivka) a pridavku 0,5 mmol I (Gervend
ki'ivka) a 1 mmol I safranalu (rudé kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.6.4 Square wave voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 36 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V u
voltamogramiti A a C, voltamogram B je méfen v rozsahu —0,2 V az +1,7 V. Pfi vyuziti GCE
elektrody (voltamogram A) neni vidét zadny signal, ktery by se lisil od signalu pozadi. Po pii-
dani safranalu se dokonce pozadi snizuje. Pti aplikaci BDD elektrody (voltamogram B) je vidét
jeden signal pii potencidlu +1,4 V, ktery se s ptidavkem safranalu zvySuje. Tento signal je vyssi,
jak signal méfeny v octanovém pufru. Zaroven je vlivem chloridovych iontti posunut do klad-
néjsich hodnot potencialti. V ramci pouziti SPCE elektrody (voltamogram C) neni vidét zadny

signal na skenech safranalu oproti pozadi.

A .. B

Obrazek 36 SWV voltamogramy smési 0,1 M HCI a methanolu (1:1) (modra ki'ivka) a pridavku 0,5 mmol I (Cervend
kiiivka) a 1 mmol I safranalu (rudé kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).
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3.7 Elektrochemicka detekce v KCI1

Ovéfteni vyuzitelnosti chloridu draselného jako pracovniho prostiedi pro stanoveni krocinu a
safranalu bylo provedeno metodami diferenéni pulzni voltametrie a square wave voltametrie za
vyuziti GCE, BDD a SPCE elektrod. Modra kiivka zobrazuje sken 0,1M chloridu draselného,
ktery byl méfen jako pozadi. Ptidavky standardu krocinu jsou znazornény cervené (vysledna
koncentrace 0,1 mmol 1), resp. rudé (0,2 mmol I1). V piipadé safranalu byly zvoleny vysledné

koncentrace pridavki 0,5 mmol It (Serveny sken) a 1 mmol I (rudy sken).

3.7.1 Diferenc¢ni pulzni voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 37 jsou zobrazeny voltamogramy Vv potencialovém rozpéti 0 V az +1,5 V. Pfi
aplikaci GCE elektrody (voltamogram A) je vidét naznak signalu pii potencialu +0,7 V, ktery
neni viditelny na pozadi. Pfi vyuziti BDD elektrody (voltamogram B) jsou na zaznamu dva
piky pfi potencialech +0,65 V a +1,2 V. Signal pfi potencialu +1,2 V je viditelny i na skenu
pozadi, signal pii potencialu +0,65 V stoupa s koncentraci krocinu. Maximum piku je posunuto
ke kladngj$im potencidlim vlivem piitomnosti chloridovych iontt, signal je ale zdroven nizsi,
nez je tomu u fosfatového pufru, octanového pufru a kyseliny chlorovodikové. Na métfeni usku-
tecnéné prostiednictvim SPCE elektrody (voltamogram C) lze pozorovat naznak piku pfi

+0,65 V, ale jeho velikost je mala.

A

Obrazek 37 DPV voltamogramy 0,1 M KCI (modra kiivka) a pridavku 0,1 mmol I (Gervena kifivka) a 0,2 mmol It kro-
cinu (ruda krivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.7.2 Square wave voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 38 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V.
S pomoci GCE elektrody (voltamogram A) neni vidét Zadny signal. Pii vyuziti BDD elektrody
(voltamogram B) jsou dva signaly pfi potencialu +0,7 V a +1,2 V. Signal pii +0,7 V stoupa

s koncentraci krocinu. Je nizsi, nez je tomu u signalu méfenému v prostiedi octanového pufru,
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fosfatového pufru, ani kyseliny chlorovodikové. Signal je posunuty ke kladnéjsim potencialim,
nez je tomu u octanového a fosfatového pufru, ale je na stejném misté, jako v piipadé prostiedi
kyseliny chlorovodikové, cozZ je zptisobeno chloridovymi ionty. Pti aplikaci SPCE elektrody

(voltamogram C) je vidét malo intenzivni signal pii potencialu +0,7 V.

Obrazek 38 SWV voltamogramy 0,1 M KCI (modra kiivka) a pridavku 0,1 mmol I (Gervena kifivka) a 0,2 mmol It kro-
cinu (rudd kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.7.3 Diferen¢ni pulzni voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 39 jsou zobrazeny voltamogramy Vv potencialovém rozpéti 0 V az +1,5 V u vol-
tamogramti A a C, voltamogram B byl métfen v rozsahu 0 V az +1,7 V. Pii pouziti GCE elek-
trody (voltamogram A) neni vidét zadny signal, ktery by se lisil od signalu pozadi, dokonce
pozadi klesa s ptidanim safranalu. V ptipadé BDD elektrody (voltamogram B) je vidét jeden
pik pfi potencialu +1,3 V, ktery se s piidavkem safranalu zvySuje. Tato odezva je vyssi nez
signaly méfené v octanovém pufru 1 prostiedi kyseliny chlorovodikové. Zaroven je vlivem
chloridovych ionti posunut do kladnéjSich hodnot potencialti. Za pomoci SPCE elektrody (vol-

tamogram C) neni vidét Zadny signal na skenech safranalu oproti pozadi.

Obrazek 39 DPV voltamogramy smési 0,1 M KCI a methanolu (1:1) (modrd kiivka) a piidavku 0,5 mmol It (Cervend
kiiivka) a 1 mmol I safranalu (rudé kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).
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3.7.4 Square wave voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 40 jsou zobrazeny voltamogramy v potencialovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V u
voltamogramu A a C, voltamogram B byl méfen v rozsahu —0,2 V az +1,7 V. U méfeni prove-
deného za pomoci GCE elektrody (voltamogram A) neni vidét zadny signal, ktery by se lisil od
signalu pozadi. Pii pouziti BDD elektrody (voltamogram B) je vidét jeden intenzivni pik pfi
potencidlu +1,4 V, ktery se s pfidavkem safranalu zvySuje. Tento signal je nizsi, nez signély
meéfené v octanovém pufru i v prostiedi kyseliny chlorovodikové. Zaroven je vlivem chlorido-
vych iontt posunut do kladnéjsich hodnot potenciala. Pii pouziti SPCE elektrody (voltamo-

gram C) neni vidét Zadny signal na skenech safranalu oproti pozadi.

Obrazek 40 SWV voltamogramy smési 0,1 M KCI a methanolu (1:1) (modra krivka) a pridavku 0,5 mmol | L (Cervend
ki'ivka) a 1 mmol I safranalu (rudd kifivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.8 Elektrochemicka detekce ve smési HCI a KCI

Poslednim z testovanych pufri byla smés kyseliny chlorovodikové a chloridu draselného 0
pH 2, kter4 byla proméfena metodami diferen¢ni pulzni voltametrie a square wave voltametrie
pomoci GCE, BDD a SPCE elektrod. Modra kiivka zobrazuje sken 0,1M kyseliny chlorovodi-
kové a 0,1M chloridu draselného v poméru (1:9), ktery je vyuzit jako pozadi a nasledné dva
piidavky standardu krocinu tak, aby v méfené nadobé byla jeho koncentrace 0,1 mmol I (er-
veny sken) a 0,2 mmol I (rudy sken). U safranalu byla koncentrace prvniho ptidavku

0,5 mmol I (erveny sken) a 1 mmol I (rudy sken).

3.8.1 Diferenc¢ni pulzni voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 41 jsou zobrazeny voltamogramy v rozmezi potenciali 0 V az +1,5 V. S vyuzitim
GCE elektrody (voltamogram A) neni viditelny zadny signal. Pti aplikaci BDD elektrody (vol-
tamogram B) jsou viditelné dva piky pii potencialu +0,7 V a +1 V. Signal pfi potencidlu

+0,7 V stoupa s koncentraci krocinu. Jeho maximum je posunuto ke kladn&jSim potencialim
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vlivem pfitomnosti chloridovych ionti a signdl je zaroven niz$i, nez je tomu u fosfatového pufru
a octanového pufru. Je ale vyssi v porovnani s kyselinou chlorovodikovou a chloridem drasel-
nym. Pfi vyuziti SPCE elektrody se objevuje pouze naznak piku pii +0,45 V az po druhém

pridavku krocinu.

A . "B

Obrazek 41 DPV voltamogramy smési 0,1 M HCl a 0,1 M KCI (1:9) (modrd ki'ivka) a pridavku 0,1 mmol I (Cervend
kiiivka) a 0,2 mmol It krocinu (rudd kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.8.2 Square wave voltametrie krocinu

Na obrazku ¢. 42 jsou zobrazeny voltamogramy v potencidlovém rozmezi —0,2 V az +1,5 V.
Na GCE elektrodé (voltamogram A) neni vidét zadny signal. Pfi vyuziti BDD elektrody (vol-
tamogram B) jsou vidét dva signaly pfi potencialu +0,7 V a +1 V. Signal pii +0,7 V stoupa
s koncentraci krocinu. V porovnani s octanovym pufrem a kyselinou chlorovodikovou je tento
signal niz$i, nicméné je vyssi nez v ptipad¢ fosfatového pufru a chloridu draselného. Signal je
posunuty ke kladn&j$im potencialim, neZ je tomu u octanového a fosfatového pufru, ale je na
stejném misté, jako v pfipadé v prostfedi kyseliny chlorovodikové a chloridu draselného, coz
je zpusobeno chloridovymi ionty. S vyuzitim SPCE elektrody (voltamogram C) neni vidét

zadny signal oxidace krocinu.

A - B -1 C

N

Obrazek 42 SWV voltamogramy smési 0,1 M HCl a 0,1 M KCI (1:9) (modra ki'ivka) a pridavku 0,1 mmol I+ (Cervend
ki'ivka) a 0,2 mmol It krocinu (rudad kivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).
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3.8.3 Diferen¢ni pulzni voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 43 jsou zobrazeny voltamogramy Vv rozmezi 0 V az +1,5 V u voltamogramui A a
C, voltamogram B byl méfen v rozsahu 0 V az +1,7 V. V pfipadé GCE elektrody (voltamo-
gram A) neni vidét Zadny signal, ktery by se 1i8il od signalu pozadi. V piipadé BDD elektrody
(voltamogram B) je vidét jeden intenzivni piK pii potencialu +1,3 V, ktery se s pfidavkem safra-
nalu zvySuje. Tento signdl je nizs$i nez signaly méfené v octanovém pufru, prostiedi kyseliny
chlorovodikové i chloridu draselného. Zaroven je vlivem chloridovych iontti posunut do klad-
néjsich hodnot potencialti. Pti aplikaci SPCE elektrody (voltamogramu C) neni vidét zadny

signal na skenech safranalu oproti pozadi.

A

Obrazek 43 DPV voltamogramy smési 0,1 M HCI, 0,1 M KCI a methanolu (1:9:10) (modra krivka) a pridavku
0,5 mmol I (Gervend kiivka) a 1 mmol 1™t safranalu (rudd kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.8.4 Square wave voltametrie safranalu

Na obrazku ¢. 44 jsou zobrazeny voltamogramy v potencidlovém rozpéti —0,2 V az +1,5 V u
voltamogramti A a C, voltamogram B je méfen v rozsahu —0,2 V az +1,7 V. U GCE elektrody
(voltamogram A) neni po ptidavku safranalu pozorovatelny zadny signal, ktery by se lisil od
signalu pozadi. Naopak s pfidavkem safranalu signal oproti pozadi klesa. V ptipadé BDD (vol-
tamogram B) je vidét jeden pik pfi potenciadlu +1,4 V, ktery se s pfidavkem safranalu zvysuje.
Tento signal je niZsi neZ signaly métené v octanovém pufru, prostiedi kyseliny chlorovodikové
1 chloridu draselného. Zarovei je vlivem chloridovych aniontii posunut do kladnéjSich hodnot
potenciali. Métfeni s SPCE elektrodou neposkytlo prokazatelny signdl, ktery by souvisel s pfi-

davkem safranalu.
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Obrazek 44 SWV voltamogramy smesi 0,1 M HCI, 0,1 M KCI a methanolu (1:9:10) (modra kiivka) a pridavku
0,5 mmol I* (Gervend kiivka) a 1 mmol I* safranalu (rudé kiivka) na GCE (A), BDD (B) a SPCE (C).

3.9 Elektrochemicka detekce v acetonitrilu

3.9.1 Cyklicka voltametrie krocinu

Obrazek €. 45 zobrazuje cyklické voltamogramy v rozmezi potencidli —2 V az +1,9 V. Vol-
tamogram A byl méfen s GCE elektrodou, voltamogram B pomoci BDD elektrody v prostiedi
acetonitrilu a 0,1M LiClO4 (modré skeny). Pro SPCE nebyl voltamogram méfen, jelikoz se
ukdazalo, Ze acetonitril je pro tuto elektrodu nevhodné prostiedi. Nasledné€ byl pfidan pridavek
0,5 mmol It krocinu (Servené skeny). U GCE byl pozorovan pouze mirny nartist proudd oproti
pozadi, kdezto na BDD elektrod¢ byl priibéh voltamogramt prakticky stejny. MiiZe to byt zpt-

sobeno tim, ze je Krocin v acetonitrilu téméf nerozpustny.

23 ] a3 [
Petantial angilad (V) Fetantial angilad (V)

Obrdazek 45 Cyklické voltamogramy acetonitrilu s 0,1M LiClOs (modra kifivka) a pridavku 0,5 mmol I* krocinu (Cervend
krivka) na GCE (A) a BDD (B).
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3.9.2 Cyklicka voltametrie safranalu

Obrazek €. 46 zobrazuje cyklické voltamogramy v rozpéti potenciali —2 V az+1,9 V. Voltamo-
gram A je méfen s GCE elektrodou, voltamogram B pomoci BDD elektrody v prostiedi aceto-
nitrilu a 0,1M LiClO4 (modré skeny). Nésledné byl pfidan pridavek 3 mmol I"* safranalu (Ser-
vené skeny). Na voltamogramu A je vid€t intenzivni oxidacni signal pii potencidlu +1,6 V a
nasledny redukéni signal s vrcholem pii —1,55 V. U voltamogramu B je vidét oxidacni signal
pfi potencidlu +1,6 V a Siroka redukéni odezva pii —1,7 V.

.........................

Petantal angilad (v) Petantial angilad (V)

Obrdzek 46 Cyklické voltamogramy acetonitrilu s 0,1M LiClO4 (modra ki'ivka) a pridavku 3 mmol I safianalu (Gervend
kiivka) na GCE (A) a BDD (B).

3.10 Elektrochemicka detekce v ethanolu

3.10.1 Cyklicka voltametrie krocinu

Obrazek ¢. 47 zobrazuje vysledky méfeni cyklickou voltametrii V rozmezi potenciali —2 V az
+1,7 V u voltamogramu A a2 V az +1,3 V u voltamogramua B a C. Voltamogram A byl zmé-
fen s GCE elektrodou, voltamogram B a C pomoci BDD elektrody. Zaznamy A a B byly mé-
feny v prostiedi ethanolu a 0,1M LiClO4 (modré skeny), zatimco voltamogram C v ethanolu
s 0,1M LiCl pro sledovani vlivu pfitomnosti chloridovych aniontti na posun redoxnich signald.
Nasledné bylo pridan piidavek 0,5 mmol ! krocinu (¢ervené skeny). Na obou elektrodéch ne-
byl pozorovan zadny signal odlisny od skenu pozadi a u voltamogramu C je vidét maly pik pfi
potencialu +1,2 V. Tyto malé nebo zadné signaly mohou byt zptisobeny tim, Ze je krocin nedo-

konale rozpustny v ethanolu.
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Obrazek 47 Cyklické voltamogramy ethanolu s 0,1M LiClO4 (A, B, modra kiiivka) nebo 0,1M LiCl (C) a pridavku
0,5 mmol It krocinu (cervend kiivka) na GCE (A) a BDD (B, C).

3.10.2 Cyklicka voltametrie safranalu

Obrazek ¢. 48 zobrazuje cyklické voltamogramy v potencidlovém rozmezi —2 V az
+1,7 V u voltamogramu A, -2 V az +1,3 V u voltamogramu B a C. Voltamogram A byl méfen
za pomoci GCE elektrody, voltamogram B a C pomoci BDD elektrody. VVoltamogramy A a B
byly méteny v prostiedi ethanolu a 0,1M LiClO4 nebo 0,1 M LiCl (modré skeny). Nasledné
bylo ptidano 3 mmol I safranalu (Servené skeny). Na voltamogramu A je vidét oxida¢ni signél
pii potencialu +1,3 V a nasledny redukéni signaly pii potencialu -1 V a —1,6 V. U voltamo-
gramu B je pozorovatelny oxidacni signal pii potencialu +1,15 V a nésledny redukéni pii po-
tencialu —1,55 V. Na voltamogramu C jsou redoxni signaly posunuty ke kladn&jsim potencia-
lim vlivem chloriddi, proto oxida¢ni pik splyva s vinou rozkladu zakladniho elektrolytu a
reduk¢ni signal je posunut na—1,4 V. Zaroven se v druhém skenu objevuje novy oxidacni signal

pii potencidlu +0,2 V.

{

Obrazek 48 Cyklické voltamogramy ethanolu s 0,1M LiCIlO4 (A, B, modra krivka) nebo 0,IM LiCl (C) a pridavku
3 mmol I safianalu (Gervend kifivka) na GCE (A) a BDD (B, C).
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3.11 Elektrochemicka detekce v dimethylsulfoxidu

3.11.1 Cyklicka voltametrie krocinu

Obrazek ¢. 49 zobrazuje cyklické voltamogramy v rozmezi potenciali —2 V az +1,8 V u vol-
tamogramu A a-2 V az +1,3 V u voltamogrami B a C. Voltamogram A byl méfen s vyuzitim
GCE elektrody, voltamogramy B a C pak pomoci BDD elektrody. Voltamogramy A a B byly
méfeny v prostiedi dimethylsulfoxidu a 0,1M LiClO4 nebo s 0,1 M LiCl u voltamogramu C
(modré skeny). Nasledné byl ptidan pridavek 0,5 mmol I krocinu (Eervené skeny). Na vol-
tamogramu A je u GCE viditelny oxida¢ni signal pii potencialu +0,8 V a nasledny redukéni pii
-1,7 V. Na BDD (voltamogram B) lze pozorovat oxidaéni signaly pii potencialech +0,6 V a

+1,1 V. U voltamogramu C v pfitomnosti LiCl je vidét pouze maly signal pii potencialu +0,5 V.

Obrazek 49 Cyklické voltamogramy dimethylsulfoxidu s 0,1M LiClO4 (A, B, modra kiivka) nebo 0,1M LiCl (C) a pri-
davku 0,5 mmol It krocinu (ervena kiivka) na GCE (A) a BDD (B, C).

3.11.2 Cyklicka voltametrie safranalu

Obrazek ¢. 50 zobrazuje cyklické voltamogramy v rozmézi potenciali —2 V az +1,8 V u vol-
tamogramu A a -2 V az +1,3 V u voltamogramu B a C. Voltamogram A byl méfen s GCE
elektrodou, voltamogramy B a C pomoci BDD elektrody. Voltamogramy A a B byly méfeny
Vv prostiedi dimethylsulfoxidu a 0,1M LiClO4 (modré skeny), zatimco voltamogram C pro po-
rovnani v dimethylsulfoxidu a 0,1 M LiCl. Nasledné byl ptidan piidavek 3 mmol I safranalu
(¢ervené skeny). Na GCE (voltamogram A) lze vidét redukéni signaly pii potencialech -1 V a
~1,8 V nasledovany oxida¢nimi piky pti —0,6 V a 0,5 V. Uplné jina odezva byla pozorovana na
BDD (voltamogram B), kde byl zjistén pouze maly oxidacni signal pfi potencialu +1 V a na-
sledné¢ intenzivni reduk¢éni pik pii potencialu —1,7 V, ktery doprovazela slozena reoxidacni ode-

zva s maximem pii —0,5 V. Signaly na voltamogramu C jsou vlivem chloridii posunuty ke
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kladng&jsim potencialim: maly oxidac¢ni signal vymizi, redukéni je posunuty na —1,4 V a reoxi-

daéni na -0,2 V.

e s

Obrazek 50 Cyklické voltamogramy dimethylsulfoxidu s 0,IM LiClO4 (A, B, modra kiivka) nebo 0,1M LiCl (C) a pri-
davku 3 mmol It safranalu (¢ervend kiivka) na GCE (A) a BDD (B, C).

3.12 Elektrochemicka detekce v dimethylformamidu

3.12.1 Cyklicka voltametrie krocinu

Obrazek ¢. 51 zobrazuje cyklické voltamogramy v rozmezi potenciala —2 V az +1,5 V. Vol-
tamogram A je méfen GCE elektrodou, voltamogram B pomoci BDD elektrody v prostiedi
dimethylforamamidu a 0,1M LiClO4 (modré skeny) Nésledné bylo ptidano 0,5 mmol 1! kro-
cinu (Cervené skeny). Na GCE (voltamogram A) se objevuje oxida¢ni signal pti potencialu
+0,9 V a redukéni pii —1,3 V. Taktéz je viditelny signal pti 0 V, ktery se ale na zacatku neob-
jevuje a je viditelny az nasledné po redukci. U BDD (voltamogram B) je viditelny oxidaéni

signal pii potencialu +0,9 V.

....................
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Obrazek 51 Cyklické voltamogramy dimethylformamidu s 0,1M LiClO4 (A, B, modra kifivka) a piidavku 0,5 mmol It kro-
cinu (Cervend kiivka) na GCE (A) a BDD (B).
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3.12.2 Cyklicka voltametrie safranalu

Obrazek ¢. 52 znazornuje cyklické voltamogramy na GCE (voltamogram A) v rozmezi poten-
ciala —2 V az +1,3 V a BDD (voltamogram B) v rozmezi —2 V az +1,5 V v prostedi dimethyl-
foramamidu a 0,1 M LiClO4 (modré skeny). Nésledné bylo piiddno 3 mmol I safranalu (&er-
vené skeny). Na voltamogramu A je vidét oxida¢ni signal pfi potencialu +1 V a nasledny
redukéni signal s vrcholem pii —1,2 V. Dadle je patrny signal pii 0 V, ktery se ale na zac¢atku
méfeni neobjevuje a je viditelny az nasledné po redukci. U voltamogramu B je vidét nejprve
reduk¢ni signal pii —1,7 V a pak reoxidacni signal pii potencidlu +0,4 V, podobné jako u

DMSO.

..................
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Obrdazek 52 Cyklické voltamogramy dimethylformamidu s 0,1M LiClOs (A, B, modrd kifivka) a pFidavku 3 mmol I safra-
nalu (Cervend kiivka) na GCE (A) a BDD (B).

3.13 Vliv rychlosti skenu p¥i elektrochemické oxidaci safranalu

Pro dalsi experimenty byl vybran pouze safranal, pro ktery byla postupné optimalizovana elek-
trochemicka detekce a zjiStény analytické parametry jeho stanoveni. V prvnim kroku byla stu-
dovano, zda je elektrochemicka oxidace safranalu na GCE fizena difuzi nebo adsorpci v aceto-
nitrilu nebo ethanolu. Graf A na obrazku ¢. 53 popisuje zavislost vysky piku na odmocniné
z rychlosti skenu v prostiedi acetonitrilu. Koeficient determinace (0,9999) je velmi blizky 1
z ¢ehoz vyplyva, zZe je elektrochemicky d&j fizen difuzi. Graf B popisuje zavislost logaritmu
vysky piku na logaritmu rychlosti skenu. Hodnota smérnice ptimky (0,44) je blizka teoretické
hodnoté 0,5, coz potvrzuje, ze je d&j fizeny difuzi. Pro ovéfeni byl zopakovan pokus v prostiedi
ethanolu, kde koeficient determinace grafu zavislosti vysky piku na odmocniné z rychlosti

skenu vysel 0,9988 coz je blizké hodnoté 1. Smérnice grafu popisujici zavislost logaritmu
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rychlosti skenu na logaritmu vysky piku vysla 0,4551, coz je hodnota blizka teoretické hodnoté

0,5 potvrzujici, ze se d¢j tidi difuzi.

A Zavislost vysky piku na odmocniné z rychlosti skenu B Zavislost log Ip na log v

3.50E-05 4
y = 2.185E-06x + 1.104E-06 _Q"‘G 45 0 05 1 15 2 ® 25
R? = 9.999E-01 - 46 ) o
2.50E-05 o 47 y = 4.433E-01x - 5.525E+00 5
X R? = 9.981E-01

3.00E-05

2.00E-05 o

Ip [A]
®
log Ip

1.50E-05
1.00E-05
5.00E-06 P 53

0.00E+00

0 2 a4 6 8 10 12 14 16
log v
odmocnina z rychlosti skenu [mV/s]

Obrdzek 53 Zavislost vysky piku oxidace 3 mmol It safranalu na odmocniné z rychlosti skenu (A) a zdvislost log I na log

rychlosti skenu (B).

3.14 Volba prostredi pro optimalizaci metody stanoveni safranalu

Organické rozpoustédlo (ACN nebo EtOH, vzdy s 0,1 M LiClOa) pro optimalizaci parametri
voltametrickych technik a vlastni stanoveni safranalu bylo zvoleno na zéklad€ provedeni ka-
libraci pti parametrech diferen¢ni pulzni a square wave voltametrie nastavenych vyrobcem. Pro
DPV byly pouzity nésledujici parametry: potencial kroku 5 mV, modula¢ni amplituda (ampli-
tuda pulzu) 25 mV, modulac¢ni ¢as (¢as pulzu) 50 ms a interval mezi pulzy 500 ms. Pro SWV
byly paramatry tyto: potencial kroku 5 mV, amplituda 20 mV a frekvence 25 Hz. Prostiedi
ethanolu a acetonitrilu bylo méfeno pomoci GCE a BDD elektrod. Koncentrace méfeného roz-
toku safranalu byly 10, 20, 50, 100, 200 a 300 pmol It. Vyssi citlivosti kalibraénich zavislosti
maji dle tabulek €. 1 a 2 méfené roztoky acetonitrilu, protoze smérnice maji vyssi hodnotu, nez
je tomu u smérnic kalibraci v ptipadé ethanolu. Zaroven byla zjiSténa vyssi citlivost na GCE
elektrodé nez na BDD. Linearita kalibraci byla nejlepsi u méfeni s GCE elektrodou v EtOH.
Velké nevyhoda prosttedi ethanolu je ale ta, Ze ani v jednom ptipad¢ nebyl detekovatelny signal
pfi 10 umol I"* safranalu. U méfeni za pomoci BDD elektrody a DPV techniky byl detekova-
telny signal aZ pfi 100 pmol 1! a u square wave az pii 200 pmol 1! safranalu. Z dtivodu ne-
moznosti detekce niz§ich koncentraci safranalu a lepsi citlivosti stanoveni byl pro dalsi experi-

menty vybran acetonitril.
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Tabulka 1 Parametry kalibraci elektrochemické detekce safranalu zjisténych z vysek pikii.

Vyska piku DPV SWv
ACN EtOH ACN EtOH
BDD Smérnice 0,0076 0,0022 0,0214 -
[A 1 mol]
R? 0,9954 0,9899 0,9781 -
Usek [nA] 72,26 -187,1 321,11 -
GCE Smérnice 0,01125 0,0058 0,0394 0,0227
[A I mol]
R? 0,9902 0,9997 0,9956 0,9622
Usek [nA] 108,8 -53,29 230 261,4
Tabulka 2 Parametry kalibraci elektrochemické detekce safranalu zjisténych z ploch pikii.
Plocha piku DPV SWv
ACN EtOH ACN EtOH
BDD Smérnice 0,0013 0,0002 0,0040 -
[A 1 mol]
R? 0,9985 0,9759 0,9929 -
Usek [nA] 4,69 -23,01 25,467 -
GCE Smérnice 0,0016 0,0009 0,0054 0,0037
[A 1 mol]
R? 0,9974 0,9992 0,9996 0,9699
Usek [nA] 0,3043 -14,69 -15,58 17,5

3.15 Optimalizace parametrua elektrochemické detekce safranalu

Cilem optimalizace parametrt detekce bylo najit kompromis mezi co nejvétsi vySkou pikd a co

nejniz§imi proudy pozadi. V nasledujicich kapitolach je proud piku oxidace safranalu
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znézornén modrou kiivou a proudy pozadi jsou oranzové a Sedé¢ kiivky. Oranzova zobrazuje
proud tésné pied pikem a Seda proud té€sné za pikem. Byly optimalizovany techniky DPV a
SWV na GCE a BDD elektrodach v prostiedi acetonitrilu a 10 pmol I safranalu. SPCE elek-
troda nebyla pouzita, jelikoz neni vhodna do tohoto prostiedi. Optimalizované parametry pro
DPV byly modula¢ni amplituda, modulaéni ¢as a intervalovy ¢as. Pro SWV to byla amplitudy,

frekvence a potencial kroku.

3.15.1 Optimalizace pro elektrodu ze skelného uhliku

Obrazek ¢. 54 zobrazuje grafy optimalizaci jednotlivych parametri DPV pro GCE elektrodu.
Obrazek A zobrazuje vliv modula¢ni amplitudy na vysku piku safranalu. Jako optimalni byla
zvolena hodnota 75 mV, pii které jsou vysoké proudy pikl a proudy pozadi jsou relativné nizké.
Obréazek B zobrazuje zévislost modulacniho ¢asu na proudu piku a pozadi, kde s del§i dobou
modulacniho ¢asu klesa proud piku, ale prudceji také proud pozadi. Vzhledem k signalu piku
by bylo nejlepsi zvolit hodnotu 10 mV, kdy je signal nejintenzivnéjsi, ale je zna¢né ovlivnén
proudy pozadi. Proto byla jako kompromis zvolena hodnota 20 mV, kde je signal intenzivni,
ale zaroven je niz$i pozadi. Jako posledni byl optimalizovan parametr intervalového ¢asu, ktery
je zndzorn&n na obrazku C. Cim je tento interval del§i, tim vice signal klesa. Hodnota pro in-
tervalovy Cas byla zvolena jako 100 ms. Optimalizaci téchto parametrt se zvysil signal safra-

nalu a zkratil se Cas analyzy.

Optimalizace modulaéni amplitudy Optimalizace modulaéniho €asu Optimalizace intervalového gasu

Obrazek 54 Optimalizace parametrii DPV pro GCE elektrodu: modulacni amplituda (A), modulacni ¢as (B) a cas inter-
valu (C).

Obrazek ¢. 55 zobrazuje grafy optimalizaci parametri SWV pro GCE elektrodu. Obrazek A

zobrazuje optimalizaci modulaéni amplitudy, pro kterou byly zvoleny hodnoty 20 mV a 40 mV.

Pii amplitudé 40 mV byl vyssi pik oxidace safranalu oproti 20 mV, ale nasledna kalibrace méla

horsi linearitu. Zaroven se od hodnoty 40 mV prudce zvySuje proud pozadi. Ukazalo se, Ze

hodnota 20 mV je piednastavena jako vychozi parametr pro tuto metodu. Proto byly testovany

parametry pro obé hodnoty s naslednym dal$im rozhodnutim, ktera varianta bude v kone¢ném
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disledkt vice vyhovujici. Obrazky B a D znazornuji optimalizaci parametru frekvence: obrazek
B pro modula¢ni amplitudu 20 mV (vychozi parametr) a obrazek D pro modula¢ni amplitudu
40 mV (optimalni parametr pro velkou vysku piku). V ptipadé vychozi amplitudy byla jako
optimalni frekvence zvoleno 25 Hz, coz se shoduje s pfednastavenym parametrem pro tuto me-
todu. U modula¢ni amplitudy byla urcena vhodna frekvence 40 Hz, jelikoz poskytuje nejvyssi
proudy piku oproti pozadi. Obrazky C a E zobrazuji vliv potencialu kroku. Pro defaultni para-
metry je vyhodnocena hodnota 5 mV jako nejlepsi, coz se taktéz shoduje s pfednastavenymi

parametry. Pro optimalni parametry byla zvolena hodnota 10 mV.

aaaaa

“““““

Obrazek 55 Optimalizace parametrit SWV pro GCE elektrodu.: modulacni amplituda (4), frekvence (B) a potencial kroku
(C) pro amplitudu 20 mV a frekvence (D) a potencidl kroku pro amplitudu 40 mV (E).

3.15.2 Optimalizace pro borem dopovanou diamantovou elektrodu

Obrazek ¢. 56 zobrazuje grafy optimalizaci jednotlivych parametrt DPV u BDD elektrody.
Obrazek A zobrazuje optimalizaci modula¢ni amplitudy, pro kterou byla zvolena hodnota
75 mV pro nejvyssi proudy pikl v porovnani s pozadim. Od této hodnoty se uz vysky piki
zvySuji méng, ale pozadi nartsta stale. Obrazek B zobrazuje vliv modula¢niho ¢asu na proudy
piku a pozadi. Byla vyhodnocena hodnota 20 mV jako kompromis oproti vysce signalu a po-
zadi, protoze pro vyssi modulacni Casy je signal piili§ nizky. Jako posledni byl optimalizovan
&as intervalu, ktery miizeme vidét na obrazku C. Cim je tento interval del§i, tim hodnota signalu
klesa. Optimalni hodnota byla v tomto piipadé 75 ms, kdy je signal i nejintenzivnéjsi. Optima-

lizaci téchto parametrti se zvysil signal safranalu a zkréatil se Cas analyzy.
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Obrdzek 56 Optimalizace parametrii DPV pro BDD elektrodu: modulacni amplituda (A), modulacni éas (B) a Cas inter-
valu (C).

Obrazek ¢. 57 zobrazuje grafy optimalizaci parametra SWV pro BDD elektrodu. Obrazek A

zobrazuje optimalizaci modula¢ni amplitudy, kde byla vyhodnocena jako nejlepsi hodnota

60 mV, kdy je patrny velky narast vysky piku v porovnani s pomalu se zvySujicim pozadim.

Obrazek B piedstavuje optimalizaci frekvence. Byla zvolena hodnota 40 Hz, pii které je vysoky

proud piku a zaroven nizké pozadi. Na obrazku C je optimalizace potencialu kroku, kdy byla

A4

zvolena hodnota 9 mV pro vyssi proudy piku v porovnani s pozadim.

optimalizace amplitudy optimalizace frekvence optimalizace krokového potencialu
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Obrazek 57 Optimalizace parametric SWV pro BDD elektrodu: modulacni amplituda (A), frekvence (B) a potencial kroku
©.

3.16 Analytické parametry elektrochemického stanoveni safranalu

3.16.1 Vliv lesténi povrchu elektrody ze skelného uhliku na smérnici kalibrace

Obrazek ¢. 58 ukazuje kalibra¢ni zavislosti méfené pokazdé na nové vylesténém povrchu GCE
elektrody, aby se zjistilo, jak moc je kalibrace opakovatelna s novym povrchem. Kalibracni
grafy A a B byly méteny technikou diferen¢ni pulzni voltametrie za optimalnich podminek
(modula¢ni amplituda 75 mV, modula¢ni ¢as 20 ms a intervalovy ¢as 100 ms). Grafy C a D
byly méteny za pomoci techniky square wave voltametrie za optimalnich podminek (potencial
kroku 10 mV, amplituda 40 mV a frekvence 40 Hz). Grafy E a F byly méfeny za pomoci tech-

niky square wave voltametrie za defaultnich podminek (potencial kroku 5 mV, amplituda
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20 mV a frekvence 25 Hz). Méteni probihalo v prostiedi acetonitrilu s 0,1 M LiClO4 a s kon-

centracemi safranalu 1, 7,5, 13 a 20 pmol It. Grafy maji odli$né hodnoty smérnic, z toho vy-

plyva, Ze lesténi elektrody je nezanedbatelnym parametrem pro méfeni a je nutno na néj brat

ohled.
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Obrazek 58 Opakovatelnost kalibracnich zavislosti safranalu s novym povrchem GCE elektrody metodou DPV (4 a B),

SWV za vychozich parametrii (C a D) a SWV za optimalnich parametri (E a F).

3.16.2 Vliv nové borem dopované elektrody na smérnici kalibrace

Obrazek ¢. 59 ukazuje kalibra¢ni zavislosti méfené vzdy s novymi BDD elektrodami, aby se

zjistilo, jak moc je kalibrace safranalu opakovatelna pii pouZiti nového tisténého senzoru. Ka-

libra¢ni grafy A a B byly méfeny technikou diferencni pulzni voltametrie za optimalnich
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podminek (modula¢ni amplituda 75 mV, modula¢ni ¢as 20 ms a intervalovy ¢as 75 ms). Grafy
C a D byly méfeny za pomoci techniky square wave voltametrie za optimalnich podminek (po-
tencial kroku 9 mV, amplituda 60 mV a frekvence 40 Hz). Mé&ieni probihalo v prostiedi aceto-
nitrilu s 0,1 M LiClO4 a s koncentracemi safranalu 1, 7,5, 13 a 20 umol 1", Grafy maji znaény
rozptyl smérnic, z toho vyplyva, Ze pouziti novych senzori je nezanedbatelnym parametrem
pro méfeni a je nutno na n¢j brat ohled. Plochy pracovnich BDD elektrod jednotlivych senzort

se mohou trochu lisit, coZ ma vliv na vyslednou proudovou odezvu.
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Obrazek 59 Opakovatelnost kalibracnich zavislosti safranalu za pouziti novych BDD elektrod metodou DPV (grafy A a
B) a SWV (graf C a D).

3.16.3 Kalibra¢ni zavislosti nizkych koncentraci safranalu

Kalibraé¢ni zavislosti byly méfeny GCE a BDD elektrodami metodou diferen¢ni pulzni nebo
square wave voltametrie za optimalizovanych nebo vychozich parametra v prostfedi acetoni-
trilu a 0,1M LiCIO4. Na obrazku je viditelny voltamogram, kde modry sken znazoriiuje pozadi
a nasledné ervené skeny 0,5, 1, 2, 5, 7.5, 10, 13, 17 a 20 pmol I safranalu. Méfeni kazdé
koncentrace bylo pétkrat opakovano. Pro vétsi prehlednost je vzdy uveden jen jeden sken pro

kazdou koncentraci. Parametry LOD (limit detekce) a LOQ (limit kvantifikace) byly
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vypocitany vzorcem LOD = % alLoQ = %, kde s je smérodatna odchylka useku kalibrace a

k smérnice kalibrace, které byly zjistény programem Origin.
3.16.3.1 Kalibracni zavislosti nizkych koncentraci safranalu na elektrodé ze skelného uh-
liku

Obrazek ¢. 60 vyobrazuje voltamogramy a kalibra¢ni zavislosti méfené technikou DPV. Z vy-
Sek pikti byly uréeny parametry LOD = 1,24-10"" mol It a LOQ = 4,14-10"" mol I, Je patrna
dobra linearita, jelikoz se R? blizi 1. Citlivost detekce (smérnice Kalibrace) je vyssi nez u vétsiny
kalibraci nize. Z Kalibra¢ni zavislosti konstruované z ploch piku byly spocitany parametry
LOD =3,3-10" mol 't aLOQ = 1,1-10® mol IX. Linearita kalibrace je taktéz blizka 1 a citli-
vost je vysoka. Byla testovana statisticka vyznamnost tseku za pomoci t-testu programem Ad-
stat. Bylo zjisténo, ze usek je statisticky vyznamny, tudiz pro budouci analyzy nelze pouzit
metodu vicenasobného standardniho piidavku k vyhodnoceni vysledka.

1 ’ ! ’ 1 v 1 v 1 y I ’ 1
Kalibrace - proud piku Kalibrace - plocha piku

1.40€-06 v = 7.548E-02x - 6,700E-08 » 1.A0E-07 ¥ = 7.614E-03x - 1.074E-08
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Le 06 08 ' 12 ta ' 6 18
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Obrazek 60 Kalibracni DPV voltamogramy safranalu za optimdinich podminek na GCE elektrodé a prisiusné kalibrace
z vysek (vlevo) a ploch pikii (vpravo).
Na obrazku ¢. 61 jsou zobrazeny voltamogramy a kalibra¢ni zavislosti métené technikou SWV
za optimalnich podminek (obrazek A) a vychozich podminek (obrazek B). Vypocitané analy-
tické parametry z vysek piktt LOD = 6,28-10° mol I a LOQ =2,09-10~* mol I pro optimalni
podminky (graf M) a LOD =1,81-10"" mol I* a LOQ = 6,03-10"" mol I* pro vychozi podminky
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(graf O). Je tedy zfejmé, ze s vychozimi parametry ma SWV metoda nizs§i LOD a LOQ a je
schopna detekovat i koncentrace safranalu, které nejsou méfitelné u SWV s optimalnimi para-
metry. Zaroven ma Kalibrace s vychozimi parametry SWV lepsi linearitu, ale horsi citlivost
oproti kalibraci s optimalnimi parametry. Byly spocitany taktéz hodnoty LOD a LOQ z ka-
libraci ploch piki LOD = 1,43-10"° mol It a LOQ =4,96-10° mol I pro optimalni podminky
(graf N) a LOD = 3,46:10° mol I'Y a LOQ = 1,15-107° mol I"? pro vychozi podminky (graf P).
Nejnizsi hodnoty LOD a LOQ a nejlepsi linearitu kalibraci poskytovala metoda DPV. Nejvyssi
citlivost vykazovala metoda SWV za optimalnich parametri. Je testovana statisticka vyznam-
nost tseku za pomoci t-testu programem Adstat. Bylo zjisténo, Ze usek je statisticky vyznamny,
tudiz pro budouci analyzy nelze pouzit metodu vicenasobného standardniho ptidavku k vyhod-

noceni vysledk.
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Obrazek 61 Kalibracni SWV voltamogramy za optimdlnich podminek (vpravo) a za vychozich podminek (vlevo) na GCE

elektrode a prislusné kalibrace z vysek (vpravo) a ploch pikii (vlevo).
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3.16.3.2 Kalibrac¢ni zavislosti nizkych koncentraci safranalu na borem dopované diaman-
tové elektrodé
Obrazek ¢. 62 zobrazuje voltamogramy méfené technikou diferen¢ni pulzni voltametrie a ka-
libraéni zavislosti, kde byly z vysek pika uréeny parametry LOD = 2,59-10~ mol I a
LOQ =8,64-10"" mol I, Je zde patrnd dobr4 linearita, jelikoz se R? blizi 1. Citlivost je horsi
nez u vétsiny kalibraci. Z kalibrace z ploch piki byly vypo¢itany LOD = 5,39-107" mol I a
LOQ =1,80-10"° mol I, Linearita kalibrace i citlivost jsou v porovnani s GCE také horsi. Byla
testovana statistickd vyznamnost useku za pomoci t-testu programem Adstat. Bylo zjisténo, ze
usek je statisticky vyznamny, tudiz pro budouci analyzy nelze pouzit metodu vicendsobného

standardniho pfidavku k vyhodnoceni vysledkii.
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Obrdzek 62 Kalibracni DPV voltamogramy safranalu za optimdlnich podminek na BDD elektrodé a prislusné kalibrace
z vySek (nahore) a ploch pikii (dole).
Obrazek ¢. 63 zobrazuje voltamogramy meétené technikou square wave voltametrie za optimal-
nich podminek (A) a defaultnich podminek (B) a kalibra¢ni zavislosti. Vypocitané parametry
LOD = 7,91-107 mol It a LOQ = 2,64:10° mol I pro optimélni podminky (graf M) a
LOD =1,25-10" mol I a LOQ = 4,18:107" mol It pro defaultni podminky (graf O). Je tedy

zfejmé, Ze s defaultnimi parametry ma metoda niz§i LOD a LOQ a je schopna detekovat 1
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koncentrace, které nejsou detekovatelné s optimalnimi parametry. Zaroven ma kalibrace s de-
faultnimi parametry lep$i linearitu ale horsi citlivost. Byly taktéz spocitany tytéz parametry za
pomoci ploch piku. LOD = 1,49-10* mol It a LOQ = 4,98-10" mol I! pro optimalni parametry
(graf N) aLOD = 3,40-10®% mol I a LOQ = 1,14-10"° mol I pro defaultni podminky (graf P).
Lepsi schopnost detekce a kvantifikace ma kalibrace métena za defaultnich podminek, zaroven
ma lepsi linearitu, ale horsi citlivost. Nejlepsi schopnost detekce byla zjiSténa pomoci DPV,
linearitu ma nejlepsi metoda SWV za optimalnich parametri a citlivost metoda SWV za opti-
malnich parametrd. Byla testovana statisticka vyznamnost usekt za pomoci t-testu programem
Adstat. Bylo zjisténo, ze Gseky jsou statisticky vyznamny, tudiz pro budouci analyzy nelze po-

uzit metodu vicenasobného standardniho ptidavku k vyhodnoceni vysledki.
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Obrazek 63 Kalibracni SWV voltamogramy za optimdlnich podminek (obrdazek A) a za vychozich podminek (obrdzek B)

na BDD elektrode a prislusné kalibrace z vysek (vievo) a ploch pikii (vpravo).

3.16.4 Vytéznost stanoveni safranalu

Pro urceni vytéZnosti stanoveni safranalu byly nejprve zjistény rychlé kalibra¢ni zavislosti mé-
fené DPV (optimalni parametry) a SWV (defaultni a optimalni parametry) na GCE a BDD
elektrode. Po kazdé kalibracni zavislosti byly nasledné méteny modelové vzorky safranalu o
koncentraci 5, 20 a 50 pmol 1" v prostfedi acetonitrilu a 0,1M LiClO4 a kazdé méfeni bylo

pétkrat opakovano. Nasledn¢ byly vysledky zprimérovany a byla vypoétena vytéznost stano-

vypoctena koncentrace safralanu

veni safralanu podle vzorce 100 [%]. Vysledky jsou uvedeny

skutetna koncentrace safralanu
v tabulkéch ¢. 3 a 4. Z nich je patrné, ze stanoveni pomoci GCE elektrody méla lepsi vytéznost,
nez tomu bylo u méteni BDD elektrodou. Nejvyssi vytéZznost méla u GCE i BDD elektrod me-

toda SWV s optimalnimi parametry.
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Tabulka 3 Vyteznost modelovych vzorki safranalu mérenych s GCE elektrodou.

GCE DPV optimalni SWV vychozi SWYV optimalni
Koncentrace Pramér R [%] Pramér R [%] Pramér R [%]
[umol 1] [umol 1] [umol 1] [umol 1]

4,98 4,63 93,03 4,50 90,48 4,78 96,14
19,61 18,88 96,29 18,88 96,26 19,10 97,42
47,62 44,59 93,64 44,90 94,30 46,50 97,65

Tabulka 4 Vytéznost modelovych vzorki safranalu mérenych s BDD elektrodou.

BDD DPV optimalni SWV vychozi SWV optimalni
Koncentrace Pramér R [%] Pramér R [%] Pramér R [%]
[umol 17] [umol 17] [umol 17] [umol 17]

4,98 4,64 92,88 5,88 117,71 4,23 84,59
19,61 24,87 124,60 23,38 117,12 19,88 99,60
47,62 60,97 122,55 53,62 107,78 45,76 91,98

3.17 Analyza realnych vzorki

Realny vzorek kofeni byl pfipraven navazenim 200 mg suseného Safranu, rozemletim v tieci
misce a nasledné extrahovanim 30 minut do 50 ml acetonitrilu. Po extrakci byl vzorek filtrovan,
aby se oddélil od tuhé faze (obrazek ¢. 64) a zméfen metodami DPV a SWV na GCE a BDD
elektrodach. Byl analyzovan marocky a Spanélsky vzorek (obrazek ¢. 65). Marocky vzorek po-
chazel z trznice v Ouarzazate a byl zakoupeny pted 10 lety. Vzhledem k metabolizaci safranalu
by se tedy v tomto vzorku nemél nachazet zadny safranl nebo pouze zanedbatelné mnozstvi.

Druhy vzorek (obrazek €. 65 vpravo) byl zakoupen na trznici v Barceloné pfed necelym rokem.

U tohoto vzorku je predpoklad nalezu safranalu.
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Obrdzek 65 Analyzované vzorky Safrdanu. Marocky Safidn (Vpravo), Safi-dan ze Spanélska (vpravo).

Na obrazku ¢. 66 jsou uvedeny voltamogramy namétené s GCE, kdy byla provedena analyza
extraktu Spanélského Safranu (sken extraktu je znazornén modrou barvou) a nasledné ptidavky
standardu safralanu o koncentraci 10, 20 a 30 umol 1" barvou ¢ervenou (&im tmavsi, tim vy$si
koncentrace). Vlevo je voltamogram zmé&fen metodou DPV, vpravo pak metodou SWV. Kon-
centrace safranalu ve vzorku byla vypocitana za pomoci kalibra¢nich zavislosti uvedenych vyse
(viz kapitola 3.7.3.1 a 3.7.3.2). Vzhledem ke statisticky vyznamnému useku kalibraci nelze pro
vyhodnoceni vyuzit metodu vicendsobného standardniho pfidavku. Ptidavky slouzili pouze ke
kvalitativni analyze safranalu k potvrzeni jeho pfitomnosti ve vzorku. Vypoétené vysledky jsou

prehledné uvedeny v tabulce €. 5.
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Obrdzek 66 DPV (vlevo) a SWV (vpravo) voltamogramy extraktu z redlného vzorku Spanélského Safranu (modré kiivky) s

Tabulka 5 Vypoctené koncentrace safranalu z redlného vzorku Spanélského Safranu méreného GCE elektrodou.

08 1 12
Potential applied (V;

WE(1) 6 Current

08 1 12
Potential applied (v

pridavky standardu safranalu (Cervené kiivky) mérené na GCE.

Cislo analyzy DPV [umol 1] SWV [umol 17]

vyska plocha vyska plocha
1 24,9 22,6 35,39 31,2
2 21,7 25,6 31,58 28,3

Na obrazku ¢. 67 je viditelny voltamogram, kde je provedena analyza extraktu z realného $pa-
nélského vzorku, kde sken extraktu je znazornén modrou barvou a nasledné ptidavky safralanu
o koncentraci 10, 20 a 30 pmol I barvou &ervenou (¢im tmavsi, tim vy$§i koncentrace). Za
pomoci BDD elektrody. Vlevo je voltamogram zméfen metodou BDD, vpravo metodou SWV.
Nemuzeme pouzit vyhodnoceni standardniho ptidavku, jelikoz bylo zjisténo, Ze je isek statis-
ticky vyznamny. Usek kalibraéni kiivky neni roven 0. Piidavky slouZili pouze ke kvalitativni
analyze safranalu. Koncentrace safranalu ve vzorku je vypocitana za pomoci kalibra¢nich za-

vislosti uvedenych vyse (viz kapitola 3.7.3.1 a 3.7.3.2). Vypoctené vysledky jsou piehledné

uvedeny v tabulce €. 6.
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Obrazek 67 DPV (vlevo) a SWV (vpravo) voltamogramy extraktu z redalného vzorku spanélského safranu (modré kiivky) s

pridavky standardu safranalu (Cervené kiivky) mérené na BDD.

Tabulka 6 Vypoctené koncentrace safranalu z redlného vzorku Spanélského Safidanu méreného BDD elektrodou.

Cislo analyzy DPV [umol 1] SWV [umol 17]

vyska plocha vyska plocha
1 14,3 13,3 13,5 11,6
2 13,5 12,6 12,1 10,5

Ve vzorku marockého Safranu nebyly vypocitany koncentrace safranalu, jelikoz nebyl ve
vzorku detekovan. Na obrazku ¢. 68 jsou modrou kiivkou znazornény voltamogramy extraktu
marockého $afranu a ¢ervené piidavky safranalu o koncentraci 10, 20 a 30 umol I (¢im kon-
centrovangj$i roztok, tim tmavsi barva). Obrazky 68 A a B zobrazuji voltamogramy métené

s GCE elektrodou, C a D jsou zaznamenany pomoci BDD elektrody. Obrazky A a C piedstavuji

DPV voltamogramy a obrazky B a D pak SWV voltamogramy.
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Obrdzek 68 DPV (vlevo) a SWV (vpravo) voltamogramy extraktu z redlného vzorku marockého Safrdnu (modré kiivky) s
pridavky standardu safranalu (Cervené kiivky) mérené na GCE (A a B) aBDD (C a D).

98



ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerse, shrnujici poznatky ohledné Safranu. Nejprve byla pozornost
vénovana taxonomii a popisu samotné rostliny. Teoretickd ¢ast se dale zabyvala jeho vyuzitim,
vhodnymi podminkami pro péstovani a zpracovanim. Nasledujici kapitoly byly vénovany po-
pisu chemického slozeni Safranu s detailnim zaméfenim na krocin, pikrocin a safranal. V zavéru
teoretické Casti byly shrnuty techniky vyuzivané pro ovéteni a kontrolu kvality Safranu.
Experimentalni ¢ast se podrobné zabyvala elektrochemickym stanovenim hlavnich slozek
Safranu, konkrétné krocinu a safranalu. S vyuzitim elektrochemickych technik, zahrnujici cyk-
lickou, diferencni pulzni a square wave voltametrii, bylo zjisténi elektrochemické chovani
téchto dvou latek ve vodném a organickém prostiedi. Vysledky téchto experimentl poskytly
vyznamné informace, diky kterym bylo urc¢eno vhodné prostiedi pro stanoveni safranalu.
Nasledné se prace zabyvala optimalizaci metod, které mély za cil najit nejlepsi podminky pro
elektrochemické stanoveni safranalu za vyuZiti GCE a BDD elektrod. V dal§im kroku byly tyto
poznatky aplikovany pro zjisténi kalibra¢nich zavislosti. Byl prokazan vliv nového povrchu
pouzitych elektrod na smérnice stanoveni a byly uréeny meze detekce a kvantifikace pro stano-
veni safranalu. S ohledem na tyto poznatky byl proveden test vytéznosti stanoveni safranalu a
pokus o jeho stanoveni v realnych vzorcich.

ale také pfindsi uzite¢né informace pro dalsi vyzkum v oblasti analyzy Safranu. Tyto poznatky
maji potencial byt vyuzity ke kvalitativnimu 1 kvantitativnimu stanoveni safranalu a krocinu v
realnych vzorcich. Navic miZe vyzkum vést k dalSimu zdokonaleni metod pro kontrolu kvality

Safranu, coZ by mohlo pfinést vyznamné benefity pro primyslové a spotiebitelské sektory.
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