UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

ELEKTROCHEMICKE STANOVENI BERBERINU
NA ELEKTRODACH UHLIKOVEHO TYPU

Bc. Petra Warzechova

Diplomova prace

2018



UNIVERSITY OF PARDUBICE

FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

DEPARTMENT OF ANALYTICAL CHEMISTRY

THE ELECTROCHEMICAL DETERMINATION
OF BERBERINE AT CARBON BASED ELECTRODES

Bc. Petra Warzechova

Thesis
2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2017/2018

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

0 a piijmeni: Be. Petra Warzechova
C16552

N1407 Chemie
Analytickd chemie

Elektrochemické stanoveni berberinu na elektrodach
uhlikového typu

dédvajici katedra: Katedra analytické chemie

Zasady pro vypracovani:

amte se s principy voltametrické analyzy a provedte literarni resersi tykajici se
o alkaloidii a moznosti jejich stanoveni s diirazem na elektroanalytické metody.

perimentdlni ¢asti provedte, pomoci square-wave a diferenéné pulzni voltametrie,
aci stanoveni berberinu s vyuzitim vybrané elektrody uhlikového typu.

ené metody nasledné otestujte na modelovych a realnych vzorcich.







ProhlaSuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatn¢€. Veskeré literarni prameny a informace, které

jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona €. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita
Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila
podle § 60 odst. 1 autorského zékona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou
nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice

opravnéna ode mne pozadovat piiméfeny piispévek na uhradu néklada, které na

vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Souhlasim s prezen¢nim zpfistupnénim své prace v Univerzitni knihovné Pardubice.

V Pardubicich dne 3. 5. 2018

Bc. Petra Warzechova



Podékovani:

Rada bych touto cestou podékovala vedoucimu diplomové prace Ing. Tomasi
Mikyskovi, Ph.D. za odborné vedeni, trpélivost, vstficnost a pfipominky v prib&hu celé
prace. Dale bych chtéla také pod€kovat konzultantovi Ing. Milanovi Sysovi, Ph.D. za

cenné rady.

V neposledni fad€ bych rada pode€kovala své roding a pfiteli za podporu po celou

dobu mého vysokoskolského studia.



Anotace

Predlozena diplomova prace se zabyva elektrochemickym stanovenim alkaloidu
berberin, ktery se bézné vyskytuje v piirodé. Teoreticka Cast je zaméfena na alkaloidy
z hlediska jejich historie, rozdéleni, vyskytu a vlastnosti. Déle pak prace pojednava o
konkrétnich vlastnostech berberinu, jeho stanoveni z hlediska elektrochemie a dalsich
metod. V ¢asti vysledky a diskuze jsou detailn¢ popsany experimenty, které vedou
k vybéru nejvhodnéjsich podminek pro méteni. Tato Cast také zahrnuje ovéfeni metody

pomoci modelového vzorku a vzorki realnych.
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Annotation

This diploma thesis is about electrochemical determination of alkaloid
berberin, which naturally occurs in nature. The theoretical part is focused on alkaloids
in terms of their history, distribution, occurrence and properties. Also the thesis deals
with the specific properties of berberine and its determination from the point of the view
of electrochemistry and other methods. In the section of results and discussion, the
experiments are described in a detail which lead to the selection of the most suitable
measurement conditions. It also includes verifying the method using model and real

samples in the section.
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1. UVOD

Jednim ztémat, kterému se dlouhodobé vénuje elektroanalytickd skupina
katedry analytické chemie Univerzity Pardubice je vyzkum v oblasti uhlikovych
pastovych elektrod (CPE). V pocatcich byl tento vyzkum zaméfen na vyvoj, testovani
a modifikace CPE v oblasti elektrochemickych méfeni, napiiklad pfi stanoveni
anorganickych iontl, ¢i organickych latek. Sou¢asnym trendem je pfiprava a testovani
téchto elektrod s vyuzitim modernich uhlikovych materidlti jako jsou napt. uhlikové

nanotrubicky nebo grafen, a z pojiv pak napft. iontové kapaliny.

Pomérné¢ neddvno bylo otevieno dals$i z mnoha témat feSenych v ramci
elektroanalytické skupiny, a to téma tykajici se voltametrickych stanoveni riiznych
alkaloidii jako napf. myristicin, kapsicin, piperin, synferin a v neposledni fadé
1 berberin, ktery je také predmétem této prace. S timto alkaloidem se mtizeme setkat ve
volné pfirod¢, jelikoz je soucéasti mnoha rostlin a jeho popularita v soucasnosti stoupa
v disledku jeho 1é€ivych tcinki.

I kdyz bylo elektrochemické chovani tohoto alkaloidu popsano jiz dfive
v odborné literatufe, nicméné v doposud provedenych experimentech nebyly testovany
uhlikové pastové elektrody. Jednim zcild této prace tedy bylo zkoumani
elektrochemického chovani berberinu na uhlikovych pastovych elektrodach

rizného typu.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Historie alkaloidu

S terminem ,alkaloid“ se poprvé setkavame roku 1819, kdy byl pouzit
némeckym chemikem C. F. W. Meiflnerem. Ten alkaloidy definoval jako zasadité latky,
jez jsou produkovany rostlinami a obsahuji minimaln¢ jeden atom dusiku, ktery je bud’
soucasti heterocyklického kruhu, ¢i soucasti alifatického fetézce [1]. Avsak zcela prvni
zminka o alkaloidech samotnych, pfedevs§im jejich c¢incich a uziti, sah4 az do druhého
tisicileti pred nasim letopoétem a to konkrétné do Mezopotamie a Ciny. Zde byly hojné
vyuzivany kmenovymi léciteli ¢i Samany jako soucést 1écebnych tkont. Alkaloidy byly
bohaté¢ vyuzivany k bojim mezi jednotlivymi kmeny, k lovu zvéfe, a to predevsim
alkaloid kurare ¢ili Sipovy jed. Ten pii prichodu do krevniho ob&hu podnitil ochabnuti

svalstva zvifete natolik, Ze doslo k zastavé dechu a nasledné smrti [2,3].

Nicméné upln€ prvni izolace alkaloidi zrostlin, byla provedena na pocatku
19. stoleti a zasluha patii némci F. Sertiirnerovi. Tento 1ékarnik se pokusil jako prvni
izolovat morfium z opia, konkrétné maku setého (Papaver somniferum) a nasledné
pouzit vySe uvedeny alkaloid pfi experimentech na psech, pozdé&ji i na sobé, za ucelem
pozorovani narkotickych a analgetickych vlastnosti této drogy. V disledku toho
povazujeme Sertiirnera za otce morfia, ktery jako prvni popsal zékladni zékonitosti

tohoto alkaloidu [3,4].

Alkaloidy jsou tedy pfirodni latky, které jsou z velké miry obsaZeny v krytosemennych
dvoudéloznych rostlinach, déale se objevuji i u zvifat, hmyzu, motskych organismi
a mikroorganismti. U rostlin jsou tyto dusikaté slouceniny pfevazné vyuzivany
k ochrané pted predatory a ke komunikaci rostliny s okolim [5]. Alkaloidy jsou i pro
sveé Sirokospektré plisobeni a vyskyt hojné vyuzivany jako soucést lidské potravy —

napf. ¢aje, kofeni, masti nebo oleje [6].
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2.2. Vlastnosti a vyuziti alkaloida

Alkaloidy jsou latky alkalického charakteru, coz znamend, Ze mohou vytvaret
spolu s kyselinami ve vodném prostfedi dobfe rozpustné soli danych kyselin.
Pouze n¢které alkaloidy se ochotné rozpousti ve vodném prostiedi, ostatni se naopak
ochotné rozpousti v alkoholu, etheru a chloroformu. Diky této skute¢nosti mizeme
alkaloidy oddg¢lit extrakci od dalSich navazanych latek organickymi rozpoustédly [7].
Jedna se o latky, které jsou z velké vétSiny v pevném stavu, ale mohou se vyskytovat
i jako kapaliny a to pfedevs§sim pii pokojovych teplotach, napt. nikotin. Ty jsou ale
oproti tuhému stavu charakteristické svym zapachem a vyznacuji se tim, Ze se mohou
destilovat. Vétsina alkaloidu se vyskytuje ve form¢ bezbarvych latek, avsak najdou se
i alkaloidy, které jsou typické svym zbarvenim. Zluté zbarveni je charakteristické pro
berberin, ¢ervené pro betanin a Zlutohnédé pro nikotin. Mezi dal$i charakteristické
znaky typické pro piirodni alkaloidy je schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla,

vyznacuji se tedy tim, Ze jsou opticky aktivni [8].

Valna vétSina alkaloidi ma biosynteticky ptvod z aminokyselin, napiiklad
fenylalaninu, lysinu nebo tryptofanu. Obsahuji tedy ve svych strukturach nejen dusik,
ale i atomy uhliku ¢i kysliku, vyjimecné siru a vodik [9]. Tyto latky bazického
charakteru mohou rovnéz vznikat jako meziprodukty biosyntézy purint, které jsou

soucasti nukleovych kyselin nebo steroidti ¢i amoniaku [7].

Alkaloidy maji Sirokospektré vyuziti, kdy se predevS§im vyuZivaji v mediciné
jakozto prostiedky k tlumeni bolesti — morfin, ke snizovani dusnosti — kodein,
ke snizeni krevniho tlaku — atropin, zvySeni srde¢niho rytmu — kofein, 1é€ba astmatu —
efedrin. Dale je muzeme nalézt jako soucast potravinovych doplikd povzbuzujicich
soustfedéni ¢i eliminaci tnavy [10]. Vyuziti alkaloidi jakoZzto terapeutika vede pfi
delsim uzivani k toleranci organismu vuc¢i témto jedim a télo se tak stane zavislym

na této latce [11].
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2.3. Klasifikace alkaloidu

Jak uz bylo uvedeno vySe, alkaloidy jsou pfirodni organické latky, kde
dalezitym aspektem k jejich klasifikaci je pfitomnost jednoho nebo vice zésaditych
dusikd, vazanych bud’ to v heterocyklech, nebo jako soucast alifatického fetézce.
Na zdkladé¢ umisténi dusiku muzeme alkaloidy rozde€lit do nékolika skupin,

viz nize [12].

Zakladnim a nejstarSim rozdé€lenim alkaloidi je na: pravé alkaloidy,
pseudoalkaloidy a protoalkaloidy. Dale se bézné klasifikuji na zakladé heterocyklu
ptitomného v molekule na: pyridinové, tropanové, chinolinové, indolové nebo purinové

alkaloidy (tabulka 2, obrazek 3) [13].
e  Pravé alkaloidy

Tyto alkaloidy jsou odvozené od aminokyselin, ve své struktufe maji zaclenény
atom dusiku a jsou to latky, které jsou vysoce reaktivni i v malém mnoZstvi.
Valna vétSina téchto dusikatych heterocyklickych latek ma hotkou chut' a vyskytuje
se ve formé¢ bilych krystalickych latek, av§ak kromé nikotinu, ten se pfirozené vyskytuje
jako Zlutohnéda kapalina. Do této skupiny zahrnujeme alkaloidy, které jsou odvozené
od aminokyselin ornithinu, histidinu, lysinu, tyrosinu a tryptofanu (obrazek 1). Mezi
pravé alkaloidy tedy patii naptiklad nikotin — soucast tabaku (obrazek 2), piperin - v
pepii, chinin v kufe chininovniku, kokain - z kokainovniku, morfin a kodein - z opia

[9,14]. Piehled vyskytu pravych alkaloidu a jejich zastupct tabulka 1.

') O
N
HoN OH ¢ / OH
NH, HN NH;

Ornithin Histidin
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HO

Obrazek 1: Piehled aminokyselin, od kterych jsou odvozeny alkaloidy [15].

NH-

Tyrosin

OH

HN

NH>

Tryptofan

OH

Tabulka 1: Ptehled vybranych pravych alkaloidu s piikladem jejich vyskyta [16,17].

Aminokyselina | Skupina alkaloidi | Vychozi slou¢enina Priklad Vyskyt
Pyrolidinové Pyrolidin Hygrin Listy koky
. Atropin Rulik zlomocny
Ornitin . .
Tropanové Tropin Kokain Koka prava
Meteloidin Durmanovec
Pyrolizidinové Pyrolizidin Retronecin Starcek
Piperdinové Piperdin Piperin Pepf Cerny
Lobelin Lobelka nadmuta
Lysin Chinolizidinové Chinolizidin Cytisin . )
. Stédienec odvisly
Laburnin
Indolizinové Indolizidin Kastanospermin | Australsky kastan
Fenylthylaminové Fenylthylamin Adrenalin Hormon
) Dopamin Hormon
Tyrosin ) o . i
Tetrahydoisochinoli- | Benzyltetrahydroiso- Kodein Mak sety
nové chinolin Morfin Opium
Tryptofan Indolové Tryptamin Psilocin Lysohlavka
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e Pseudoalkaloidy

Tyto bazické latky nemaji zakladni skelet, ktery by byl odvozen od konkrétni
aminokyseliny, avsak jejich spole¢nou vlastnosti je to, ze mohou vznikat z intermediata
pfi biosyntéze nekterych kyselin, steroida ¢i plisobenim aminti. Do této skupiny fadime
steroidni a trepenické alkaloidy, napiiklad kofein (obrazek 2), kapsicin nebo
theobromin [14,18].

e Protoalkaloidy

Jedna se o slouceniny, ve kterych atom dusiku neni soucésti heterocyklické
vazby, nybrZ je navazan v postrannim fetézci. Tyto bazické latky jsou znamy svou
jednoduchou strukturou, pticemz vychozi latkou k jejich syntéze jsou aminokyseliny
tyrosin a tryptofan. Mezi protoalkaloidy fadime naptiklad efedrin (obrazek 2), meskalin,
stachydrin a berberin [14].

0
- 3 \.N N
\\ it N 2\ | />
o) ril N
CHs

Nikotin — pravé alkaloidy Kofein — pseudoalkaloidy

Efedrin — protoalkaloidy

Obrazek 2: Prehled strukturnich vzorci vybranych alkaloida [19].
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Tabulka 2: Rozdéleni alkaloidt dle pfitomnosti heterocyklu:

Mr ,
Alkaloidy  Zastupce Vyskyt Ucinek
[ g/mol ]
Tropanové Kokain Koka 303,35 Lokalni anestetikum
Toxicky — béhem
o o spalovani se méni na
Pyridinové Nikotin Tabak 162,23 o
kyselinu nikotinovou —
jiZz neni toxicka
o . _ Snizuje krevni tlak
Piperidinové  Piperdin Pept 85,15
a rychlost dychani
Funguje jako
o Chininovnik antimalarikum, snizuje
Cholinové Chinin 324,42
1¢kaisky horecku, obsazen
v toniku
Piisobi proti chorobam
Isocholinové  Berberin Dristal 336,36 srdce a prijmovym
onemocnénim
] 334,41 Kiece hladkého svalstva,
Indolové Strychnin Kul¢iba )
jed na hlodavce
Povzbuzuje centralni
) Kavovnik
Purinové Kofein 194,19 Nervovou soustavu,
arabsky
mocopudny
o Klicky _
Steroidni Solanidin 175,63 Neurotoxin
brambor
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EN&/D\K@ N
O H

Kokain Piperidin

Strychnin

I O
\\ "’f/,
N+
=
?
CH
° TCH,
Berberin Solanidin

Obrazek 3: Piehled vybranych strukturnich vzorct heterocyklickych alkaloidi [20].
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3. BERBERIN

Berberin je alkaloid, ktery ma fadu 1é¢ivych ucinkt, avsak pouze v davkach do
2 g/kg coz odpovida asi 20-30 bobulovitym plodim, pii vyssich davkach mize dochazet
ke kfeCovitym bolestem v oblasti biicha a prijmam. Uplné prvni zaznamy o vyuziti
a vyskytu tohoto 16¢iva sahaji az do roku 3000 pi.n.l. do Ciny [21]. Cistou formu této
latky miUZeme najit ve spousté rostlin a to pfedev§im u bylin Celedi dfistalovitych,
odkud pochazi samotny nazev rostliny zvané Diistal obecny, tj. latinsky
Berberis vulgaris (obrazek 4). Nejvyssi obsah berberinu u této rostliny se vyskytuje
Vv kofeni, ktery se sbird na podzim. Kofen rostliny obsahuje okolo 1% berberinu, dale
obsahuje dalsi alkaloidy jako je kolumbamin, palmatin & jatrionihizin. Cervenym
plodim Diistalu obecného se fika tzv. diistalky. Lé¢ivé Gcinky Berberis vulgaris jsou
vyuzivany k 16¢b¢ Zlu¢niku, jater, revmatismu, ale také i ke snizeni horecky [22].

Dale ho mizeme nalézt v rostling, ktera se nazyva Vodilka kanadska (Hydrastis
canadensis). | zde se berberin vyskytuje v nejvétsim mnozstvi v kofeni a jeho obsah je
mezi 1 az 6%. Hlavnim alkaloidem této rostliny je hydrastin, ktery v kombinaci
s berberinem puisobi pozitivné pii zanétech sliznice urogenitalniho traktu [22].

Berberin také mizeme najit v Opuncii (Opuntia) (obrazek 4), coz je rostlina,
ktera spada do celedi kaktusovitych, a v hojné mife se zni vyrabi olej s vysokym
obsahem berberinu [23].

DalSim piikladem vyskytu tohoto aminu je napiiklad v Mahonii cesminolisté

(Mahonia aquifolium) nebo Vlastoviéniku vétsim (Chelidonium majus), které byly

pouzity ke stanoveni berberinu Vv experimentalni ¢asti, obrazek 4 [24].
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Obrazek 4:  Nahoie vlevo — Berberis vulgaris, nahote vpravo — Opuncie,
dole vlevo — Mahénie cesminolista, dole vpravo — Vlastovi¢nik vétsi [25,26,27].

3.1. Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti berberinu

Tento amin, jehoz systematicky nazev je 2,3-methylendioxy-9,10-dimethoxy-
protoberberine (obrazek 5) a stechiometricky vzorec CaoHigNO4" se vyskytuje jako
zluta krystalicka latka [28]. Molarni hmotnost tohoto alkaloidu je 336,37 g/mol s bodem
tani 145°C. Ochotné se rozpousti v 96% ethanolu, méné ve vodé€. V ptirod¢ se nejcastéji
vyskytuje ve formé soli a jedna se 0 sttedné toxicky alkaloid. [29]. Absorpéni maximum
dosahuje hodnot 230, 258, 344 a 420 nm, obrazek 6. Vynika svou stabilitou pfi rizném
pH a teploté, kdy nedochazi k vyraznému ovlivnéni absorpéniho spektra [30].
V berberinovém iontu je kladny naboj sdilen dusikem a dvéma sousednimi atomy

uhliku [31].

H,CO
OCH3

Obrazek 5: Strukturni vzorec berberinu [32].
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Obrazek 6: UV-VIS spektrum berberinu [33].

3.2. Biologické vlastnosti berberinu

Berberin je jedovaté latka, jako fada dalSich alkaloidi, pozorovana letalni davka
u mysi byla 329 mg/kg pti peroralnim uZiti, podkozné& okolo 18 mg/kg. CoZ znamena,
Ze pti poziti vys§itho mnozstvi tohoto alkaloidu dochézi k utlumeni dychaci a nervové

¢innosti, které zpasobuji ochrnuti az smrt [34].

Avsak byly prokazany i pozitivni u¢inky, kdy tento bazicky alkaloid umoznuje
eliminaci ristu nadorovych bun€k u zen sonemocnénim rakoviny prsu, u muzi
s onemocnénim prostaty ¢i pomaha pii leukémii. Ma kladné G¢inky i na metabolismus
cholesterolu, napomahd udrzovat spravnou hladinu cukru v krvi a povazuje se za jeden
z nejsilngjSich prirodnich antibiotik [35,36]. Berberin se hiife vstfebava, pii¢inou
je nizka absorpce stfevni stény a po podani peroralni cestou je vice neZ polovina tohoto
alkaloidu vyloucena stolici, proto by mél byt uzivan v menSich davkach, ale castéji.
Také bylo védecky ovéfeno, ze 1,5 g berberinu podavaného tiikrat po 500 mg ma stejné

ucinky jako 1éky, které jsou bézné piedepisovany na diabetes typu I1 [29].

Berberin se také vyskytuje v ptirodni kosmetice, kde zabranuje Sifeni bakterii, které
zpusobuji akné, a napomaha k pfirozenému vzhledu pokozky. Plsobi antimykoticky
a zklidiiuje podrazdéni pokozky, které vznika vlivem napt. ekzémi. Obecné napomaha

k obnové nejsvrchngjsi vrstvy kiize tzv. epidermis [37].
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3.3. Biosyntéza berberinu

Pii biosyntéze berberinu (obrazek 7) nejprve dochazi k oxidaci AMK tyrosinu
pomoci enzymu tyrosinhydroxylazy a ke vzniku AMK dihydroxyfenylalaninu, tyto
aminokyseliny jsou pfeménény na tyramin a dopamin. Dale dochazi k reakci dopaminu
S 4-hydroxyfenylacetaldehydem za soucasné dehydratace a vzniku norkoklaurinu.
Norkoklaurin ~ je  vyznamny prekurzor potiebny ksyntéze valné vétSiny
benzylisochinolinovych alkaloidt [38]. Ten dale reaguje obdobnym mechanismem
Mannichovy reakce, kdy dojde kadici nukleofilu zkarbonylové slouceniny
na iminiovou sul [39]. Po oxidaci a methylaci pomoci S-adenosylmethioninu (SAM)
vznikne retikulin. Tento alkaloid, se fadi mezi benzylisochinolinovy typ, izoluje
se zrostliny zvané Lahevnik sitovany (Annona reticulata), avsak lze ho izolovat
I z Maku setého (Papaver somniferum), jakozto vedlejsi latku, coz znamena, Ze nékteré
latky mohou byt jako hlavni latka v jednom alkaloidu zatimco v jiném se mohou
vyskytovat jako pfechodny metabolit [22]. Oxidaci tercialniho aminu retikulinu vznikne
iminovy ion, kde je v disledku Mannichovy reakce orto poloha nukleofilni, elektrony
jsou tlaceny za nasledného vzniku produktu ¢. 6. Tento produkt je dale podroben keto-
enolové tautomerizaci a methylaci SAM za vzniku tetrahydrokolumbaminu. Vznikly
alkaloid je oxidovan za vzniku kanadinu, ten je znovu podroben oxidaci a pfechdzi na

alkaloid berberin [40,41].

3.4. Strukturné podobné alkaloidy

Berberin zafazujeme mezi alkaloidy s isochinolinovou strukturou, konkrétné
se jedna o protoberberinovy typ alkaloidu. S timto protoberberinovym typem alkaloidi
se muzeme setkat v mnoha rostlinach, jako je napt. Ruzkatec (Ceratophyllum),
Zlutucha orlickolista (Thalictrum Aquilegiifolium), ¢i vyse zminény Dfistal obecny
(Berberis vulgaris). Z chemického hlediska mizeme tyto alkaloidy nalézt pouze ve
dvou formach a to, tetrahydroprotoberberinové forma ¢i forma kvartértnich amoniovych

soli (obrazek 8) [42].

23



Obrazek 8: Vlevo — kvartérni forma, vpravo - tetrahydroforma [42].

Mezi alkaloidy, které maji strutkturu podobnou berberinu mizeme tedy zatadit

*21 3 molekulova

napt. Koptisin (obrazek 9), jeho sumarni vzorec je [Ci9H14NOy]
hmotnost 320,32 g/mol se vyskytuje v rostliné znamé pod nazvem Koptis ¢insky
(Coptis chinensis) a slouzi ke snizeni bolesti srdce, krvaceni znosu nebo pfi
popaleninach [43]. Dale je tato struktura znama svym vyskytem v alkaloidu, ktery nese
nazev skoulerin (obrazek 9). Sumarni vzorec toho alkaloidu je C19H21NOy4 a vyskytuje
se predevsim v rostling, ktera se nazyva Rohatec riuzkaty (Glaucium corniculatum),
molekulova hmotnost 327,37 g/mol a vyznaCuje se svymi sedativnimi GCinky [44].
Dal$im zastupcem této skupiny je sinaktin (obrazek 9), ktery mizeme nalézt v Maku
vi¢im (Papaver rhoeas), jeho sumarni vzorec CyHi;gNOj, molekulova hmotnost
339,391 g/mol, a je vyznamny svymi antibakterialnimi ucinky [44].
o H,CO O
< ‘ N HO N
| S

0]

Obrazek 9: Vlevo — koptisin, vpravo — skoulerin, uprostied — sinaktin [44].
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3.5. Moznosti extrakce berberinu

Pro extrakci vSech alkaloidt je dilezity zisk vzorkt ve formé semen, listl
nebo kotfene rostliny, vnémz se piislusny alkaloid vyskytuje. Dalsim krokem
je vyluhovani ziskaného materidlu v alkoholovém roztoku a nésledna alkalizace
uhli¢itanem sodnym nebo amoniakem. Takto ziskany bazicky roztok se extrahuje
organickym rozpoustédlem, zpravidla chloroformem ¢i ethyl-acetitem. Roztok
obsahujici alkaloidy se vysusi siranem sodnym, zfiltruje se a destiluje se za snizeného
tlaku, ¢imz se ziska alkaloidni zbytek [46].

Moricz a kolektiv provedli extrakci berberinu z VlaStovi¢niku vétsiho
(Chelidonium majus). 0,25 g vzorku ve formé prasku (dfive namleté kofeny a listy),
bylo vyluhovano v 50 ml 15% kyseliny octové po dobu 20 minut. Takto pfipraveny
roztok byl umistén do ultrazvukové lazné. Dale se provedla filtrace a vznikly filtrat byl
extrahovan 50 ml dichlormethanu. Vznikla organickd faze byla vysuSena bezvodym
Na,;SOy4, odpafeni nadbyteéného CH,Cl, bylo provedeno pomoci rotacni vakuové
odparky a takto ziskany material byl dale rozpustén v 1,5 ml methanolu. Ziskana
koncentrace berberinu z celého kotene byla kolem 3 mg/lml, zprasku okolo
1,6 mg/iml [47].

Dalsi izolaci berberinu provedl Jong Lee zrostliny, ktera se nazyva
Dymnivka (Corydalis cava). K extrakci byly pouzity 3 kg této vysuSené rostliny.
Ziskany material byl luhovan po dobu 12 hodin v 80% methanolu za pokojové teploty.
Vznikly extrakt byl nésledné prefiltrovan ptes filtracni papir, odpafen ve vakuu,
pti¢emz byl ziskan tmavé hnédy methanolicky extrakt. Takto vznikly roztok byl smisen
s roztokem 30% HCI a octanem ethylnatym o koneéném pH 2,5. Dale byl podroben
chromatografii, obsah berebrinu byl stanoven na 82 + 0,3 pg/ ml [48].

Izolace berberinu z Mahoénie cesminolist¢é (Mahonia aquifolium) a Koptisti
¢inské (Coptis chinensis) metodou vysokotlaké extrakce rozpoustédlem (PSE).
K identifikaci berberinu v rostlinach byla pouzita kapilarni zonova elektroforéza s UV
detekci v oblasti 245 nm. Pro CZE byl pouzit jako pufr octan amonny o pH 3,1.
Jako extrak¢ni €inidlo byl pouzit methanol a teplota byla nastavena na hodnotu 120°C.
Pti srovnani Soxhletovy extrakce a PSE bylo zjiSténo, ze pii vysokotlaké extrakci

rozpoustédlem dochézi k zisku vétsiho mnozstvi berberinu z diivodu lepsi rozpustnosti
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analytu. Protoze vyssi teplota ochotné naruSuje vazby v matrici. Vysledna
reprodukovatelnost dosahovala hodnoty 2,4 — 10,7% (n = 5) [49].

Mikroextrakce berberinu, koptisinu a palmatinu z Koptisti  ¢inské
(Coptis chinensis). Zasobni roztoky jednotlivych standarda byly pfipraveny
rozpu$ténim v methanolu o koncentraci 2 mg/ml. Realny vzorek — kofeny
Koptisti ¢inské byly ponotfeny na 24 hodin v roztoku 100 ml methanolu a 1 ml kyseliny
chlorovodikové. Ziskana smés se umistila do ultrazvuku po dobu 50 minut, vznikly
supernatant byl umistén do lednice a pouzit k chromatografické analyze. Ziskané
mnozstvi 3 pg/ml [50].

Dalsi extrakce byla provedena z rostliny zvané Bauhinie (Bauhinia) jez byla
nasbirana v pohoii Iranu. Ziskané kofeny (2 kg) byly vysuseny na vzduchu, pomlety
elektrickym mlynkem a extrahovany methanolem za pouZziti Soxhletova extraktoru.
Vznikly perkolovany extrakt byl zfiltrovan a vakuové odpaten. K takto ziskanému
koncentrovanému extraktu o hmotnosti 85 g byla pfidana HCI a dichlormethan. Tyto tfi
faze se spojily do jedné organické. Do vodné ¢ésti, ktera byla zalkalizovana amoniakem
na konecné pH 9, se piidal dichlormethan, organicka vrstva byla odpaiena a vznikla
dalsi frakce. Opét doslo k upraveni vodné faze, avsak v tomto piipad¢ byla okyselena
kyselinou chlorovodikovou na pH 7 a po odpafeni vznikla posledni frakce, kterd méla
hmotnost 4 g. Tato slozka byla vyuzita k analyze pomoci NMR. Vysledné mnozstvi
ziskané touto extrakci bylo 180 mg [51,52].

Liu se svym tymem vyvinuli novou metodu ultratlakové extrakce (UPE). Tato
metoda se osvédCila kefektivni extrakci  berberinu  z kofentit Korkovniku
amurského (Phellodendron amurense). Izolace tohoto alkaloidu byla provedena po
dobu 4 min za tlaku 400 MPa pfi teplot¢ 40°C. Vzorek byl smichan se 40 ml
70% ethanolu, nasledné umistén do sterilniho polyethylenového vaku po dobu 24 hodin.
Pfi porovnani ostatnich extrakénich technik jako je refluxni technika, ultrazvuk c¢i
Soxhletova extrakce, bylo zjisténo, ze technika UPE oproti nim vykazuje vyssi vytézek
a zaroven se vyrazné snizuje doba extrakce, vysledky shrnuty v tabulce 3 [53].

K'izolaci berberinu v ultrazvuku (UE) byl pouzit 1g Korkovniku amurského
(Phellodendron amurense), ten byl ponofen ve 250 ml lahvicce, ktera obsahovala 40 ml
70% ethanolu. Po uplynuti 24 hodinové eluce byla lahvicka se vzorkem umisténa do
sonické 1azné¢ na 1 hodinu. Na zavér byly extrakty stanoveny dle postupu UPE,

vytéznost uvedena v tabulce 3 [53].
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Extrakce horkym rozpoustédlem (ultrahigh pressure extraction), 1 g vzorku
vysusené¢ho korkovniku byl umistén v tiihrdlé baiice, kterd obsahovala 40 ml 70%
extrakéniho ¢inidla, v tomto ptipadé opét ethanol. Latka byla extrahovana 24 hodin a po
vyluhovéni byl roztok v bance zahiat na teplotu varu. V tomto stavu byl eluat udrzovan
po dobu 4 hodin a po ukonéeni nasledovalo stanoveni extraktii metodou UPE, vytéznost
tabulka 3 [53].

Obdobné byla provedena i extrakce dle Soxhleta (SE), kdy byl opét pouzit 1 ¢
suSen¢ho vzorku stromu, nasledné se ptidalo 40 ml 70% roztoku ethanolu. Vzorek byl
opét namocen v ethanolu na 24 hodin a poté zahfivan na teplotu varu za pouziti
zpétného chladice. Vytéznost dosahovala hodnoty uvedené v tabulce 3, obrazek 10 [53].

Z ptiloZzenych vysledkd v tabulce 3. byla extrakce UPE jednoznacné nejlepsi
metoda Kk izolaci berberinu [53].
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Obrazek 10: Uginek rozpoustédel v UPE — extrakéni podminky 400 MPa, 30°C, pomér
kapaliny a pevné faze 40:1, 30 min [53].

Tabulka 3: Vytéznost ziskana riznymi druhy extrakce [53].

Druh extrakce Podminky extrakce Vytéznost [%]
UPE 300 MPa,40 °C, 4 min 1,93 + 0,06
UE 250 W, 30 °C, 60 min 1,49 + 0,03
HRE 80 °C, 4 hod 1,28 +£0,02
SE 90 °C, 6 hod 1,51 +0,03

28



3.6. Moznosti stanoveni berberinu

Ke stanoveni berberinu a dalSich osmi alkaloidd napft. koptisinu v Krvi, byla
pouzita vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Analyza berberinu byla provedena z krve potkanti, kterym byl podan
doplngk stravy zvany Banxia xiexin (BXD). Kazdému potkanovi bylo podano 20 g/kg
BXD, coz odpovida 11,56 mg/kg berberinu. Po 12 hodinach doslo k odbéru 250 ul krve
do ependorffovy zkumavky, ktera byla centrifugovana pii 6000 otackach po dobu
8 minut. Vznikla plazma se analyzovala metodou HPLC-MS/MS. Pouzita analyticka
kolona Intersil ODS-SP o rozmérech 2,1x100 mm a priméru 5 pum byla spojena
s ochrannou kolonou Agilent C18. Pouzitd mobilni faze, jejiz pritok byl 0,3 ml/min, se
skladala ze slozky A — 0,1% kyseliny mravenc¢i a ze slozky B- methanolu. K izolaci
berberinu byla vyuzita extrakce kapalina-kapalina methanolu v kombinaci
s ethylacetdtem. Ziskand koncentrace berberinu odpovidala hodnot¢ 1 ng/ml

Vv plazmé [54].

Analyza alkaloidu berberinu pomoci HPLC s detekci DAD (detektor s diodovym
polem) byla provedena na koloné¢ soznacenim Daisopak SP-120-5-ODS-BP
(5 pum, 4,6x250 mm) spole¢nosti Daisocompany. Mobilni faze pouzita pro separaci
analyti obsahovala acetonitril, vodu a kyselinu fosfore¢nou v poméru 0,7:100. Mez
stanoveni  berberinu metodou HPLC-DAD vkife Korkovniku amurského

(Phellodendron amurense) byla 6,6 mg/g [48].

Metoda chemiluminiscence ke stanoveni berberinu byla vybrdna na zakladé
toho, Ze oproti jinym luminscenénim metoddm ma vyssi citlivost, je jednodussi a ma
velmi nizké pozadi. Jako analyt byly pouzity komercné dostupné farmaceutické vzorky,
kde bylo deklarované mnoZstvi berberinu 200 mg, které, jak bylo zjiSténo pozdéji,

odpovidalo vytéznosti 99% [53].

Jana Skopalova (viz elektrochemické stanoveni berberinu) stanovili berberin
vysokoucinnou kapalinovou chromatorgrafii ve spojeni shmotnosti spektrometrii.
Po ukonceni elektrochemické elektrolyzy se 2 ul vzorku natedily ptidavkem 200 pl
mobilni faze — jednalo se o 1% kyselinu octovou rozpusténou v 10 % roztoku

methanolu a provedla se HPLC/MS analyza. Byla pouzita chromatograficka kolona
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o rozmérech 150x2,1 mm s primérem 5 um Eclipse XDB-CN. Mobilni faze-slozka
A byla slozena z 1% kyseliny octové rozpusténé v 10 % vodném roztoku methanolu,
slozka B Cisty methanol. Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min a nastavena teplota
autosampleru 10°C. K ionizaci byla pouzita ionizace elektrosprejem. Ziskan vytézek o

koncentraci 8 mg/g [55].

Elektrochemické stanoveni berberinu

Jana Skopalovd, z Olomoucké univerzity, spolu se svym tymem ovéiovali
moznost elektrochemické oxidace isochinolinového alkaloidu, berberinu. Méfeni bylo
provadéno pomoci cyklické a diferenéné pulzni voltametrie za pouziti elektrody ze
skelného uhliku, ktera poslouzila jako pracovni elektroda. Vzorek, v némz byl
stanovovan berberin byl zakoupen u spole¢nosti Sigma Aldrich a jednalo se o
hemisulfatovou stl berberinu. K méfeni byl pouzit B-R a 0,1 mol/l fosfatovy pufr, jako
rozpoustédlo poslouzil methanol. Métici nadobka byla naplnéna B-R nebo fosfatovym
pufrem do kterého byl pfidan 1 mmol/l berberinu. Méteni probihalo po dobu 30 s za
konstantniho potencialu 0,4 Vza 14 VvB-R pufru a ve fosfaitovém pufru pii
potencialu 0,4 az 1,3. Podminky pouzit¢ DPV — rychlost skenu 20 mV/s, amplituda
-50 mV, ¢as pulzu 80 ms. Vysledkem bylo, potvrzeni, ze k oxidaci berberinu dochazelo

pii potencialu 0,5 V v piipadé cyklické voltametrie a 1,2 V v pfipadé DPV [55].

Geto, Pita a jejich tym také vyuzili elektrodu ze skelného uhliku, avSak
modifikovanou vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami (MWCNT). Modifikace
elektrody byla provedena z divodu, Zze takto upravena elektroda méla vyssi
elektrokatalytickou aktivitu pfi oxidaci berberinu nez €ista elektroda ze skelného uhliku.
Ke stanoveni berberinu byla pouzita Pleskanka mexicka (Argemone mexicana),
konkrétné jeji semena. Jako pracovni elektroda pouzita modifikovana GCE o pruméru
3 mm, dale byl pfipraven zasobni roztok berberinu o koncentraci 25-10° mol/l.
Modifikovana GCE byla pfipravena rozpusténim 2 mg MWCNT ve 2 mi
dimethylformamidu a ponofena do ultrazvukové 1azné na pil hodiny. Pfed samotnou
modifikaci byla elektroda ze skelného uhliku leSténa suspenzi oxidu hlinitého.
Takto naleSténd elektroda, byla potazend 10 ul suspenze MWCNT a nechala se
uschnout pti pokojové teploté. Rozdil mezi lesténou GCE a MWCNT-GCE je takovy,
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ze uhlikové nanotrubice maji silnou afinitu k polyaromatickym molekuldm, coz vede ke
zvyseni rychlosti pfenosu elektronti. 1,5 g vzorku Pleskanky mexické bylo rozpusténo
ve 20 ml methanolu a ultrazvukovano jednu hodinu. Po ukonceni sonikace byla
provedena filtrace, pies filtratni papir a zbytek byl rozpustén v DMSO. Z takto
vzniklého roztoku bylo odebrano 25 pl do 10 ml baiky a zfedéno Britton —
Robinsonovym pufrem o koncentraci 0,04 mol/l, pH 7. K méfeni byl pouzit program
cyklické voltametrie a oxida¢ni pik byl viditelny v oblasti 1,15-1,2 V. Celkovy obsah
bebrerinu stanoveny v semenech byl 8,85- 10 g. Pro porovnani byl pouzit i program
SWV kde byla nastavena frekvence 10-30 Hz, amplituda 10-30 mV a potencialovy
ptiristek 2-8 mV. Pfi téchto podminkach dosahoval pik v ptipadé¢ MWCNT — GCE
osmkrat vysSiho signalu nez ve srovnani s GCE. Béhem prvnich 30 sekund byl
pozorovan znac¢ny narast proudu, ktery se ndsledné zhorSoval, coz svéd¢i o nasyceni

povrchu elektrody. Detek¢ni limit (36, n=10) 0,14 uM [56].

Diculescu se spolu se svym tymem zabyvali elektrochemickym chovanim
berberinu. Ve své studii pouzili elektrodu ze skelného uhliku, méfeni provedli pomoci
diferenéné pulzni a SW voltametrie. Pti oxidaci berberinu dochéazi ktzv. quasi
reversibilnimu déji, pfi kterém je redukce fizend difuzi a anodicky proces je fizen
adsorpci. Tato oxidace probiha kaskadovitym mechanismem za vzniku nékolika dalSich
oxidacnich produktli adsorbovanych na povrchu GCE. Jako standardni roztok byl pouzit
berberin chlorid zakoupeny od spole¢nosti Sigma. Tento zasobni roztok o koncentraci
50 mmol/l byl piipraven s dimethylsulfoxidem a skladovan v lednici pii teploté - 4°C.
V této praci byla opét pouzita jako pracovni elektroda, elektroda ze skelného uhliku.
Nastavené experimentalni podminky pro DPV byly — amplituda pulzu 50 mV, Sitka
pulzu 70 ms, rychlost snimani 5 mV/s. Podminky nastavené pro SWV — frekvence
25 Hz, potencialovy ptiristek 2 mV, coz odpovida rychlosti skenovani 50 mV/s. Povrch
elektrody ze skleného uhliku byl pied kaZzdou analyzou lestén pomoci diamantového
spreje, s velikosti ¢astic 1 mm, aby se vyvarovali pfipadnym problémim pii adsorpci
berberinovych oxida¢nich produkti na povrch GCE. Po vylesténi, byla GCE oplachnuta
destilovanou vodou. Jako pufrovaci roztok byl pouzit 0,1 mol/l fosfatovy pufr o pH 7,
0,1 M acetatovy pufr o pH 3,3, B-R pufr pH 1,2 — 9,6. Z ptedlozenych vysledkl bylo
zfejmé, Ze v kyselém pufru, dochazi ke tfem pfenosiim néboje, zatimco v neutralnim

a alkalickém prostiedi, v disledku homogennich reakci v roztoku, dochazelo pouze ke
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dvéma oxida¢nim procesim. Mez detekce vypocteny z voltametrie ¢tvercovych vin byl

1,69:10° mol/l [57].

Sebojka Komorsky — Lovri¢  stanovili berberin ve vzorcich dymnivky
kaprad’olisté (Corydalis cheilanthifolia) metodou pulzni polarografie a cyklické SW
voltametrie. Jako pracovni elektrodu vyuzil rtutovou kapkovou elektrodu, Pouzité
nosné roztoky byly o koncentraci 0,1 mol/l a jednalo se o NaCl pH 4, NaOH pH 14.
Dale byly 10 x fedény vodou na piislusné pH. Roztoky byly pied samotnym
experimentem osetieny ¢istym dusikem po dobu dvaceti minut. Béhem méteni byla nad
roztoky udrzovana inertni atmosféra kontinualnim tokem dusiku. Elektricka redukce
berberinu probihala mezi -0,95 a -1,35 V. Pouzit¢ podminky pro pulzni polarografii —
frekvence 100 Hz, amplituda 10 mV, rychlost skenovani 5 mV/s, elektroda HDME.
Pouzité podminky pro SW voltametrii — frekvence 100 Hz, amplituda 30 mV,
potencidlovy pfirtistek 2 mV, akumula¢ni potencial -0,4 V, akumula¢ni ¢as 180 s.

Vysledna koncentrace 5 -10° mol/l [58].

Stankovic, Samphao a Kalcher se pokusili stanovit tento isochinolinovy alkaloid
ze semene Pleskanky mexické (Argemone mexicana) metodou voltametrie ¢tvercovych
vin za pouziti borem dopované diamantové elektrody jako elektrody pracovni.
0,5682 g nadrcenych semen bylo extrahovdano v 10 ml methanolu, dale umisténo
do sonické lazné¢ po dobu jedné hodiny. Takto wvznikly extrakt byl zfiltrovan,
rozpoustédlo bylo odpafeno a zbytek rozpustén ve 3 ml dimethylsulfoxidu. Z takto
vzniklého roztoku bylo odebrano 25 ml banky a ziedéno s B-R pufrem na vysledné
pH 5 a pouzito k analyze. Méteni se provadélo v Britton-Robinsonové pufru o pH 5,
kdy berberin pii takto nastavenych podminkach vykazoval tfi oxida¢ni piky (+0,63;
+1,14; +1,34 V) a jeden reduk¢ni pik (+0,15 V). Vyhodou SWV je Sirokéa optimalizace
riznych parametrti, jako je frekvence nebo pulzni amplituda, které mohou poskytnout
lepsi detekeéni limit, selektivitu anebo urychlit navrhovanou metodu. Na zékladé téchto
skute€nosti byl jeden parametr udrZzovan konstantni, zatimco vliv druhého parametru
byl sledovan. Nastavené parametry — amplituda pulzu 60 mV, frekvence 40 a 210 Hz,
rychlost skenovani 1,05 V/s . Ziskana navratnost 102,0 — 102,6% [59].
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Song a jeho tym ze Severozapadni univerzity v Ciné stanovili polarograficky
berberin za pfitomnosti peroxidu vodiku v 1é¢ivych bylindch. Z dosavadnich pokusii
o stanoveni berberinu byly vyuzivany metody DP polarografie a SW polarografie,
a 2:107 mol/l pro SWP. Nicméné Song se pokusil stanovit tento isochinolinovy alkaloid
cyklickou voltametrii. Méfeni se provadélo v tfielektrodovém uspofadani, kde jako
pracovni elektroda byla pouzita rtutova kapkova elektroda pro CV, rtutova pool
katodicka elektroda Vv podobé rtutového dna pro coulometrii. Pouzité chemikalie -
peroxid vodiku o koncentraci 0,1 mol/l byl standardizovan pomoci KMnOg,, pufr
0 koncentraci 0,08 mol/l pti pH 9,4 Na,B;,O7—Na,CO3 a 0,06 mol/l Na,B,O7; —NaH,PO,
o pH 8,6. Jako vzorek bylo pouzito 0,1792 gramu rozmleté Koptisti ¢inské
(Coptis chinensis), ktera byla po dobu 24 hodin ponofena ve vodé, dale pievedena
do 100 ml odmérné banky, 100 krat ziedéna a pouzita ke stanoveni. Ve srovnani
s doposud znamych polarografickych metod, byla metoda katalytickych vin CV
vyhodnocena jako pohodInéjsi a citlivéjsi, obrazek 11. Ziskana navratnost dosahovala

97,5 100,8 % [60].
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Obrazek 11: Cyklicka voltametrie berberinu (0,1 pmol/l) v NasB,0O7; — Na,COj3 (0,08
mol/l, pH 9,4) pufru, (a) bez H,O, (b) v pfitomnosti H,O, (1 mmol/l), rychlost skenu
0.25 V/s [60].
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Elektrochemické stanoveni vybranych alkaloidi

Lochmann a jeho kolektiv se pokusili stanovit alkaloidy vyskytujici se v tabaku
(niktoin, anabasin, nornikotin). Ke stanoveni byla pouzita metoda kapilarni
elektroforézy s vyuzitim UV detekce. Separace byla provadéna na kiemenné kapilaie
o délce 70 cm, vlozené napéti 23 kV a proud 114 pA. Jako zékladni elektrolyt byl
pouzit citratovy pufr o koncentraci 150 mmol/l a pH 3,6. U této metody byl stanoven

limit detekce 2 umol/1 [61]

Analyzou kapsicinu na elektrodé¢ ze skelného uhliku se zabyval Mania. K tomuto
stanoveni byl pouzit kapsicin zakoupeny u spolecnosti Sigma-Aldrich. Méfeni se
provadélo v Sirokém rozmezi pH od 1,3 do 12. Nastavené podminky pro diferencné
pulzni voltametrii byly — amplituda pulzu 50 mV, rychlost skenu 5 mV/s, pro SW
voltametrii — pulz 50 mV, frekvence 10 Hz a potencidlovy pfirustek 2 mV, coz
odpovida rychlosti skenu 20 mV/s. Z vysledkid vyplyva, Ze pti rezimu DPV je oxidace
kapsicinu zavisla na pH a dochéazelo tak k linearnimu klesani potencialu spolu

s rostoucim pH [62].

Dalsi elektrochemické stanoveni alkaloidu, konkrétn¢ efedrinu provedl Mersal.
Kméfeni byla pouzita vysoce selektivni pseudo-uhlikova pastova elektroda
modifikovana polyakrylovou kyselinou (PCPE-PAA). Program méfeni cyklicka
voltametrie a méteni probihalo v alkalickém prostiedi B-R pufru o pH 9. Mez detekce
dosahovala 3,5:107 mol/l. Tato metoda byla dale vyuZita ke stanoveni efedrinu v
moci [63].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Chemikalie a materialy

Vsechny chemikalie, pouzit¢ Kk méfeni byly bud zakoupeny od rGznych

dodavatelli, nebo byly pfipraveny pfimo v laboratoii. K ptipravé roztokl byla pouzita

demi voda, ktera pochazela z demistanice Milli-Q.

Seznam pouzitych chemikalii:

Kyselina fosfore¢na
Kyselina octova

Kyselina borita

Kyselina sirova

Kyselina chlorovodikova
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Octan sodny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Hydrogenfosforecnan sodny
Tetraboritan sodny

Berberin chlorid

Ethanol

LACHEMA-CHEMOPOL
LACHEMA-CHEMOPOL
LACHEMA-CHEMOPOL
PENTA CHRUDIM
MERCK

PENTA CHRUDIM
LANCHEMA-CHEMOPOL
LANCHEMA-CHEMOPOL
PENTA CHRUDIM
PENTA CHRUDIM
PENTA CHRUDIM
SIGMA ALDRICH

PENTA CHRUDIM

Piiprava standardniho roztoku

K ptipravé standardniho roztoku byl pouzit berberin chlorid od spolecnosti

Sigma Aldrich, s molekulovou hmotnosti 371,81 g/mol. Nejprve byl pfipraven zasobni

roztok navazenim 0,02 g berberinu do 10 ml odmérné banky, zluty prasek byl rozpustén

Vv ethanolu a doplnén demi vodou po rysku, dale byl umistén do ultrazvuku na dobu cca

3 minut. Vysledna koncentrace pfipraveného roztoku byla 5,38:10° mol/l. Takto

pfipraveny roztok byl zajistén zatkou, parafilmem a uchovavan v lednici.
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Piiprava pufra a kyselin

Zasobni roztoky pufri a kyselin byly pifipraveny do 100 ml odmérné banky
o pifedem zvolené koncentraci — 0,1 mol/l a doplnény demi vodou po rysku. U vSech
roztokli bylo postupné proméefeno pH. Pro rychlejsi rozpousténi byly nékteré banky
umistény do ultrazvuku.

Acetatovy pufr o pH 4,26 byl pfipraven navazenim 0,12 g CH3;COONa
rozpu$téného v 0,57 ml CH3COOH, doplnén destilovanou vodou po rysku. Fosfatovy
pufr o pH 7,02 se pfipravil navazenim 0,45 g NaH,PO, a 2,38 g NaHPO.,. K ptiprave
boratového pufru o namétreném pH 9,89 bylo pouzito 0,77 g Na,B407a 0,12 g NaOH.

Dale byl ptipraven Britton — Robinsontiv pufr, ktery se sklada ze dvou slozek
A a B. Slozka A, zasadita, byla pfipravena navazenim 4 g hydroxidu sodného
rozpusténého v 500 ml destilované vody, namétené pH roztoku 11,89. Slozka B, ktera
odpovida pH 1,98 byla ptipravena smisenim 1,35 ml 60% kyseliny fosfore¢né s 1,5 ml
99% kyseliny octové a 1,4 g kyseliny borité. Tato smés byla pfevedena do 500 ml
odmérné bailky a doplnéné destilovanou vodou po rysku. Pufr o dané hodnoté pH se
ptipravil ptidavkem slozky A.

Zasobni roztoky kyselin o koncentraci 0,1 mol/l byly pfipraveny odmétenim
0,55 ml H,SOy4, 0,86 ml HCIO,4, 0,85 ml HCI a 0,75 g KCI doplnény destilovanou vodou
do 100 ml banky.

Piiprava modelového vzorku

Modelovy vzorek byl pfipraven nafedénim standardniho roztoku berberinu,
jehoz vychozi koncentrace byla 5,34:10° mol/l, ethanolem na koncentraci
8,9-10°° mol/l. Realna koncentrace modelového vzorku byla zjiSténa stanovenim metody
kalibra¢ni kiivky a standardniho pfidavku. Do voltametrické méfici nadobky, bylo
pipetovano tolik boratového pufru o pH 9,89, aby byl celkovy objem voltametrické
nadobky 15 ml.
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Priprava realnych vzorku

Jako redlné vzorky byly pouzity dva zakoupené vzorky od riznych dodavatelt,
jeden vzorek pochazejici z vlastni zahrady — Mahonie cesminolista a jeden posbiran
v lese — Vlastoviénik vétsi. Tyto vzorky byly extrahovany v ethanolu a uchovavany

v lednici.

Koncentrace realnych vzorkli byla stanovena jak metodou kalibra¢ni kiivky,
tak 1 metodou standardniho ptidavku. Stejné jako u modelového vzorku, tak i zde byl do

voltametrické nadobky pipetovan boratovy pufr o pH 9,89 o kone¢ném objemu 15 ml.

e Realny vzorek ¢. 1: extrakt zkofene Koptisti ¢inské ( Coptis chinensis),
zakoupeny v e-shopu Vinaturae, byl pfipraven stejnym zpusobem jako modelovy

vzorek. 0,0222 g extraktu bylo rozpusténo v 10 ml ethanolu a pouzito k méfeni.

e Realny vzorek ¢. 2: regeneracni olej znatky YBE zakoupen v e-shopu Pragon.

10 pl oleje bylo rozpusténo v 10 ml ethanolu a pouzito k méteni.

e Redlny vzorek ¢. 3: kofen a listy Mahonie cesminolisté pochazejici z vlastni
zahrady. K méfeni byly pouzity jak bobule, kofen, tak i vétvicky a listy tohoto kefe
(obrazek 12). Takto ziskané vzorky byly pomlety na nozovém mlynku Retsch 200,
dale byly zality ethanolem a pfes noc luhovany. Ziskany vyluh byl pfefiltrovan

a filtrat byl pouzit k méteni.

Obrazek 12: Zleva listy a vétvicky, nastfihany kofen, bobule a kofen
Mahonie cesminolisté.
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4.2. Priprava pracovnich elektrod

K méfeni byly pouzity uhlikové pastové elektrody, které byly pifipraveny za
pouziti CRS uhliku a uhliku oznacovaného nazvem Sigradur G, jako pojivo poslouzil

bud’ to parafinovy, nebo silikonovy ole;j.

Uhlikova pastova elektroda s parafinovym /silikonovym olejem

Tyto CPE elektrody byly piipraveny navdzenim CRS uhliku jednak
s parafinovym olejem, a ve druhém ptipad¢ za pouziti silikonového oleje v poméru
75:25%. Na analytickych vahach bylo tedy navazeno 0,15 g praskového uhliku v tieci
misce, pomoci mikropipety bylo pfidano takové mnozstvi pojiva, dokud analytické
vahy neukazovaly celkovou hmotnost smési 0,2 g. Takto ziskand smés byla
homogenizovana keramickym tlouckem v tfeci misce, do vzniku pasty, ktera byla
pomoci $pachtle pfevedena do piredem vycisténého elektrodového téla o pruméru 2 mm,

obrazek 13.

Uhlikova pastova elektroda ze skelného uhliku

Dalsi variantou uhlikové pastové elektrody, kterd byla pouzita k méteni, byla
elektroda ze skelného uhliku. V tomto ptipad€ byl pouzit uhlik Sigradur-G, jako pojivo
opét silikonovy a parafinovy olej. Jednotlivé slozky byly navazeny v poméru 80:20 %,
mnozstvi uhliku tedy bylo 0,16 g a 0,04 g oleje ptidaného mikropipetou. Postupovalo se
identicky, jako v ptipadé¢ CPE elektrod. Elektrody mély stejny prumér, a to 2 mm.
V tomto piipadé¢ doSlo k naplnéni pasty do 1 cm z divodu zatuhnuti pasty v téle

elektrody, obrazek 13.

Méreni ohmického odporu elektrod
Spravnost méfeni pfipravené uhlikové pastové elektrody byla ovéfena pomoci

multimetru, ktery umoziuje zmeéfeni ohmického odporu pro dany obvod. Ovéfeni

probihalo tak, ze jedna z koncovek, které jsou nerezové, byla ptilozena k usti elektrody
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s obnovenym povrchem, zatimco druha koncovka byla piilozena k vrcholu elektrody.
Nameéteny odpor se pohyboval v rozmezi 10-20 Q.

Obrazek 13: Pomiucky k ptipravé CPE a GCPE.

4.3. PouZzité pristroje a pomiicky k méreni

K méfeni byl pouzit elektrochemicky analyzator PGSTAT 128N od spole¢nosti
Metrohm-Autolab z Nizozemska, obrazek 14. Dale byl pouzit software s oznacenim
NOVA 1.11. Ke zjisténi hodnoty pH poslouzil ptenosny pH metr CPH 52 spole¢nosti
Elteca Turnov, ke kterému byla ptipojena sklenéna pH elektroda. K navazovani vSech
chemikalii byly pouzity analytické vahy BBI-32 a bézné laboratorni sklo.

Uvniti kovové Faradayovy klece byl umistén laboratorni stojan, na kterém byly
pfipevnény elektrody spolu stzv. voltametrickou nadobkou. Dale klec obsahovala

magnetickou michacku s nastavitelnou dobou michani, obrazek 15.
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Elektrochemické méfeni probihalo v tiielektrodovém systému, ktery obsahoval
pracovni elektrodu :
e GCaBBDE
e CPE/PO a CPE/SO
e GCPE/PO a GCPE/SO
referentni elektrodu :
Ag/AgCl/ 3M KCI

pomocnou elektrodu :

platinovy pliSek
(3 auroLAB Sug] 248 9
- -

-

Obrazek 14: Elektrochemicky analyzator PGSTAT 128N.

Obrazek 15: Mérna cela s tiielektrodovym zapojenim a magnetickou michackou.
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4.4. Voltametrické techniky

Voltametrie s linearnim skenem (LSV)

Metoda voltametrie s linearnim skenem byla pouzita pro prvotni méfeni,
zkousky oxidace berberinu, vybér optimalniho prostiedi a elektrody. Povrch uhlikovych
pastovych elektrod byl pifed kazdym méfenim obnoven tak, ze dosSlo k malému
vytlaCeni pasty oproti vlhkému filtracnimu papiru na pevné podlozce
a naslednému otfeni o tento navlhéeny papir. Povrch ostatnich elektrod byl obnoven
otfenim o vlhky filtra¢ni papir.

Ptistrojové podminky:
Pocatecni potencial: 0 V
Koncovy potencial: 1,4 V
Rychlost skenu: 0,05 V/s
Prirtstek potencialu: 0,00244 V

Diferencné pulzni voltametrie (DPV)

Metoda diferencné pulzni voltametrie poslouzila pro vétSinu méfeni, pii
kterém dochazelo jak k vybéru optimalnich podminek, tak i k samotnému méteni
modelového a redlnych vzorkl. Povrch elektrody byl obnovovan stejnym zplsobem
jako u LSV.

Ptistrojové podminky ptivodni:
Pocate¢ni potencial: 0 V
Konec¢ny potencial: 1,3 V
Ptirtstek potencialu: 0,005 V
Amplituda pulzu: 0,05 V
Délka pulzu: 0,05 s
Rychlost skenu: 0,05 V/s
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Square wave voltametrie (SWV)

Me¢fteni touto metodou cEtvercovych vin poslouzilo pro porovnani citlivosti

s metodou diferencné pulzni voltametrie. Obnovovani povrchu probihalo identicky jako
Vv ptipad¢ LSV.
Ptistrojové podminky:

Pocatecni potencial: 0 V

Konec¢ny potencial: 1,4 V

Ptirtistek potencialu: 0,005 V

Amplituda: 0,02 V

Frekvence: 10 Hz

Rychlost skenu: 0,05 V/s

Cyklicka voltametrie (CV)

Méfeni metodou cyklické voltametrie bylo pouzito k charakterizaci alkaloidu
berberinu v modelovém vzorku, zaznamy uvedeny v pfiloze.
Ptistrojové podminky:
Pocatecni potencial: 0 V
Pocet cyklua: 3
Rychlost skenu: 0,05 V/s
Ptirtstek potencialu: 0,00244 VV
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Uvodni elektrochemické experimenty

Z odbornych ¢lanki uvedenych v Kkapitole 3.6.1. bylo zjisténo, ze
elektrochemické stanoveni berberinu jiz bylo provedeno a jako elektrody byly vyuzity
rtutova elektroda, borem dopovana diamantova elektroda a elektroda ze skelného
uhliku, proto bylo zfejmé, Ze k oxidaci berberinu bude ochotné dochazet v anodické
oblasti.

Nicméné z pocatku bylo dilezité zjistit zdkladni elektrochemické chovani
berberinu na elektrodach: GCPE/PO, GCPE/SO, GC a BDDE. Tyto elektrody byly
pouzity za ucelem, zjiSténi chovani berberinu na jednotlivych povrsich, obrazek 16.
K pocateCnimu meéfeni byla vyuzita linedrni voltametrie s podminkami, které byly
automaticky nastaveny programem NOVA 1.11. Z ptilozeného obrazku 16. je ziejmé,

ze k oxidaci berberinu dochazi ochotné pii potencialu okolo 1,2 V.
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Obrazek 16: Voltamogram Kk porovnani elektrochemického chovani berberinu, na
elektrodach — zelend (GCPE/SO), oranzova (GCPE/PO), modra (GC), zelena (BDDE),
koncentrace berberinu ¢ = 3,6 - 10 mol/l, LSV, B-R pufr pH 1,98.
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Vybér zakladniho elektrolytu a vhodné elektrody

V tomto kroku byla zjistovana vhodna hodnota pH k dosazeni optimalnich
a zaroven reprodukovatelnych vysledkt. Ale také bylo dulezité, aby v daném prostiedi

nedochazelo k oxidaci produktii na povrchu elektrody.

Kmeéfeni byly pouzity piedem piipravené roztoky pufra a Kkyselin:
Britton - Robinsonuv pufr (pH 1,81 - 11,98), acetatovy pufr (pH 4,21), fosfatovy
(pH 7,02) a boratovy pufr (pH 9,89), z kyselin to byly H,SO, (pH 0,61), HCIO,
(pH 0,71) a HCI (pH 0,58).

Zakladni elektrochemie berberinu byla proméfena v téchto elektrolytech a to tak,
ze 15 ml zvoleného elektrolytu bylo odpipetovano do voltametrické nadobky, k nému
byl postupné piidan zasobni roztok berberinu, jehoz vysledna koncentrace byla
5,34-10 mol/l.

Avsak pfed vybérem vhodného elektrolytu bylo dilezité zvolit elektrodu, ktera
by vykazovala reprodukovatelné vysledky. K prvotnim méfenim byla vyuzita pastova
elektroda ze skelného uhliku a parafinového oleje, kterd se ukazala jako hufe
reprodukovatelna s niz§imi proudy, proto byla nahrazena elektrodou GCPE/SO, ktera

byla vyuzita k méfeni, obrazek 17.
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Obrazek 17: Srovnani GCPE/PO a GCPE/SO v BR a acetatovém pufru o stejném pH 4,21,
zelena = GCPE/PO acetatovy pufr, ¢ervena = GCPE/PO BR pufr, oranzova = GCPE/SO
acetatovy pufr, modrda = GCPE/SO BR puft, koncentrace berberinu ¢ = 1,076 - 10 mol/l,
LSV.
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Ze vSech proméfenych elektrolytii poskytoval nejlépe reprodukovatelné
vysledky Britton-Robinsontv pufr o pH 1,81 a boratovy pufr o pH 9,89 (obrazek 18).
Sipky vyznaéené na obrazku 18. naznaduji trend v méfeni. Nicméné z toho diivodu, Ze
k dalsimu méfeni zvolen naopak pufr boratovy (tabulka 4) Roztoky velmi silnych

kyselin nebyly pouzity z diivodu, ze nevykazovaly zadny oxidovatelny signal.

7 -
® ] °
5 - ls ®B-R 1,81
Acetatovy 4,21
<4 10
= ®B-R 6,61
23
® Fosfatovy 7,02
2 4 .
B-R 9,01
1 @ Boratovy 9,81
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

pH

Obrazek 18: Zavislost proudu piku na pH pro elektrolyty o daném pH 1,81; 4,21; 6,61;
7,02; 9,89; koncentrace berberinu ¢ = 1,076 - 10 mol/l, LSV, GCPE/SO.

Tabulka 4: Hodnoty stanoveni berberinu pomoci GCPE/SO, koncentrace berberinu
¢ =1,076 - 10" mol/l.

Berberin
elektrolyt pH Ep [V] Ip [nA]
Britton-
Robinsonuv 181 1,19 2,19
Acetatovy 4,21 1,18 3,42
Britton-
Robinsoniv 6,61 1,13 3,85
Fosfatovy 7,02 1,11 4,85
Britton-
Robinsonuv 9,01 1,10 4,46
Boratovy 9,89 1,04 5,74
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5.2. Vybér mérici techniky

Po optimalizaci vhodného prostiedi, tzn. boratového pufru o pH 9,89 a vybéru
elektrody GCPE/SO piiSlo na fadu srovnani citlivosti metody linearni voltametrie,
diferenén¢€ pulzni voltametrie a voltametrie Ctvercovych vin. Méfeni probihalo za
podminek, které byly automaticky nastaveny programem NOVA 1.11. pro kazdou
metodu, viz 4.4.

Do méfici nadobky bylo nadavkovano 15 ml boratového pufru, k némuz bylo
pfidano 100 pl zasobniho roztoku berberinu 0 vysledné koncentraci 5,38:10° mol/I.
Z naméfenych voltamogramil na obrazek 19 je patrné, ze z téchto tii metod méfeni se
jevi diferen¢né pulzni voltametrie jako nejcitlivéjsi metoda a byla tak vybrana k dalsimu

meéfeni.
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Obrazek 19: Srovnani citlivosti metody LSV (Cervené), DPV (zeleng) a SWV (modie),
standardni podminky programu NOVA 1.11., boratovy pufr pH 9,89, koncentrace
berberinu ¢ = 3,6:10™ mol/l, GCPE/SO.
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5.3. Priivodni experimenty vV boratovém pufru

Z divodu zjisténi stalosti berberinu, bylo provedeno métfeni v Cerstveé
pfipraveném a odstaitém  roztoku, umisténého v lednici, o0 koncentraci
5,34-10° mol/l.  Z ptilozeného obrazku 20, lze pozorovat nepatrny narist proudu
V odstatém roztoku berberinu. K méfeni byl proto pouzit zasobni roztok berberinu

uchovavany v lednici.
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Obrazek 20: Srovnani signalu zasobniho roztoku berberinu — 13.2.2018 (1),
26.2.2018 (2), koncentrace berberinu ¢ = 1,076:10" mol/l, DPV, GCPE/SO,
automaticky nastavené podminky programu NOVA 1.11.

e  Vybér optimalni doby michani

V tomto kroku bylo zjistovano, zdali michani ovliviiuje stabilitu signalu
GCPE/SO elektrody. Vybér optimalni doby michani je také vyznamny k tomu, Ze vede
Kk odstranéni produktt oxidace od elektrody. K experimentu byl zvolen ¢as 0's, 5s, 10 s,
30 s, 1 min, 2 min, 5 min a 10 min. Z grafu na obrazku 21 je patrné, Ze s rostouci dobou
michani dochazi také k narstu hodnoty piku a pozadi. Nejvhodnéjsi doba michani pred
samotnym meéfenim je 30 s a 60 s, nicméné aby nedochazelo ke zbyte¢nému
prodluzovani doby analyzy, byla vybrana jako postacujici doba michani 30 s,

obrazky 22 a 23.
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Z obrazku 23 je patrné, ze V nemichaném roztoku, ziskané proudy nevykazovaly

zadny trend, zatimco v michaném roztoku doslo k zisku ustalenych hodnot proudu.
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Obrazek 21: Vybér optimalni doby michani, boratovy pufr (pH 9,89), koncentrace
berberinu ¢ = 1,076:10“* mol/l, DPV, GCPE/SO, automaticky nastavené podminky
programu NOVA 1.11.
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Obrazek 22: Zavislost proudu na dobé michani, 30 s ¢ervené, 60 S zelné, koncentrace
berberinu ¢ = 1,076:10™* mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO, automaticky
nastavené podminky programu NOVA 1.11.
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Obrazek 23: Zavislost proudu na dobé michani, koncentrace berberinu
¢ = 1,076:10* mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO, automaticky nastavené
podminky programu NOVA 1.11.

° Potencial akumulace

Dalsi ¢asti experimentu, bylo zjiStovani, zdali potencial akumulace ma vyrazny
vliv na odezvu. M¢feni bylo provedeno V boratovém pufru (pH 9,89) na elektrodé
GCPE/SO, pficemz byla ménéna hodnota napéti od 0 V az do 0,8 V po hodnoté 0,2 V,
obrazek 24. Z ptilozeného grafu na obrazku 25 je patrné, Ze se zvySujicim se napétim
nedochazi k linearnimu nartstu proudu. A ztoho divodu byl potencial akumulace

nastaven na hodnotu 0 V.
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Obrazek 24: Vliv potencialu akumulace 0 - 0,8 V, boratovy pufr (pH 9,89), koncentrace
berberinu ¢ = 1,076:10* mol/l, DPV, GCPE/SO, automaticky nastavené podminky
programu NOVA 1.11.

Ip [nA]
N
’ 1
[ ]
[ ]

w
1

O T T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Ep [V]

Obrazek 25: Zavislost proudu na napéti pro 0 - 1 V, boratovy pufr (pH 9,89),
koncentrace berberinu ¢ = 1,076:10~* mol/l, DPV, GCPE/SO, automaticky nastavené
podminky programu NOVA 1.11.
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5.4. Optimalizace podminek DPV techniky

Pro spravné vyhodnoceni realného a modelového vzorku bylo nutné optimalizovat
vSechny parametry metody diferen¢né pulzni voltametrie. Z dosavadnich experimentii
byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi elektroda poskytujici reprodukovatelné vysledky,
GCPE s pouzitym silikonovym olejem. Dale byl ziskan vhodny elektrolyt, ve kterém
ochotné dochazelo k oxidaci berberinu pii potencialu 1,2 V. Timto elektrolytem byl
boratovy pufr o pH 9,89. Optimalni doba michani pifed samotnym meéfenim byla

zvolena doba 30 s.

Amplituda pulzu

Vybér nejvhodnéjsi hodnoty amplitudy pulzu probihal na zakladé¢ proméfeni
hodnot 10-30 mV na GCPE/SO elektrodé. Z obrazku 26 a 27 vyplyva, ze nejvhodné;si
odezvu proudu vykazuje hodnota 25 mV a tudiz, byla pouzita pro dalsi analyzy.
Pivodni hodnota amplitudy byla 50 mV, doslo tedy ke snizeni amplitudy pulzu
0 polovinu. Kazda hodnota zménéného parametru amplitudy pulzu byla proméfena

tiikrat, tak stejné 1 u délky pulzu a vzdalenosti mezi pulzy.
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Obrazek 26: Voltamogram zavislosti berberinu na hodnoté¢ amplitudy pulzu,
koncentrace berberinu ¢ = 1,076-:10™ mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO,
ptirtstek potencidlu 0,005 V, délka pulzu 0,05 s, rychlost skenu 0,05 V/s, michani 30 s.
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Obrazek 27: Zavislost velikosti proudu na hodnoté amplitudy, koncentrace
berberinu ¢ = 1,076:10 mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO, prirtistek
potencialu 0,005 V, délka pulzu 0,05 s, rychlost skenu 0,05 V/s, michani 30 s.
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Délka pulzu

Dal$im proméfovanym parametrem byla délka pulzu pro hodnoty 0,01 — 0,03 s.
Na zéklad¢ vysledkt z obrazkt 28 a 29 se jevi jako nejvhodnéjsi hodnota délky pulzu
0,025 s. Pivodni méteni probihalo pii hodnoté 0,05 s. Méfeni taktéz probihalo pfi

zoptimalizované hodnoté amplitudy, ¢ili pti 25 mV.
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Obrazek 28: Voltamogram zavislosti berberinu na hodnot¢ délky pulzu,
koncentrace berberinu ¢ = 1,076-10'4 mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO,
amplituda 25 mV, michani 30 s.
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Obrazek 29: Zavislost proudu na délce pulzu, podminky jako obrazek 26.
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Vzdalenost mezi pulzy

Poslednim analyzovanym parametrem byla vzdalenost mezi pulzy. Se zménou
tohoto parametru dochdzi zaroven ke zméné€ rychlosti skenu. Ke zjisténi optimalniho
¢asu bylo méfeni provedeno pro hodnoty 0,1-0,4 s. Z ptfilozenych obrazka 30 a 31
plyne, ze nejvhodnéjsi dobou je 0,1 s.
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Obrazek 30: Voltamogram zavislosti berberinu na vzdalenosti mezi pulzy, koncentrace
berberinu ¢ = 1,076:10 mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO, amplituda
25 mV, délka pulzu 0,025 s, michani 30 s.

45 -
4 -

» w
w ol
1 1
[ J

Proud [pA]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
Interval [s]

Obrazek 31: Zavislost proudu na vzdalenosti mezi pulzy, podminky jako obrazek 28.
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5.5. Optimalni podminky

Z dosavadnich méfeni byly vybrany vhodné podminky pro méieni diferencné
pulzni voltametrii, viz optimalizované pfistrojové podminky nize. Dale byla zvolena
GCPE/SO elektroda jako elektroda pracovni a jako vhodné prostiedi boratovy pufr 0
pH 9,89. Pro tyto podminky byl proméfen zasobni roztok berberinu o koncentraci
¢ = 5,34:10° mol/l. Srovnanim voltamogramu za pavodnich podminek nastavenych
programem NOVA1.11 a optimalizovanych podminek, obrazek 32, bylo potvrzeno, ze

nove nastavené podminky vykazuji vyssi citlivost, nez podminky dosavadni.

Dale byla ovéfena moznost zvySeni akumulace berberinu, ktery nese kladny
naboj, pomoci tenzidu, konkrétn¢ dodecylsiranu sodného. Po vyhodnoceni signali bylo
zjisténo, ze nedoslo k vyraznému narustu tohoto signalu (obrazek 33), tudiz mizeme
tvrdit, ze prfidavek tenzidu nehraje vyznamnou roli pfi zvySeni citlivosti signalu

berberinu.
Optimalizované ptistrojové podminky DPV :

Pocatecni potencial: 0 V
Koncovy potencial: 1,3 V
Potencialovy krok: 0,005 V
Amplituda pulzu: 0,025 V
Délka pulzu: 0,025 s
Rychlost skenu: 0,05 V/s

Vzdalenost mezi pulzy: 0,1 s
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Obrézek 32: Srovnani voltamogramt pii pouziti pitvodnich a novych podminek DPV,
modie = pivodni podminky, zelen¢ = optimalizované podminky, koncentrace berberinu
¢ =1,076-10" mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO.
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Obrazek 33: Srovnani voltamogrami pii pouziti SDS, cervené = bez SDS,

modie = s SDS, optimalizované podminky, koncentrace berberinu ¢ = 1,076-10™ mol/l,
boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO.
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Reprodukovatelnost signalu

K ovéteni reprodukovatelnosti po optimalizaci vSech parametru, viz kapitola 5.5.
optimalni podminky, bylo potfeba provést sérii méfeni jak pro elektrodu s konstantnim
povrchem, tak i pro elektrodu, jejiz povrch byl pfed kazdym méfenim obnoven. Kazdé
meéfeni bylo provedeno desetkrat a doba michani ptfed métenim byla nastavena na 30 s.
Z ptilozeného obrazku 34 vyplyva, Ze skazdym nasledujicim skenem na jednom
povrchu, dochazi k mirnému snizovani intenzity signalu, které je pravdépodobné
linie odpovida signalu pro prvni méteni. Dale byly vypocteny odchylky pro tato méteni.

Odchylka pro konstantni povrch elektrody 12%, pro obnovovany 24%.

Naopak u elektrody sobnovou povrchu pied kazdym méfenim, signal
nevykazoval zddny trend a ziskané linie jsou ndhodné, jak mizeme vidét na obrazku 35.

Opét zde Cervend linie charakterizuje prvni méfen.

Z obrazku 36 muzeme pozorovat, Ze nejstabiln€jSi odezva byla ziskana pro
méfeni na elektrodé¢ bez obnovy povrchu, tudiz byla pouzita pro meéteni kalibracni

ktivky, modelového a realného vzorku.
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Obrazek 34: Zaznam deseti méfeni na jednom povrchu GCPE/SO elektrody,
optimalizované podminky, koncentrace berberinu ¢ = 1,076:10™ mol/l, boratovy pufr
(pH 9,89), DPV.
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Obrazek 35: Zaznam deseti méfeni na obnovovaném povrchu GCPE/SO elektrody,
optimalizované podminky, koncentrace berberinu ¢ = 1,076:10™ mol/l, boratovy pufr
(pH 9,89), DPV.
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Obrazek 36: Graf deseti méfeni na jednom a obnovovaném povrchu GCPE/SO
elektrody, optimalizované podminky, koncentrace berberinu ¢ = 1,076:10* mol/l,
boratovy pufr (pH 9,89), DPV.
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5.6. Kalibra¢ni zavislost

Pfed samotnym stanovenim berberinu v modelovém a realnych vzorcich bylo
poticba proméfit kalibracni fadu roztoki K ziskani kalibra¢ni kiivky. Pro zjisténi
linearni zavislosti byla kalibra¢ni kifivka nejprve proméfena v SirSim rozmezi
koncentraci. Z obrazku 37 lze vidét, ze linearni oblast se vyskytuje v rozmezi
koncentraci 3,55:107 az 1,78-10° mol/l, pii vysSich koncentracich dochazelo
k nepravidelnému vychylovani signalu. Z toho divodu byla rovnice regrese pouzita pro

vymezenou linearni oblast, obrazek 38.

Modelovy vzorek spolu s realnymi vzorky byl fedén tak, aby jejich koncentrace
byla vrozmezi kalibraénich hodnot. Dale byla vypoftena mez detekce
a mez stanovitelnosti, k vypo&tu poslouZila koncentrace 3,55-107 mol/l. Pro tuto
koncentraci byly proméfeny tfi signaly, z nich byla stanovena smérodatna, dale LOD
a LOQ.
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Obrazek 37: Graf zavislosti proudu na koncentraci, kalibra¢ni kiivka v rozsahu
koncentraci ¢= 3,56-10" az ¢ = 3,2-10" mol/l, boratovy pufr (pH 9,89), DPV, GCPE/SO.
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Obrazek 38: Linearni oblast kalibra¢ni ktivky berberinu, GCPE/SO elektroda,
optimalizované podminky, boratovypufr (pH 9,89), koncentrace berberinu ¢ = 3,55-10°"
az 1,78:10° mol/l, DPV.

Mez detekce

LOD — 3 -Shi[O]?CH
smernice
3-889 -1077

LOD =

274226,80412

LOD =9,72 - 1072 mol/l

Mez detekce, LOD = 9,72:10™ mol/l odpovida koncentraci, pro kterou je

analyticky signal statisticky vyzna¢né odliSny od Sumu.

Mez stanovitelnosti

10-SMODCH

smérnice
10-8,89 - 1077
274226,80412
LOQ = 3,24+ 107 mol/l
Mez stanovitelnosti, LOQ = 3,24:10™ mol/l odpovida koncentraci, p¥i které

LOQ =

LOQ =

presnost méteni dovoluje vyhodnoceni z hlediska kvantity.
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5.7. Modelovy vzorek a realné vzorky

Po optimalizaci vSech parametri diferenéné pulzni voltametrie bylo mozné prejit
k otestovani spolehlivosti metody, které probihalo na modelovém a dale pak na realnych
vzorcich. Analyza probihala na pastové elektrodé ze skelného uhliku se silikonovym
olejem v prostiedi boratového pufru o pH 9,89. Michani, které mélo pozitivni vliv na
stabilitu signalu 30 s. Stanoveni probihalo jak metodou kalibra¢ni kiivky, tak i metodou

standardniho ptidavku.
Ptistrojové podminky:

Pocatecni potencial: 0 V
Kone¢ny potencial: 1,3 V
Prirtstek potencialu: 0,005 V
Amplituda pulzu: 0,025 V
Délka pulzu: 0,025 s
Rychlost skenu: 0,05 V/s

Modelovy vzorek

Ptiprava modelového vzorku probihala nasledovné. Zasobni roztok berberinu
o koncentraci 5,379-1073 mol/l byl nafedén ethanolem tak, aby se jeho vysledna
koncentrace pohybovala v rozmezi kalibra¢ni kiivky. Ke zjisténi hledané, ale zaroven
nam zndme koncentrace berberinu, poslouZzila k vyhodnoceni jak metoda kalibra¢ni
ktivky, tak i metoda standardniho pfidavku. Ziskané vysledky jsou piedlozeny v tabulce

¢islo 5.
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Tabulka 5: Prehled ziskanych hodnot pro modelovy vzorek.

Naméfena Skute¢na
Vytéznost
koncentrace koncentrace
[%]
[ ng/100ml ] [ ug/200ml ]
Kalibragni kfivka | 11291 +0,152 11,543 97
proN =3
Standardni
8,658 + 0_,1,85 11,543 75
pridavek proN =3

Realné vzorky

Aby byla potvrzena funkénost metody, provedlo se méfeni pomoci diferenéné
pulzni voltametrie i pro redlné vzorky, za identickych podminek jako u modelového
vzorku. Rozpousténi zakoupenych vzorkii probihalo v ethanolu a k efektivnéjsimu

rozpousténi byl pouzit ultrazvuk.

Vysledky diferencné pulzni voltametrie byly srovnany s hodnotami, které byly
ziskany z UV-VIS spektrofotometrie a poslouzily pouze pro srovnani. Metoda nebyla
zddnym zpiisobem optimalizovana a meétfeni probihalo pii vinové délce 350 nm.
Jako blank poslouzil Cisty ethanol, ve kterém je berberin rozpustny. Dale byly zvolené
takové koncentrace, aby byly v rozsahu kalibra¢ni ptimky. Hodnoty absorbanci jsou

uvedeny v tabulce 6 a vybrané zaznamy realnych vzorku v obrazek 39 a 40.

Stejné jako u modelového vzorku, tak i zde probihalo vyhodnoceni koncentrace
pomoci kalibra¢ni kiivky a metody standardniho ptidavku jak pro DPV, tak pro
UV-VIS spektrofotometrii. Vysledky shrnuty v tabulce 7. V zakoupeném vzorku
regeneracniho oleje spolecnosti YBE nebyla prokazana pfitomnost berberinu metodou
DPV ani UV-VIS. Divodem mize byt nizka citlivost metod. V realnych vzorcich
Mahonie cesminolist¢ byla pfitomnost berberinu v nejveétsi koncentraci prokazana

v kofeni, v menS$im mnozstvi v listech.
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Tabulka 6: Hodnoty absorbance pii vinové délce 350nm pro realné vzorky.

Vzorek A3
Vytazek z kotene 0,174
Olej -
Kofen Mahonie cesminolisté 0,80
Bobule Mahonie cesminolisté -
Listy Mahonie cesminolisté 0,538
Vlastoviénik vétsi 0,113

Absorbance (00

L T T T
/ 300 400 A00 600 700 800

1 T
200
Wavelength (hm) »—m\\

Obrazek 39: UV-VIS spektrum berberinu v zakoupeném extraktu kofene.
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Obrazek 40: UV-VIS spektrum berberinu v kofeni Mahodnie cesminolisté.
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Tabulka 7: Ptehled vzorku a jejich koncentraci ziskanych méfenim (N = 3).

DPV UV-VIS
Kalibracni kiivka Standardni piidavek Deklarvova}le
mnozstvi
Vzorek Koncentrace [mg/g] Koncentrace [mg/g] Koncentrace [mg/g] Koncentrace [mg/g]
Vytazek z kotfene 650 = 25 526 £ 15 707 + 81 850
Olej - - -
, fKofen 0,146 = 0,015 0,78 +0,10 0,250+ 0,94
Mahoénie cesminolisté
Bobule i i )
Mahoénie cesminolisté
Listy 0,122 + 0,078 0,181 + 0,077 0,091 + 0,005

Mahodnie cesminolisté

Vlastoviénik veétsi
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace byla charakterizace alkaloidu berberinu a jeho
elektrochemickd studie na uhlikovych pastovych elektrodach. Tyto pastové elektrody
byly ptipraveny z uhlikovych praskt nesouci oznaceni CR-5 a Sigradur G, jako pojivo
poslouzil parafinovy a silikonovy ole;j.

Na zacatku bylo nezbytné ovéfit elektrochemické chovéani berberinu,
konkrétn¢ jeho oxidaci v zdkladnim elektrolytu. Podminky pro toto méfeni byly
automaticky nastaveny programem NOVA 1.11. a méfeni probihalo v rezimu linearni
voltametrie v Britton-Robinsonové pufru o pH 1,81 s pouzitim GCPE/PO. Vysledkem
byl rostouci oxidacni pik pii potencialu 1,2 V.

Dalsim krokem byl vybér vhodné pracovni elektrody, ktery probihal
testovanim GCPE/PO, GCPE/SO, GC a BDDE elektrody. Pro tivodni experimenty
poslouzila k méfeni GCPE s parafinovym olejem, kterd se pozdéji ukézala jako
nevhodnd, z toho divodu, ze neposkytovala reprodukovatelné vysledky. V dusledku
toho byla nahrazena elektrodou GCPE se silikonovym olejem. Dalsi dilezitou soucasti
bylo nezbytné vybrat vhodny elektrolyt, ktery by poskytoval nejstabilnéjsi a zaroven
nejvétsi odezvu. Proto byla sledovana oxidace berberinu v 0,1 mol/l H,SO4, HCIOy,
HCI a Britton-Robinsonoveé, acetatovym, fosfatovym a boratovym pufru.
Z provedenych experimentl vykazoval nejlepsi odezvu boratovy pufr o pH 9,89. Po
vybrani GCPE/SO elektrody jako elektrody pracovni a boratového pufru jako
zakladniho elektrolytu bylo nutné jesté ovéfit citlivost metod. Jak uZz bylo zminéno
vyse, ivodni experimenty probihaly v reZimu linearni voltametrie, avSak pii srovnani
s diferen¢né pulzni voltametrii a cyklickou voltametrii bylo zjiSténo, ze nejvhodné;si
metodou k dalsimu méfeni bude DPV z dtvodu zisku nejcitlivéjsich voltamogramd.

Po vybéru elektrody GCPE/SO, boratového pufru jako elektrolytu a vhodné
meéfici techniky DPV se pokracovalo provadénim experimentl k optimalizaci zvolené
metody. Optimalizace zahrnovala upravu pfistrojovych podminek jakozto tUpravu
amplitudy na hodnotu 25 mV, délky pulzu na 0,025 s a vzdalenost mezi pulzy na 0,1 s.
Za téchto podminek vykazovalo méfeni jeste citlivéjSich vysledkd. Nezbytnou soucasti

optimalizace byl také vybér vhodného potencialu akumulace, pti kterém dochazelo ke
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zméné potencidlu. Nicméné bylo zjisténo, Ze nejstabilngjsi signal byl ziskan pfi
akumulaénim potencidlu 0 V. Jako nejvhodnéjsi doba michani pied samotnou analyzou,
ktera ma pozitivni vliv na stabilitu signalu byla stanovena na 30 s. Také bylo nutné
ovéteni reprodukovatelnosti signalu pro oxidaci berberinu. K tomuto ovéfeni byla
provedena série méfeni na jednom povrchu elektrody a na povrchu elektrody, ktery byl
pted kazdou analyzou obnoven. Tento novy povrch poskytoval pro kazdé méfeni hiie
reprodukovatelné vysledky, proto bylo méfeni provadéno na jednom povrchu elektrody.

Déle byla proméfena a sestavena kalibracni kiivka pro Siroké rozmezi
koncentraci 3,55-107 mol/l az 3,2:10° mol/l, avsak tato kiivka byla linearni pouze
v oblasti 3,56- 107 az 1,78 10 mol/l. Z t&chto koncentraci, které tvotily linearni ¢ast
kiivky byla vypodtena mez detekce LOD = 9,72:10™? mol/l a mez stanovitelnosti
LOQ = 3,24-10 " mol/l.

Navrzena metoda byla ovéfena pomoci modelovych a redlnych vzorkl a ziskané
vysledky byly srovnany s vysledky UV-VIS spektrofotometrie. Z proméfenych vzorkt
byl stanoven nejvétsi obsah berberinu v zakoupeném extraktu kofene, kde nalezené
mnozstvi bylo 650 mg/g metodou kalibra¢ni kiivky a 526 mg/g metodou standardniho
ptidavku. Deklarované mnozstvi prodejcem bylo 850 mg/g. V zakoupeném vzorku
regeneracniho oleje YBE nebyl zjistén zadny podil toho alkaloidu, diivodem miize byt
nizka citlivost pouzitych metod. Ve vzorku Mahoénie cesminolisté pochazejici z vlastni

zahrady, byl nejvétsi podil berberinu nalezen ve vzorku kofene a to 0,146 mg/g.
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8. PRILOHY

V piiloze jsou pifedlozeny vybrané voltamogramy, které byly ziskany
promé&ienim GCPE/SO a GCPE/PO elektrody v ruznych elektrolytech a pii ruznych

metodach voltametrického méfeni.
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Ukézkovy voltamogram berberinu v roztoku Britton-Robinsonova pufru, pH 2,6,
¢ =3,55- 10" mol/l, GCPE/PO, DPV, michani 30 s.
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Ukazkovy voltamogram berberinu v roztoku acetatového pufru, pH 4,21, ¢ = 3,55 107
mol/l, GCPE/PO, DPV, michani 30 s.
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Ukazkovy voltamogram berberinu v roztoku acetatového pufru, pH 4,21, ¢ = 3,55 107

mol/l, GCPE/SO, DPV, michani 30 s.
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Ukazkovy voltamogram berberinu ve vzorku vytazku z kofene, boratovy pufr, pH 9,89,
¢ = 1,18 10" mol/l, GCPE/SO, DPV, michani 30 s.
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Ukéazkovy voltamogra berberinu ve vzorku kofene Mahodnie cesminolisté, boratovy

pufr, pH 9,89, ¢ = 1,01 10" mol/l, GCPE/SO, DPV, michani 30 s.
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Ukéazkovy voltamogram berberinu v roztoku boratového pufru, pH 9,89,

¢ =3,55- 107, mol/l, GCPE/SO, CV, rychlost skenu 20 mV/s, michani 30 s.
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Ukazkovy voltamogram berberinu v roztoku boratového pufru, pH 9,89,

c=3,55- 10" mol/l, GCPE/SO, CV, rychlost skenu 50 mV/s, michani 30 s.

[} o+ n

m m n

o om o
T T T

WE).Current (&)

ra

m

m
T

\

(=]
T
|

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3
Potential applied (V)

Ukazkovy voltamogram berberinu v roztoku boratového pufru, pH 9,89,

¢=3,55 107, mol/l, GCPE/SO, CV, rychlost skenu 100 mV/s, michani 30 s.
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Ukéazkovy voltamogram berberinu v roztoku boratového pufru,

¢=3,55 107 mol/l, GCPE/SO, CV, rychlost skenu 200 mV/s, michani 30s.
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Ukazkovy voltamogram berberinu v roztoku boratového pufru,

¢=3,55 10" mol/l, GCPE/SO, CV, rychlost skenu 500 mV/s, michani 30 s.
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