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Anotace

Diplomova prace se zabyva elektrochemickym chovanim vybranych aromatickych latek
Vv koteni. Jmenovité Slo o anethol, eugenol a myristicin, pficemz pfedmétem zdjmu byly
1 moznosti jejich stanoveni na elektrodé¢ ze skelného uhliku. Elektrochemické chovani
uvedenych latek bylo studovdno pomoci cyklické voltametrie, zatimco k jejich analyze

v modelovych a redlnych vzorcich se osvédéila square-wave voltametrie.

Kli¢ova slova: anethol, eugenol, myristicin, voltametricka studie a analyza, kofeni

Title: Electrochemical behaviour of selected flavouring substances and their voltammetric

determination in spice samples

Annotation

This diploma thesis deals with the electrochemical behaviour of selected flavouring
substances in spices; namely, anethol, eugenol, and myristicine, followed by interest
in possibilities of their determination at the glassy carbon electrode. Electrochemical behaviour
of the respective substances was investigated by cyclic voltammetry, whereas their analysis

in model and real samples was performed with the aid of square-wave voltammetry.

Key words: anethole, eugenol, myristicin, voltammetric study and analysis, spices
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Zkratky a znac¢ky

BDDE
CPE
CVv
DPV
GC
GCE

HPLC

LDso

LOD
LOQ
MS
NMR
PGE
SCE
SWV
uv

VIS

borem dotovana diamantova elektroda (,,boron-doped diamond electrode*)
uhlikova pastova elektroda (,,carbon paste electrode*)

cyklicka voltametrie (,,cyclic voltammetry*)

diferen¢né-pulsni voltametrie (,,differential pulse voltammetry*)

plynova chromatografie (,,gas chromatography

elektroda ze skelného uhliku (,,glassy carbon electrode®)

vysokouéinna kapalinova chromatografie (,,high-performance liquid
chromatography*)

infracervené (,,infrared*)

davka v mg/kg, kterd do 24 hodin od podani usmrti 50 % testovanych jedinci
(,,lethal dose 50 %)

mez detekce (,,limit of detection®)

mez stanovitelnosti (,,limit of quantification®)

hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry*)

nuklearni magneticka rezonance (,,nuclear magnetic resonance*)

tuzkova grafitova elektroda (,,pencil graphite electrode®)

nasycena kalomelova elektroda (,,saturated calomel electrode*)
voltametrie ¢tvercovych vin (,,square-wave voltammetry*)

ultrafialové (,,ultraviolet®)

viditelné (,,visible®)
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Uvod

Elektrochemicka a elektroanalytickd méteni s uhlikovymi pastovymi elektrodami (CPE)
maji na Katedfe analytické chemie Univerzity Pardubice (UPa) vice jak tficetiletou tradici
a témer stejnou dobu predstavuji poznavaci znacku elektro-analytické skupiny jak u nas,
tak 1 ve svété. Velmi rozmanité aktivity pii vyzkumu a vyuziti CPE dokldd4d i nedavno
uvetejnény referat [1], ktery zahrnuje na Ctyfi stovky odkazi na odborna sdéleni, zahrnujici
puvodni publikace, konferenéni ptispévky, ale i souhrnné referaty a v neposledni fadé vibec
prvni monografii, vydanou v prestiznim nakladatelstvi v USA [2], na niz maji zasadni podil
prave pardubicti elektroana-lytikové. Oba spisy (viz obr. 1) cituji i nékolik desitek diplomovych
praci z UPa; jinymi slovy, 1 nasi diplomanti maji na vysledcich a véhlasu pardubické

elektrochemické Skoly na poli elektroanalyzy s CPE sviij podil.

Electroanalysis Obr. 1 Titulni stranka
e with
Carbon Paste referdtu k jubileu elektrod
AT THE UNIVERSITY OF PARDUBICE ElectdeS Z uhll’kov)}Ch past na
Mo SVANEATA Y. oot Bonncers « Dart Keigher « B Wakcavis + Landd Wy

Univerzité Pardubice a
prebal monografie, kterd je

vénovana CPE [1; 2]

SRS e pe—

Na pocatku tieti dekady nového tisicileti, ve slozitém obdobi pandemie koronaviru
COVID-19, védecko-vyzkumna prace s CPE pokracuje, a to spole¢né s piibuznymi uhlikatymi
konfiguracemi typu elektrody ze skelného grafitu (GCE) nebo s litograficky tisténymi senzory
a ¢lanky (SPE), v poslednich letech se stale vyraznéjsi orientaci na klinickou, farmaceutickou
a potravinafskou analyzu biologicky dileZitych latek. A opét feSeni konkrétnich problému
Z této oblasti —V soucasnosti preferované — jsou vénovany cetné diplomové prace, namatkou
z téch nedavnych tieba ptispévky k vyvoji metod ke stanoveni nékterych ptirodnich alkaloidd,
sloucenin ze skupiny pfirodnich olejl, vitamint ¢i vybranych 1é€iv a potravinovych dopliku.

Nejnovéjsim piispévkem v tomto smérovani je tato diplomova prace, vénovana studiu
elektrochemického chovani vybranych aromatickych latek a eventudlnimu navrzeni

ptislusnych metod pro jejich voltametrické stanoveni ve vzorcich kofeni.
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1 Aromatické latky v koreni

Kofeni lze definovat jako suSené ¢ésti aromatickych rostlin. Riiznd koteni obsahuji
mnoho riznych aromatickych latek. Tato prace se bude zabyvat pouze tfemi vybranymi.
Do experimentalni ¢asti této prace byly vybrany anethol, eugenol a myristicin. Anethol mizeme
nalézt napiiklad v anyzu, fenyklu nebo estragonu. Eugenol se vyskytuje v novém koteni,

skofici, manioku ¢i hiebicku. Myristicin se nachazi hlavné v muskatovém ofisku [3].

1.1 Vlastnosti anetholu, eugenolu a myristicinu

Kofeni, a tedy i aromatické latky v ném obsazené, se pouziva hlavné pro dochucovani
jidel, mé vSak 1 jiné funkce. Kofeni obsahuje antioxidanty, je tedy mozné ho pouzit ke zvySeni
trvanlivosti potravin. Antioxidanty maji také dobry vliv na lidsky organismus, poméhaji branit

télo pied kardiovaskularnimi onemocnénimi, ur¢itymi druhy rakoviny ¢i astmatem [3].

1.1.1 Anethol

Anethol, neboli 1-methoxy-4-(1-propenyl)benzen (viz. obr. 2), je aromaticka latka
s molekulovou hmotnosti 148,2 g/mol. Vyskytuje se ve dvou modifikacich, a to bud’ jako
cis- nebo jako trans-izomer. Jako hlavni izomer se vyskytuje trans-. Jedna se o krystalickou
latku s viini anyzu a sladkou chuti. Jeho hustota je 0,9883 g/l, bod tani 21,5 °C a bod varu
234 °C (101,7 kPa). Je malo rozpustny ve vodé, rozpustny v chloroformu a etheru. Anethol
lze oxidovat na anisaldehyd (pomoci H2CrOgs), pfipadné az na kyselinu anisovou, nebo

dehydrogenovat na 1-methoxy-4-propylbenzen [4; 5; 6].

H,C CH,

\. /

Obr. 2 Chemicka struktura anetholu (trans-izomer)
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Anethol miizeme nalézt v anyzovém oleji (80 az 90 %), badidnovém oleji (> 90 %) nebo
ve fenyklovém oleji (80 %). Ziskava se bud izolaci z oleji bohatych na anethol pomoci
destilace ¢i krystalizace, nebo ho lze syntetizovat z derivati anisolu. Pouziva se k vyrobé
kosmetickych produktii, likéri nebo jako stabilizitor u barevnych fotografii.
Mél by byt skladovan ve tmé [4; 5].

Na anethol je velmi bohaty anyz (viz. obr. 3). Jedna se o jednoletou rostlinu dorustajici
vysky 30 az 50 cm a pokrytou jemnymi chlupy. Ma drobné bilé kvéty, ze kterych vznikaji
Sedozelen¢ az Sedohnédé plody podobné sementim. Plody jsou 3 az 5 mm dlouhé,
1,5 az 2,5 mm Siroké a 2 az 4 mm silné. Rostlina potiebuje teplé¢ a dlouhé vegetacni obdobi
a horké 1éto, aby dozrala semena. Anyz se péstuje v mnoha zemich, napiiklad v Turecku,
Recku, Italii nebo v Indii. Vyvazi se pfedev§im z Turecka, Egypta a Spanélska. V obchodech
Ize koupit anyz obsahujici celé plody [7].

Obr. 3 Anyz

Vyznamné mnozstvi anetholu se nachazi také v badyanu (viz. obr. 4). Jedna se koteni
ve tvaru hvézdice, kterda ma nejCastéji osm folikuli. Ziskdva se ze stromu z Celedi
$acholanovitych. Badian pochézi z Ciny. Dnes se komeréné vyrabi pouze v Ciné a Vietnamu.
Jeho produkce je odhadovana na vice nez 25 Gt roéné. Ma charakteristicky anyzovy zapach.

Badyanovy olej se ziskava parni destilaci ¢erstvych plodu [8; 9].
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Obr. 4 Badidn

Anyz a anethol maji tfadu funkc¢nich vlastnosti, konkrétné jsou antibakteridlni,
fungicidni ¢i pasobi jako antioxidant. Anethol vykazuje vyznamnou antifungalni aktivitu proti
¢lentim rodu Aspergillus a inhibuje rtist mykotoxint. Pusobi kompetitivné s dopaminovymi
receptory. Casto se pouziva ve smésich proti kasli a miize byt pouZit i jako inhala¢ni prostiedek
pii ucpani dychacich cest. Mlizeme se s nim setkat 1 v ¢ajich. Primérna denni davka anyzu
je 3,0 g semene nebo 0,3 g oleje. Napojovy extrakt z anyzu podporuje absorpci zeleza
(testovano ve vazanych stfevnich segmentech potkanil). Olej se pridava do masti pii bolestech
svalil. Dalsi testy na potkanech také prokazaly, Ze anethol stimuluje regeneraci jater. Strukturou
je anethol podobny nékterych estrogennim latkam a Ize ho tedy pouzit ke zvySeni sekrece
mléka, usnadnéni porodu nebo k podpofe menstruace. Anyz je povazovan za afrodiziakum
a je tedy pouzivan ke zvySeni libida. Olej se da pouzivat nejen vniting, ale i zevné, naptiklad
pro oSetfeni svrabu, pomaha pti prevenci vsi nebo proti bronchialnim potizim [7].

Anethol miiZze zptsobit u potkanli hepatotoxicitu. Pfi béZné konzumaci ¢lovékem
se vSak zadné riziko nepiedpoklada, jelikoz majoritni izomer je trans-anethol, ktery je mnohem
mén¢ toxicky nez cis-anethol. Cis-anethol se v§ak muze uvoliovat pii Spatném skladovani
bez ochrany denniho svétla. U syntetického anetholu je vy$si zastoupeni cis-anetholu
nez u piirodniho, proto je v potravinafstvi pouzivan pouze pfirodni. U anetholu byla zjistovana

jeho toxicita pomoci LDsg pii oralnim podani u krys. Vysledek pro cis-izomer je 150 mg/kg
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a pro trans-izomer 2 090 mg/kg. MiiZe zptisobovat i alergie, proto je doporu¢eno ho nepouZzivat
Vv souvislosti se zanétlivymi ¢i alergickymi stavy pokozky. Alergie na anyz je ¢asto spojena
s alergii na pyl nebo jina kofeni ¢i bylinky. Pfi nadmérné konzumaci miZze anethol vyvolavat

nevolnost, zvraceni, zachvaty nebo plicni edém [4; 7].

1.1.2 Eugenol

Eugenol, neboli 2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)fenol (viz. obr. 5), je aromaticka latka
s molekulovou hmotnosti 164,2 g/mol. Jedna se o bezbarvou az nazloutlou kapalinu ¢i olej
se Stiplavym hiebickovym zapachem. Jeho bod tani je -10,3 °C, bod varu 253,5 °C a hustota
1,064-1,070 g/l. Je rozpustny v ethanolu a vétsiné organickych rozpoustédel a omezené
1 ve vod¢. Katalytickou hydrogenaci lze eugenol pievést na dihydroeugenol. Eugenol
Ize i esterifikovat ¢i etherifikovat, kdy vznikaji cenné vonné a aromatické latky, jako naptiklad

eugenol-acetat nebo eugenol-methylether [10; 11; 12].

CH,

O __CH,

HO

Obr. 5 Chemicka struktura eugenolu

Eugenol se vyskytuje v mnoha éterickych olejich, naptiklad v hiebickovém oleji
(> 80 %), v novém kofeni a oleji z nového koieni (60-90 %) nebo ve skoficovém oleji (80 %).
V praxi lze eugenol syntetizovat nebo ziskat izolaci z éterickych oleji, zejména z hiebickového
listového oleje nebo ze skoticového listového oleje. Syntéza se vSak téméf nepouziva. Z olejl

izolujeme eugenol pomoci extrakce roztokem NaOH a nésledné destilace vodni parou.
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Vznikly alkalicky roztok se okyseli a destilaci pfi nizké teploté se ziska ¢isty eugenol. Pouziva
se jako viin¢ do parfémt, jako dezinfekéni prostfedek, jako ochucovadlo v potravinaistvi nebo
ve farmacii jako analgetikum, anestetikum ¢i antiseptikum, a to zejména ve stomatologii.
M¢l by byt skladovéan na chladném a suchém misté v tésn€ uzavienych nadobach, v chladnicce
pod inertnim plynem. Je nutné jej chranit pred svétlem a teplem [10; 11; 12; 13].

Eugenol se nachazi v hiebicku (viz. obr. 6), ktery je ziskavan ze stromu z Celedi
myrtovitych Jedna se o stfedné velky, vzdyzeleny strom dorustajici vysky az 20 m. Strom muize
zit az 100 let. Jsou zdznamy o stromech starSich 350 let. Kvétenstvi jsou slozend, skladajici
se z 15 az 50 kvéth. Hiebicek pochazi z Indonésie. Jako hlavni vyvozce je Indonésie, dovazi
se vSak i ze Zanzibaru, Madagaskaru a dalSich africkych zemich. Kofeni, které se prodava
v obchodech, jsou suSend neoteviena poupata. Kvalitu kofeni snizuje bud brzky sbér,
nebo naopak prezralost. Suseni se provadi nejcastéji na slunci, ale je mozné pouzit i susicku.

Pti dlouhodobém skladovani hiebicku se obsah eugenolu jesté zvysuje [14].

Obr. 6 Hrebicek

Hlavnim zdrojem eugenolu je novém kofeni (viz. obr. 7), které ziskavame
ze vzdyzeleného stromu z Celedi myrtovitych, stejné jako hiebicek. Jedna se o maly dvoudomy
strom se Stihlym kmenem, ktery je na konci hojné rozvétven. Z bilych kvéti vznikaji kulovité
zelené bobule, které po usuSeni zhnédnou. Roste pirevazné v tropech. Nejvétsim producentem

a vyvozcem nového kofeni je Jamajka. Nové kofeni se prodava jako celé suSené plody,
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nebo jako mleté. Olej z nového koteni ziskdvame nejcastéji superkritickou extrakei CO>
pii tlaku 35 MPa a teplot¢ 50 °C. Dalsi moznost vyroby je pomoci destilace. Listovy olej
je na eugenol bohatsi nez bobulovy olej. Nové kofeni se pouziva v potravinaistvi, ve farmacii

a v parfémovém prumyslu [15; 16].

Obr. 7 Nové koieni

Eugenol muzeme nalézt i ve skofici. Skofice se ziskava z tropického vzdyzeleného
stromu z Celedi vaviinovitych. Péstuje se v nejmokiejSich nizinnych oblastech jihovychodni
Asie. Skoftice pouzivana jako kofeni je susena cast stfedni ¢asti kiry. Prodava se bud’ jako ostny
nebo mleta na prasek. Pro zisk eugenolu se skofice moc nepouziva [17].

Eugenol ma 1é¢ivé a antimikrobidlni uinky. Pouziva se k 1écb¢ plynatosti, prijmu,
bronchitidy, Gplavice, porucham traveni, depresi a stresu. V malych davkach mize pomoci 1é¢it
revmatismus, artritidu ¢i kasel. Ma také silny baktericidni ucinek napiiklad proti Salmonele
nebo Stafylokokovi. Jeho baktericidni ti¢inek je dokonce silngjsi nez u anetholu. Ma také slibnou
nematocidni aktivitu, to znamena, Ze pusobi proti cerviim. Eugenol ptisobi jako antioxidant,
presnéji zachycuje hydroxylové radikaly. Pro své chutové a antiseptické vlastnosti je eugenol
pouzivan pro vyrobu mydel, parfémi nebo zubnich past. Maximalni obsah eugenolu
se pohybuje v fadech setin az desetin procent, protoZe ve vétsich mnozstvim ma silné nezadouci
Gginky. Casto se pouziva v zubnim lékaistvi jako anestetikum [14; 15; 17].

Eugenol drazdi lidskou pokozku, je potencidlni alergen a experimentalni karcinogen
a mutagen. Toxicita eugenolu byla testovdna na krysdch pii ordlnim podani,

kde LDso = 1930 mg/kg. Pii kratkodobé expozici mlize eugenol u lidi vyvolat podrazdéni kiize,
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oc¢i ¢i dychacich cest. Pfi poziti zpisobuje zvraceni, bolesti bficha, nevolnost, prijem ¢i kiece
az v takovém rozsahu, ze miize dojit k poskozeni traviciho traktu a jater. Pfi vdechnuti vyvolava
podrazdéni pradusek, zavraté nebo plicni edém. Pti kontaktu s kizi ¢asto vznika podrazdéni
¢i zanét. U dlouhodobé expozice na kiizi zpusobuje alergickou dermatitidu, je schopen zptisobit

nevratné poskozeni ledvin, jater nebo plic [10; 11; 13].

1.1.3 Myristicin

Myristicin, neboli 3-methoxy,4,5-methylendioxy-allylbenzen (obr. 8), je aromaticka
latka s molekulovou hmotnosti 192,21 g/mol. Jedna se o olej. Jeho bod tani je -19,9 °C,
bod varu 276,5 °C a hustota 1,541 g/1. Je rozpustny v ethanolu, etheru a benzenu [18; 19].

ML X O

O

H3C/

Obr. 8 Chemickd struktura myristicinu

Vyskytuje se prevazné v muskatovém ofisku (viz. obr. 9), kde je zodpovédny
za jeho typickou vini. Dale se s nim mizeme v mensi mife setkat také v mrkvi, v anyzovém
oleji, celeru nebo ¢erném pepti. Pouziva se v potravinaiském primyslu do masnych vyrobk,
omacek, polévek a dalsich slanych i sladkych pokrmi. Ve farmacii se pouziva pii aromaterapii
a proti stresu. Dale se pouziva do parfému, pro denaturaci tuktt v mydlovém pramyslu
nebo jako vychozi slozka pro vyrobu jinych chemickych sloucenin. Pii skladovani

by mél byt chranén pied svétlem a vysokou teplotou [18; 20; 21; 22; 23].
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Obr. 9 Muskatovy orisek

Muskatovy ofiSek se ziskdvd ze stromu muskatovniku vonného 7z eledi
muskatovnikovitych. Strom dortsta vysky 4 az 13 metri. Jeho plody jsou visici, Zluté, hladké,
7 az 10 cm dlouhé. Uvnitt plodu je 2 az 3 cm dlouhé hnédé seminko. Kofeni muskatovy ofisek
je suSené jadro semene, muskatovy kvét je potom suSené okoli semene. Susi se prevazné
na slunci, n€kdy i Vhorkovzdusné troub&. Péstuje se pievazné v zapadni Indii.
Olej se z muskatového ofisku vyrabi destilaci vodni parou nebo extrakci [21; 22].

Myristicin pusobi jako insekticid. Je také inhibitorem monoaminooxidazy. Ve farmacii
jsou pouzivany pro své karminativni a stimula¢ni G¢inky. Je deodorativni, narkoticky,
afrodiziakalni a uzite¢ny pfi nadymani, nevolnosti a zvraceni. Je povazovan za 1¢ék na poruchy
traveni, dehydrataci zplisobenou zvracenim a prijmem, na nachlazeni a souvisejici poruchy.
Pouziva se pii 1écbé mocového méchyie, impotence, nespavosti a koznich onemocnéni.
Mpyristicin také vykazuje dobrou antibakteridlni a antimikrobidlni aktivitu proti nékterym
bakteriim, véetné Escherichia coli [18; 21; 22; 24].

Ma podobné ucinky jako ethanol, pfesnéji halucinogenni az narkotické. Vyssi davky
vyvolavaji pfiznaky stejné, jako otrava ethanolem, jako je nevolnost, deprese nebo otupélost.
Halucinogenni aktivita myristicinu je zpusobena jeho metabolizaci na aktivni slou¢eninu, ktera
ma podobny ucinek jako LSD. Myristicin ve velkém mnozstvi vyvolava narkézu, ospalost,
epileptické kiec¢e a dokonce 1 smrt. Toxicita myristicinu byla testovana na kryse pii oralnim
podani, kde LDsp = 4260 mg/kg. Myristicin ve velkém mnozstvi mizZe zpusobit tukovou
degeneraci jater [18; 20; 22; 25].
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2 Instrumentalni techniky v analyze kofeni

Pomoci chemické analyzy kofeni se zjiSt'uje hlavné jeho kvalita. DillezZité je také zjistit,
zda dané koteni neobsahuje latky, které by negativné ovlivnily lidsky organismus nebo dokonce
zpusobily smrt. Chemicka analyza pomaha také pii odhalovani falsovani koteni. Bylo vyvinuto

hned nékolik technik pro analyzu koteni a stale se vyvijeji dalsi.

2.1 Chromatografické techniky
Chromatografické techniky jsou nejspise nejpouzivanéjsi skupinou technik pro analyzu
kofeni. Jejich vyhoda je, ze uc¢inné odd€luji smés slozek na jednotlivé ¢asti. Tyto metody ale

mohou byt zdlouhavé a nakladné.

2.1.1 Tenkovrstva chromatografie

Pro urcité analyzy je pouzitelnd i tenkovrstva chromatografie. Jedna se o barevné vzorky
¢i duikazy pritomnosti barviv. Mezi vzorky patii Safran, prasky z papriky, kurkumy, chilli nebo
kari. Naptiklad Schwack W. a spol. [26] vyvinuli metodu pro analyzu pfitomnosti azobarviv
v kofeni. Byla pouzita silikagelova deska impregnovana kofeinem. Pro analyzu Safranu pouzili

tenkovrstvou chromatigrafii Sereshti H. a spol. [27] nebo Bhooma V. a spol. [28].

2.1.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) ve spojeni shmotnostni spektrometrii (MS)
je asi nejpouzivangjs$i metoda k analyze kotfeni. Tento druh chromatografie slouzi k analyze
tékavych latek. Oproti jinym metoddm ma plynova chromatografie vysokou citlivost
cerné¢ho pepfe a papdji. Byla pouzita kiemicita kapilarni kolona, jako nosny plyn helium
a vzorek byl vstiikovan s délicim pomérem 1:10. Byla zjistovana ptitomnost fotochemikalii
jako je 2-propyl-1-penthanol, benzylnitril nebo kyselina n-hexadekanova. Farag M. A. a spol.
[30] pomoci spojeni GC-MS provedli analyzu Safranu. Touto metodou identifikovali
pfitomnost ruznych aldehydt (safranal nebo benzaldehyd), ketont (izoforon nebo
2,6,6-trimethyl-1,4-cyklohexandion),  uhlovodiki  (n-triadekan, hexadekan nebo
1,4-dimethylnaftalen), fenold, pyrant, furant a dalSich. GC se hojn¢ vyuziva nejen k analyze

kofeni, ale i k analyze oleju ziskanych z kofeni ¢i bylin [31].

21



2.1.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie, ptesnéji vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC),
je vhodna pro separaci a identifikaci jednotlivych slozek matrice, jako jsou proteiny,
aminokyseliny, pesticidy a dalsi. Kapalinova chromatografie, 1ze stejné jako tenkovrstva
chromatografie, pouzit pii analyze pfitomnosti barviv v kari ¢1 kurkumé, jak provedli
Sebaei A. S. aspol. [32]. Sahu P. K. a spol. [33] pouzili kapalinovou chromatografii pro analyzu
kurkumy. Byl stanovovan kurkumin, bisdemethoxykurkumin, demethoxykukumin
a metanilové zluté barvivo. Pro detekci bylo pouzito fotodiodové pole pii 425 nm. Pro lepsi
separaci byla pouzita gradientova eluce. Metoda byla shledana robustni a bez vyznamnych

odchylek. HPLC je ¢asto spojovana s hmotnostni spektrometrii.

2.1.4 Elektroforetické metody

Elektroforetické metody jsou zalozené na identifikaci latek na zdkladé piitomnosti
nabitych slozek. Do téchto metod fadime kapilarni zonovou elektroforézu, kapilarni gelovou
elektroforézu, kapilarni  izoelektrickou fokusaci, izotachoforézu nebo micelarni
elektrokinetickou kapilarni chromatografii. Mezi nevyhody téchto metod patii nepfesna méteni
a omezeni vzorkd, které lze analyzovat. Je mozné pouziti pro zjiSténi pfitomnosti efedrinu,
kofeinu nebo furosemidu [31]. Byla také pouzita k analyze Safranu pomoci stanoveni
neutralnich sloucenin crocinu. Jelikoz tyto metody neumi stanovit neutrdlni latky, byly

slouCeniny crocinu pfevedeny na boratové komplexy [34].

2.2 Spektralni techniky

Spektralni techniky jsou zaloZeny na interakci hmoty s elektromagnetickym zafenim.
Délime je podle pouzitého zafeni. Zafeni pouzivame ultrafialové (UV), viditelné svétlo (VIS),
infracervené (IR), fluorescencni a dalsi. Tyto metody jsou rychlé, nedestruktivni a citlivé.

Spektralni techniky jsou ¢asto spojovany se separa¢nimi [31].

2.2.1 UV/VIS spektrometrie

UV/VIS spektrometrie je spojeni UV spektrometrie a VIS spektrometrie. Jelikoz
je ziskané spektrum tézko interpretovatelné, moc se tato technika nepouziva. Je nutné, aby
analyzované latky méli konjugované nasobné vazby [35]. D’ Archivio A. A. a Maggi M. A. [36]
pouzili UV/VIS spektrometrii k analyze Safranu. Byly analyzovany vodné extrakty Safranu pii

n¢kolika vinovych délkach.
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2.2.2 Infraervena a Ramanova spektrometrie

Z oblasti infracerveného zateni vyuzivame hlavné stfedni a blizké. Tyto techniky studuji
vibra¢né-rotacni spektra molekul. K vyuzitim techno technik patii analyza kurkumy [37],
skofice [38] nebo papriky [39]. Infraervena spektrometric se Casto poji s Fourierovou

transformaci, ¢ehoz se vyuziva napiiklad k analyze $afranu [35].

2.2.3 NMR spektrometrie

NMR spektrometrie, neboli nukledrni magneticka rezonanéni spektrometrie, je technika
S minimalnimi pfedupravami vzorku a vysokou piesnosti a opakovatelnosti. Pomoci NMR
spektrometrie jsme schopni identifikovat sacharidy, aminokyseliny, aminy, estery a dalsi

organické slouceniny. | tato technika se pouziva pro analyzu Safranu jako Ordoudi. S. A. a spol.

[40] nebo Petrakis E. A. a spol. [41].

2.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) ma vysokou citlivost. Slouzi k identifikaci izotopti i pro
elementarni profilovani sloucenin. Je vhodna pro identifikaci a kvantifikaci jak stopovych
mnozstvi uréitych prvk, tak i slozitych matric, jako je prave vétSina kofeni. Pomoci hmotnostni
spektrometrie byly analyzovany pepf, chilli, muskatovy ofisek, vanilka a dalsi [31]. Nejéast&ji
se MS pouziva se spojeni se separacnimi technikami, jako je plynova nebo kapalinova
chromatografie. Spojeni LC-MS pouzili naptiklad Dong H. a spol. [42]. MS je vhodna i pro

analyzu oleju, napiiklad Poto¢nok T. a spol. [43] ji pouzili k analyze slozeni mastnych kyselin.

2.3 Elektrochemické techniky

Elektrochemické techniky se pro analyzu kofeni pftili§ nepouzivaji. O pouziti
polarografie byly nalezeny pouze 2 prace. Voltametrie je o néco Castéjsi. Z elektrochemickych
technik se nejcastéji pouziva cyklicka voltametrie. Pomoci cyklické voltametrie se asto sleduje
mechanismu oxidace nebo redukce vybranych elektroaktivnich latek. Voltametrie je pouzivana
také ke stanoveni antioxidacni aktivity nékterych latek, jako naptiklad zazvoru [44].

Polarografie pro analyzu koteni byla poprvé pouzita v roce 1997. Blagojevic S. a spol.
ji pouzili pro stanoveni peroxidu vodiku ve vybranych druzich koteni [45]. V roce 2007 byla
polarografie pouzita pro analyzu fenyklu. Lado K. a spol. stanovovali prvky jako vapnik,
méd’, zelezo, nikl nebo zinek. V experimentu byly pouzity 3 smési kyselin. Prvni smés byla

kyselina dusi¢na s peroxidem vodiku, druhd smés byla kyselina dusi¢na s kyselinou
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chlorovodikovou a kyselinou fluorovodikovou, posledni smés byla kyselina dusi¢na
s kyselinou chlorovodikovou a peroxidem vodiku. Extrakce vzorku byla provedena pomoci
mikrovinného $tépeni za nizkého a vysokého tlaku [46].

V roce 2017 Armellini R. a spol. pomoci voltametrie analyzovali Safran. Bylo stanoveno
mnoZstvi crocinu v Safranu. Jako pracovni elektroda byla vybrana elektroda ze skelného uhliku.
Tato metoda nakonec byla pouzita k rozliSeni vzorki Safranu podle zemépisného pivodu [47].

Chan K. K. a spol. v roce 2018 pouzili voltametrii ke stanoveni kapsaicinoidd v chilli
papric¢kach. Pro extrakci byl pouzit methanol. Linearita byla v rozmezi asi 17 az 1400 ppm.
Z realnych vzorkl byla zkoumana paprika, tabasko omacka, kajensky pepf a cerstvé chilli [48].

Pro analyzu kofeni byl vyvinut i1 elektrochemicky senzor zaloZeny na nanokompozitu
oxidu kovu s vice kovy. Davoudi S. a spol. ho v roce 2019 pouzili pro detekci nanomolarnich
Pb?" a Hg?* v rtiznych druzich kofeni. Jako zéklad byla pouzita uhlikova pastové elektroda. Pro
ionty Pb?* byl ziskan linearni rozsah 0,27 az 18,42 nmol/l a limit detekce 0,054 nmol/l. Pro
ionty Hg?* byl ziskan linearni rozsah 0,42 az 31,30 nmol/l a limit detekce 0,097 nmol/l [49].

V roce 2020 byl publikovan ¢lanek o pouziti voltametrie na stanoveni kapsaicinu.
Ziyatdinova G. a spol. pouzili jako pracovni elektrodu elektrodu ze skelného uhliku
modifikovanou karboxylovymi jednosténnymi uhlikovymi nanotrubicemi dispergovanymi
v povrchové aktivni latce CeOz. Pro kvantifikaci byla pouzita diferencidlné-pulzni voltametrie.
Linearni rozsah byl 0,1 az 500 umol/l a limit detekce 28 nmol/l. Byl stanoven obsah kapsaicinu
v kofeni Cervené palivé papriky [50].

Burc M. a spol. v roce 2020 pomoci voltametrie stanovili kurkumin. Jako pracovni
elektroda byla pouzita platinova elektroda s modifikaci poly(vanilin-ko-kavova kyselina).
Modifikace byla provedena pomoci cyklické voltametrie, pomoci které bylo
nasledn¢ sledovano i elektrochemické chovani kurkuminu. Pro kvantifikaci byla pouzita
diferencialné-pulzni voltametrie. Linearni rozsah byl stanoven na 0,1 az 1,0 mmol/l a limit
detekce na 0,005 mmol/l [51].

Ziyatdinova G. a Budnikov H. pouzili v roce 2021 voltametrii k analyze karvakrolu
Vv kofeni oreganu. Jako pracovni elektroda byla pouzita elektroda ze skelného uhliku
modifikovand uhlikovymi nanotrubicemi dispergovanymi v aniontové povrchove aktivni latce
dodecylsulfatu sodném. Oxidace kvakrolu byla studovana pomoci cyklické voltametrie,
kvantifikace byla poté provedena pomoci diferencidlné-pulzni voltametrie. Jako elektrolyt byl
pouzit fosfatovy pufr pH 6,5. Detek¢ni limit byl stanoven na 0,075 pumol/l kvakrolu a linedrni

rozsah na 0,1 az 150 umol/l kvakrolu [52].
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3 Elektrochemie a elektroanalyza vybranych aromatickych latek
Pokud chceme latku stanovovat pomoci elektrochemie, musi byt dand latka

elektrochemicky aktivni. Elektrochemicky aktivni latka vykazuje jistou elektrickou vodivost,

ktera je umérna koncentraci disociovanych latek, a tak lze tyto latky kvantitativné stanovit.

3.1 Elektrochemie a elektroanalyza anetholu

Anethol se oxiduje pti potencialu okolo + 1,0 V. Oxidace je dvouelektronova a probiha
ireverzibilné. Pro analyzu anetholu se elektrochemie pfilis nepouziva. Byla nalezena ptedesla
méfeni z roku 1999 Demaillet Ch. and Bard A. J. [53], z roku 2015 Wang L.-H. a spol [54]
a z roku 2018 Jakubowska M. a spol. [55].

Nejstarsi nalezena prace zabyvajici se elektroanalyzou anetholu pochazi z roku 1999
a jejimi autory jsou Ch. Demaillet a A. J. Bard. Pro studii oxidace trans-anetholu byla pouzita
cyklicka voltametrie (viz. zaznam 1). Koncentrace anetholu byla 1,5 mmol/l. Jako elektrolyt
byl zvolen acetonitril. Jako pracovni elektroda byla pouzita platinova. Jako pomocna elektroda

byla pouzita nasycend kalomelova elektroda (SCE). Anethol se v tomto piipadé oxidoval

pfi + 1,35 V [53].
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Zaznam 1 Cyklicka voltametrie anetholu [53]
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Vroce 2015 Wang L.-H. a spol zkoumali elektrochemické chovani vybranych
aromatickych latek, véetné anetholu ¢i eugenolu. Bylo zjisténo, ze v nevodném elektrolytu jsou
hodnoty maximalnich proudti pro dané latky vyssi nez ve vodno-organickém elektrolytu.
Je to zptlisobeno vyssim pozadi. Pro oxidaci jsou vhodnéjsi vodno-organické elektrolyty, proto
byly hodnoty potencidlu v téchto elektrolytech nizsi nez u organickych elektrolyti. Celkovy
pocet elektroni byl stanoven pomoci coulometrie s fizenym potencialem. Jako elektrody
byly vybrany platinova a uhlikova pastova (CPE). Dale bylo zjisténo, Ze s rostoucim
pH klesa potencial, pii kterém se dané latky oxiduji [54].

V roce 2018 byla publikovana prace od Jakubowska M. a spol., ktera se zabyva pouzitim
riznych elektrod pro voltametrickou analyzu anetholu. Nejdiive byla pouzita cyklicka
voltametrie pro studium elektrochemického chovani a pro nésledujici méteni byla pouzita
difere¢né-pulzni voltametrie (DPV). Bylo zkouméno nékolik elektrod, konkrétné diamantova
elektroda dopovana borem (BDDE), elektroda ze skelného uhliku (GCE), uhlikovéa pastova
elektroda (CPE) a uhlikové pastové elektrody dopované La,Oz a CeO,. U vybranych elektrod
byly zkoumény i 2 praméry, 1,5 a 3 mm. Poloha piku anetholu byla mezi 965 a 1155 mV.
Elektrody o priméru 3 mm vysly jako lepsi nez ty o priméru 1,5 mm. Jako nejlepsi byla
vybrana uhlikova pastova elektroda dopovana La»Os. Jako elektrolyty byly vybrany acetatovy
pufr, Britton-Robinsontv pufr, fosfatovy pufr a amoniakalni pufr v rozmezi pH od 2,0 do 9,0.

Jako nejlepsi byl vybran acetatovy pufr o pH 6 [55].

3.2 Elektrochemie a elektroanalyza eugenolu

Eugenol se oxiduje pii potencialu vrozmezi od 0,2 do 0,7 V. Oxidace
je dvouelektronova a reverzibilni. Navic vznika produkt, ktery je sam také elektrochemicky
aktivni. Stanovovani eugenolu pomoci elektroanalyzy je v dnesni dob¢ velmi rozsifené.
Pro analyzu eugenolu bylo vyvinuto jiz nckolik  biosenzorti, naptiklad
GCE/CRGO-BCD/ADA-SPE-AuNPs [56]. Eugenol se pouziva také k modifikaci elektrod
pro elektroanalyzu jinych latek.

Nejstarsi prace zaméfena na elektroanalyzu pochazi z roku 1979 a jejimi autory jsou
Ignuchi M., Nishiyama A., Terada Y. a Yamamura S. [57]. V této praci byla pouzita cyklicka
voltametrie s elektrodou ze skelného uhliku a jako elektrolyt byl pouzit methanol.

Vroce 2007 byla vydana prace autor Thakur K. a Petre K. S. kde byla
pro elektroanalyzu pouzita polarografie. Jako pracovni elektroda byla vybrana kapajici rtutova

elektroda. Jako elektrolyt byl pouzit vinan amonny a smés HCl a NaOH na upravu
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pH na hodnotu 6,7 + 0,1. Byla vykreslena polarograficka vlna, jejiz vyska byla zavisla
na koncentraci eugenolu [58].

Vroce 2015 Wang L.-H. a spol zkoumali elektrochemické chovani vybranych
aromatickych latek, vcetné anetholu ¢i eugenolu, jak uz bylo popsano v kapitole
3.1 Elektrochemie a elektroanalyza anetholu [54].

V roce 2016 bylo publikovano mnoho ¢lankti o elektroanalyze eugenolu. Napiiklad
Saglam O. A spol. pouzili diferenéné-pulzni voltametrii s tuzkovou grafitovou elektrodou
(PGE). Jako elektrolyt byl vybran Britton-Robinsoniv pufr pH 2 obsahujici 0,1 mol/l KCI [59].

V roce 2017 vysel ¢lanek Yildiz G. a spol., ve kterém byla pouzita uhlikova pastova
elektroda modifikovana grafenem. Pro analyzu byla pouzita cyklickd voltametrie
a diferen¢né-pulzni voltametrie (viz. zdznam 2). Jako elektrolyt byl vybran Britton-Robinsontv

pufr o pH 2 [60].
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Zaznam 2 Cyklicka a diferencné-pulsni voltametrie eugenolu [60]

Kowalcze M. a Jakubowska M. vydali v roce 2019 ¢lanek o pouziti borem dotované
diamantové elektrody (BDDE) pro analyzu eugenolu, thymolu a karvakrolu (viz. zaznam 3).
Byla pouzita diferencné-pulzni voltametrie. Jako elektrolyt byl vybran 0,1 M octanovy pufr
pH 6 [61]. Ve stejném roce vySel i ¢lanek Murtada. K. a spol., kde byla pouzita modifikovana
elektroda CuSe @ rGO / GCE. Jako elektrolyt byl zvolen 0,1 M Britton-Robinsontv pufr

o pH 2. Pro analyzu byla pouzita cyklicka voltametrie a poté linearni voltametrie [62].
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Zaznam 3 Voltametrickd analyza eugenolu, thymolu a karvakrolu [61]

V ¢lanku z roku 2020 pouzili Fadillah G. A spol. cyklickou voltametrii
a diferen¢né-pulzni voltametrii. Byl pouzit tfielektrodovy ¢lanek obsahujici SnO / CPE jako
pracovni elektrodu, chloridostfibrnou jako referentni elektrodu a Pt dratek jako pomocnou

elektrodu. Jako elektrolyt byl pouzit 0,1 mol/l fosfatovy pufr pH 3 [63].

3.3 Elektrochemie a elektroanalyza myristicinu

Myristicin se oxiduje pfi potencidlu okolo + 1,1 V. Oxidace je dvouelektronova
a probiha ireverzibiln€. Bylo nalezeno pouze jedno piedeslé pouZiti elektrochemie pro analyzu
myristicinu. Mikysek a spol. pouzili pro analyzu uhlikové pastové elektrody, kde byl ovSem
problém s extrakci myristicinu do elektrody. Pti pouZiti elektrody ze skelného uhliku dochazi
k adsorpci. Pii pouziti obou elektrod bylo proto nutné pied kazdym méfenim obnovit povrch
elektrody. Jako elektrolyt byly pouzity HCl, HClOs4, H2SO4, KCl, acetatovy, fosfatovy
a boratovy pufr a NaOH. Jako nejlepsi byl vybran Britton-Robinsontv puft, u kterého bylo
zkoumano vliv pH na analyzu. Myristicin je elektroaktivni v celém rozsahu pH, ale jako
nejlepsi bylo vybrano pH 7 [64].
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4 Experimentalni ¢ast
Jako experiment byla provedena analyza vybranych aromatickych latek v kofeni.

Pomoci cyklické voltametrie byla studovana elektrochemie latek. Nasledn¢ byla

optimalizovana a validovana squre-wave voltametrie pro stanoveni vybranych latek v kofeni.

4.1 Pouzité chemikalie
Ethanol 96 % ¢istoty p. a. (Lach-Ner, Ceské republika)
Eugenol &istoty 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydroxid sodny NaOH (Avantor, USA)
Kyselina borita HsBOj3 &istoty p. a. (Chemapol, Ceska republika)
Kyselina dusiéna HNO; 65 % ¢istoty p. a. (Penta, Ceské republika)
Kyselina chlorista HCIO4 75 % &istoty p. a. (Penta, Ceska republika)
Kyselina chlorovodikova HCI 35 % ¢&istoty p. a. (Lach-Ner, s. r. 0., Ceska republika)
Kyselina o-fosfore¢na HsPO4 85 % ¢istoty p. a. (Penta, Ceské republika)
Kyselina octova CH3COOH 99,8 % ledova &istoty p. a. (Penta, Ceska republika)
Kyselina sirova H2S04 96 % &istoty p. a. (Penta, Ceska republika)
Myristicin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Trans-Anethole Cistoty 99 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni
Analytické vahy KERN ALJ 120-4 (Kern, Némecko)
AUTOLAB PGSTATI12 (Metrohm, Ceska republika)
Automatické pipety 10-100 ul, 100-1000 pul a 1-5 ml (Fisher Scientific, USA)
Magnetické michadlo ,,lab disc* (IKA, Ceska republika)
pH metr inoLab 720 (WTW, Ceska republika)
Piedvazky KERN EMB 220-1 (Kern, Némecko)
Software NOVA 1.11 (Metrohm, Ceska republika)
Stifkackovy filtr polytetrafluorethylen 0,45 mikrond (Fisherbrand, Ceska Republika)
Ultrazvukova vana K18 (Kraintek, Ceska republika)
Ttielektrodova cela (viz. obr. 10)
- Pomocna elektroda — Pt-plisek (Elektrochemické detektory s. r. 0., Ceska republika)
- Pracovni elektroda — elektroda ze skelného uhliku ,,GCE* (Metrohm, Ceska republika)
- Referentni elektroda — chloridostiibrna elektroda (Metrohm, Ceska republika)
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4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Britton-Robinsonuyv pufr

Pro pfipravu Britton-Robinsonova pufru bylo do 1000 ml odmé&rmé baniky odméteno
2,2 ml ledové CH3COOH, 3 ml H3POg, 2,472 g H3BO3 a vse bylo doplnéno destilovanou vodou
po risku a dobfe promichano. Dale byl pfipraven roztok 0,2 mol/l NaOH rozpusténim
0,8 g NaOH v destilované vod€. Roztok NaOH byl pieveden do 100 ml odmérmné baiiky,
doplnén destilovanou vodou po risku a dobfe promichén.

Smichanim vhodnych mnozstvi Britton-Robinsonova pufru a roztoku NaOH
do plastovych nadob byla ptipravena série pufri o pH 2, 4, 6, 8, 10 a 12. Hodnoty pH byly
uréeny experimentalné pomoci pH metru se sklenénou elektrodou.
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4.3.2 Roztoky kyselin

Roztoky Kkyselin byly pfipraveny odméfenim uréittho mnozstvi koncentrovangjsi
kyseliny do 100 ml odmérné bariky a doplnénim destilovanou vodou po risku. Pro 0,1 mol/Il
roztok HCI bylo odméfeno 10 ml 1 mol/l HCI. Pro roztok 0,1 mol/l HNO3 bylo odméteno
10 ml 1 mol/l HNOas. Pro roztok 0,05 mol/l H2SO4 bylo odméieno 5 ml 1 mol/l H2SOa.
Pro roztok 0,05 mol/l HCIO4 bylo odméteno 5 ml 1 mol/l HC1Oa. Pro roztok 0,075 mol/l HCIO4
bylo odméteno 7,5 ml 1 mol/l HCIOg4. Pro roztok 0,1 mol/l HCIO4 bylo odméfeno 10 ml 1 mol/l
HCIOsa.

4.3.3 Roztoky standardi

Roztoky standardii o koncentraci 0,01 mol/l byly pfipraveny odvazenim urcitého
mnozstvi standardni latky a doplnénim 96% ethanolem na objem 10 ml. Pro odvaZeni byly
pouzity automatické pipety. Vypoctena navazka pro trans-anethol byla 0,01482 g, pro eugenol
0,01642 g a pro myristicin 0,01922 g. Skutecné navazky byly zapsany pro pozdéjsi
vyhodnoceni vysledkl. Tyto roztoky byly skladovany v mrazéaku.

4.4 Parametry elektrochemickych metod
Cyklicka voltametrie byla méfena Vrozmezi -0,6 az 1,4 V se zacatkem vO V a
potencidlovym krokem 0,0025 V. Byly méfeny 2 cykly s rychlosti skenovani 0,05 V/s.
Square-wave voltametrie byla ptivodné métena v rozmezi 0 az 1,6 V, s potencialovym
krokem 0,005 V, amplitudou 0,025 V, frekvenci 20 Hz a rychlosti skenovani 0,1 V/s. Jelikoz
se parametry této metody optimalizovaly, méfilo se s riznymi pocate¢nimi potencidly, s riznou

amplitudou a s rtiznou frekvenci.

4.5 Pracovni postupy

45.1 Cyklicka voltametrie
Pro cyklickou voltametri bylo do nadobky odpipetovano 9,5 ml pufru a 0,5 ml roztoku
standardu o koncentraci 0,01 mol/l. Jelikoz se anethol v tomto poméru srazel, bylo
odpipetovano 9,5 ml pufru, 0,4 ml ethanolu a 0,1 ml roztoku anetholu o koncentraci 0,01 mol/I.
Pro vybér vhodného elektrolytu bylo do nadobky odpipetovano 9,5 ml kyseliny,
0,2 ml ethanolu, 0,1 ml roztoku anetholu, 0,1 ml roztoku eugenolu a 0,1 ml roztoku myristicinu.
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4.5.2 Square-wave voltametrie

Pro optimalizaci parametri squre-wave voltametrie bylo do nadobky odpipetovano
vzdy 9,5 ml vybrané kyseliny, 0,2 ml ethanolu, 0,1 ml roztoku anetholu, 0,1 ml roztoku
eugenolu a 0,1 ml roztoku myristicinu.

Pro meéfeni kalibraci bylo do nadobky odpipetovano nejdiive 9,5 ml kyseliny,
0,3 ml ethanolu a po 0,1 ml roztokll standardnich latek, pro které se kalibrace nemétila. Posledni
roztok standardu byl pfidavan po 20 pl az do 200 pl. Dalsi série kalibraci byla méfena pro
kazdou latku samostatné. Bylo odpipetovano 9,5 ml kyseliny a 0,5 ml ethanolu.
Roztok vybraného standardu byl piidavan po 20 pl az do 200 pl. Poté byla méfena dvojice
kalibraci, kde byl vynechdn roztok standardu anetholu. Do nadobky bylo odpipetovano
9,5 ml kyseliny, 0,1 ml roztoku eugenolu nebo myristicinu a 0,4 ml ethanolu. Roztok druhého
standardu byl piidavan po 20 ul az do 200 pl. Nakonec byla méfena kalibrace eugenolu
a myristicinu spole¢né, kde bylo odpipetovano 9,5 ml kyseliny a 0,5 ml ethanolu. Byly
pridavany roztoky obou standardt po 20 pl az do 200 pl.

Pro vypocty hodnot LOD a LOQ byla méfeni provedena vzdy pro stejné zakladni
roztoky jako pfi kalibracich. Pro anethol bylo do roztoku ptidano 20 pl roztoku standardu.
Pro eugenol a myristicin bylo do roztoku ptidano 10 ul roztoku standardu.

Jako modelovy vzorek bylo odpipetovano vzdy 9,5 ml kyseliny, 0,45 ml ethanolu
a 0,05 ml roztoku vybraného standardu. U vzorku anyzu bylo odpipetovano 9,5 ml kyseliny,
0,1 ml extraktu anyzu a 0,4 ml ethanolu. U vzorku hiebi¢ku bylo odpipetovano 9,5 ml kyseliny,
0,01 ml extraktu hiebicku a 0,49 ml ethanolu. U vzorku muskatového ofisku bylo odpipetovano

9,5 ml kyseliny a 0,5 ml extraktu muskatového ofisku.

4.5.3 Extrakce

Pro analyzu byl vybran anyz, hfebicek a muskatovy ofisek. Muskatovy ofisek byl
koupen jiz namlety, anyz a hiebicek byly nadrceny ve tieci misce. Od kazdého kofeni byly
navazeny cca 2 g a bylo pfidano 50 ml ethanolu. Navazky byly zapsany kvili pozdéjSimu
zpracovani vysledkd. Nadoby s kofenim a ethanolem byly dény do ultrazvukové vany
na 20 minut na intenzitu 5 a poté jesté¢ na 60 minut na intenzitu 1. Extrakty byly skladovany

Vv lednici az do analyzy.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Elektrochemické chovani vybranych aromatickych latek
Elektrochemické chovani vybranych latek, tedy anetholu, eugenolu a myristicinu, bylo
studovano pomoci cyklické voltametrie. U kazdé latky byly zméfeny 2 cykly pro kazdou

vybranou hodnotu pH, tedy pro kazdou latku 6 méteni.

5.1.1 Anethol
Anethol podléha ireverzibilni oxidaci pfi potencialu okolo 1,0 V (viz. zaznam 4) podle
reakce na obr. 11. Pti analyze vlivu pH na reakci bylo zjisténo, ze ¢im nizsi pH, tim byl pik

posunut k vyssim hodnotam potencialu (viz. zaznam 5).
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Obr. 11 Elektrochemicka oxidace anetholu [53]
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Zaznam 5 Zavislost oxidace anetholu na hodnoté pH
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5.1.2 Eugenol

Eugenol podléha oxidaci pii potencialu mezi 0,2 a 0,7 V (viz. zaznam 6) podle reakce
naobr. 12. U eugenolu je oxidace reverzibilni, Ize tedy pozorovat pik redukce. Pti reakci vznika
také elektroaktivni produkt, ktery také podléha oxidaci, jak je vidét pfi druhém cyklu.
Pti analyze vlivu pH na reakci bylo zji$téno, Ze ¢im nizsi pH, tim byl pik posunut k vysSSim

hodnotam potencialu (viz. zaznam 7).
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Zaznam 6 Cyklicka voltametrie eugenolu (dva cykly)
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Obr. 12 Elektrochemicka oxidace eugenolu
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Zaznam 7 Zavislost oxidace eugenolu na hodnoté pH
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5.1.3 Myristicin
Myristicin podléha ireverzibilni oxidaci pfi potencidlu okolo 1,1 V (viz. zaznam 8)
podle reakce na obr. 13. Pfi analyze vlivu pH na reakci bylo zjisténo, ze ¢im nizs§i pH,

tim byl pik posunut k vy$§im hodnotam potencialu (viz. zaznam 9).
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Zaznam 8 Cyklicka voltametrie myristicinu (dva cykly)

-g"
< <
H,0 OH
O O
0
H3C/
0 CH, 0 CH,
-
<
O O
O
Hae” ™

3

Obr. 13 Oxidace myristicinu
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Zaznam 9 Zavislost oxidace myristicinu na hodnoté pH
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5.1.4 Poloha pikii vybranych latek

Pii square-wave voltametrii vSech 3 latek soucasné byly identifikovany 4 piky
(viz. zaznam 10). Pomoci méfeni s ptidavky jednotlivych latek (viz. zaznam 11) bylo zjisténo,
ze prvni pik patii eugenolu, druhy a ¢tvrty pik patii anetholu a tfeti pik patii myristicinu. Pro

vyhodnoceni anetholu byl vybran jako ptesnéjsi druhy pik.
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Zaznam 10 Poloha pikii vybranych latek
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Zaznam 11 Pridavek anetholu a myristicinu
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5.2 Vyvoj voltametrické metody

5.2.1 Vybér pracovni elektrody

Jako pracovni elektroda byla vybrana elektroda ze skelného uhliku,
tedy GCE (z anglického ,,glassy carbon electrode”). Elektroda ze skelného uhliku patii
mezi nejcastéji pouzivané uhlikové elektrody v elektrochemické analyze. Jeji nevyhodou je
deaktivace povrchu vlivem méfeni ¢i stani na vzduchu. Pro aktivaci povrchu bylo vybrano

lesténi povrchu.

5.2.2 Vybér pracovniho elektrolytu

Pro vybér pracovniho elektrolytu byly latky méfeny v sérii pufra s pH od 2 do 12.
Cim niz&i pH, tim lepsi byla separace pikii, proto bylo zvoleno pH 1. Byly testovany roztoky
4 kyselin, ato 0,1 mol/l HCI, 0,1 mol/l HCIO4, 0,1 mol/l HNOz a 0,05 mol/l H2SO4. Elektrolyty
byly méfeny cyklickou voltametrii (viz. zdznam 12) a poté i square-wave voltametrii

(viz. zaznam 13).
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Zaznam 12 Cyklicka voltametrie vybranych kyselin
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Zaznam 13 Square-wave voltametrie vybranych kyselin

Jako nejlepsi byla zvolena 0,1 mol/l HC1O4. JelikoZ je pH 1 velmi nizké, byly u vybrané
kyseliny zkoumany i niz$i koncentrace, konkrétn¢ 0,075 mol/l a 0,05 mol/l (viz. zaznam 14).
Ukazalo se, Zze koncentrace 0,05 mol/l je dostacujici a neni tedy tfeba pracovat pii tak nizké

hodnot¢ pH. Jako pracovni elektrolyt byla zvolena 0,05 mol/l HC1Oa.

100 1 100 1
80 0,075 M HCIO, 80 | 0,05 M HCIO,
<:Ei.60§ §_60§
\405 \405
20% 205
g A o
00 02 04 06 08 10 12 14 16 00 02 04 06 08 10 12 14 16

E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgClI

Zaznam 14 Vliv koncentrace HCIO4 na separaci pikii
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5.2.3 Vybér voltametrické techniky

Pro méfeni byla vybrana square-wave voltametrie, u které bylo optimalizovano nékolik
parametri. Méfeni bylo provadéno s rtiznou amplitudou, frekvenci ¢i pocatecnim potencialem.
Pti méfeni byla také zjiStovana moznost adsorpce latek na elektrodu a opakovatelnost méfent,
tedy jestli je nutné elektrodu pred kazdym métenim lestit.

Opakovatelnost méfeni byla posuzovana pomoci vysky pikt jednotlivych latek
(viz. zaznam 15). U vsech latek byl pozorovan pokles signalu, pokud nebyla elektroda lesténa
pied kazdym méfenim. U eugenolu byl pokles mirny, ale u anetholu a myristicinu byl pokles
velmi znaény. Od tfetiho méteni bez pielestovani elektrody nebylo dokonce mozné oddélit
pik myristicinu od anetholu. Bylo tedy zjiSténo, Ze povrch elektrody se musi pfed kazdym
meéfenim znovu lestit.

Amplituda byla optimalizovana pomoci nékolika méfeni, kde byla v parametrech
ménéna jeji hodnota. Bylo provedeno 10 méteni, kde amplituda byla volena v rozmezi
od 10 do 100 mV s krokem po 10 mV (viz. zaznam 16). Z grafu zavislosti vysky pikt
na hodnoté¢ amplitudy bylo odecteno, ze vysky pikl rostou do amplitudy zhruba 50 mV a poté
se drzi kolem dané hodnoty. Pro dalsi méfeni byla proto vybrana amplituda 50 mV.

Optimalizace frekvence byla provedena podobn¢ jako u amplitudy. Bylo provedeno
9 méfteni, kde frekvence byla volena v rozmezi od 10 do 90 Hz s krokem po 10 Hz
(viz. zaznam 17). Z grafu zavislosti vysky pikil na hodnoté frekvence bylo viditelné, ze vysky
pika stale rostou. U vybéru frekvence bylo nutno udélat kompromis mezi vyskou pikil a jejich
separaci. Byla proto vybirana co nejvyssi frekvence, kde byly piky jesté dobfe separované.
Nakonec byla pro méteni vybrana frekvence 40 Hz.

Dale byla sledovana moznost adsorpce vybranych latek na povrch elektrody.
Byl ptipraven mérny roztok, do ného byla vloZena elektroda a roztok byl nechan za stalé¢ho
michani stat po dobu 0, 1, 2, 5, 10 a 15 minut. Po uplynuti dané doby bylo provedeno méteni
za jiz optimalizovanych podminek (viz. zdznam 18). Jak je patrné z grafu, u eugenolu neni
témér zadny pokles, zatimco u anetholu je pokles velmi zietelny. Naproti tomu hodnoty pro
myristicin mirn¢ rostou. Z tohoto Ize usuzovat, ze dochazi k adsorpci myristicinu na ukor
anetholu.

Nakonec bylo sledovano, zda se zméni pribéh méfeni pii posunu pocatecniho
potencialu (viz. zaznam 19). Pocate¢ni potencial byl nastaven na hodnoty 0 V, 0,1 V, 0,2 V,
0,3 Va 0,4 V. Namétena data jsou shodna pro vSechny pocatecni potencidly, tudiz posun

pocatecniho potencidlu nema na tuto analyzu vliv.
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5.2.4 Validace vyvinuté metody

Byly pfipraveny tfi modelové vzorky. Model A obsahoval pouze anethol,
model E obsahoval pouze eugenol a model M obsahoval pouze myristicin. Pro kazdy vzorek
byla zmétfena nejdiive kalibrace s pouzitim pouze té latky, ktera se nachazela v modelovém
vzorku. Poté byl kazdy vzorek zméfen 5x, z danych méfeni byl vypocitan pramér, odchylka
a navratnost metody. Pro vSechny vypocty byly pouzity hodnoty vysek pikt, protoze z nich
vypocitané hodnoty Dbyly presnéjsi nez hodnoty vypocitané za pouziti ploch piki.
Pro zapis vysledki byl pouzit vypocet pomoci studentova rozdéleni pro 95% spolehlivost pro

5 méfeni (t = 2,02). Vysledky méfeni pro v§echny modelové vzorky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 Vysledky méreni pro modelové vzorky

Vzorek SWV / umol/l Deklarované mnozstvi / pmol/l ~ Navratnost / %
Model A 51,15+2,77 48,25 106,0
Model E 51,46 £ 4,68 51,77 99,4
Model M 45,37 £ 6,23 46,30 98,0

Bylo provedeno méieni modelového vzorku A (viz. zaznam 20). Byla zméfena kalibrace
0 koncentraci anetholu od 20 do 200 umol/l (viz. zaznam 21). Z naméfenych dat byly vyfazeny
3 body pro lepsi linearitu kalibrace. Vznikla rovnice regrese l, = 0,1288 ¢ + 6,0775
(R? = 0,9957) byla pouzita pro vypo&et koncentrace modelového vzorku dle naméfenych dat.
Vypoctena koncentrace anetholu v modelovém vzorku A byla 51,15 £ 2,77 pmol/l.
Vzorek realn¢€ obsahoval 48,25 pmol/l. Navratnost metody pro anethol je tedy 106,0 %.

Bylo provedeno méteni modelového vzorku E (viz. zdznam 20). Byla zmétena kalibrace
o koncentraci eugenolu od 20 do 200 umol/1 (viz. zaznam 22). Z namétenych dat byly vyfazeny
posledni 2 body pro lepsi linearitu kalibrace. Vznikla rovnice regrese I, = 0,1665 ¢ + 2,1785
(R? = 0,9957) byla pouzita pro vypocet koncentrace modelového vzorku dle naméfenych dat.
Vypoctena koncentrace eugenolu v modelovém vzorku E byla 51,46 + 4,68 pmol/l.
Vzorek realn¢€ obsahoval 51,77 umol/l. Navratnost metody pro eugenol je tedy 99,4 %.

Bylo provedeno métfeni modelového vzorku M (viz. zdznam 20). Byla zméiena
kalibrace o koncentraci myristicinu od 20 do 200 umol/l (viz. zdznam 23). Z naméfenych dat
byl vytazen prvni a posledni bod pro lepsi linearitu kalibrace. Vznikld rovnice regrese
I, = 0,308 ¢ + 6,2637 (R? = 0,9933) byla pouzita pro vypocet koncentrace modelového vzorku
dle naméfenych dat. Vypoctena koncentrace myristicinu v modelovém vzorku M byla 45,37 +
6,23 umol/l. Vzorek realné obsahoval 46,3 umol/l. Navratnost metody pro myristicin je tedy
98,0 %.
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Byly méfeny 1 kalibrace pro roztoky obsahujici vSechny 3 latky. Bylo zjiSténo,
7e na stanoveni eugenolu nema piitomnost dalSich latek téméf zadny vliv (viz. zaznam 24).
Oproti tomu by bylo velmi obtizné stanovit myristicin vedle anetholu a naopak. S rostouci
koncentraci anetholu klesa pik myristicinu, az se spoji s pikem anetholu (viz. zdznam 25).
Pii nizké koncentraci anetholu by bylo moZné stanovit vétSi mnozstvi myristicinu.
Pti koncentraci anetholu 100 pmol/l se hodnoty LOQ pro myristicin pohybuji kolem 60 pmol/I.
Z toho vyplyva, Ze eugenol lze stanovit vedle anetholu 1 myristicinu. Myristicin vedle anetholu

Ize stanovit jen velmi obtizné, stejné tak i anethol v pfitomnosti myristicinu.
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Zaznam 24 Zaznamy z kalibrace eugenolu za pritomnosti anetholu a myristicinu
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Zaznam 25 Zdznamy z Kalibrace anetholu za pritomnosti eugenolu a myristicinu
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Pro kazdou kalibraci bylo provedeno 5 méfeni pro nizké koncentrace standardnich latek.
Z téchto 5 méteni bylo vypocteno pro kazdou latku LOD a LOQ. LOD byl vypocitan jako
3*smérodatna odchylka / smérnice z kalibrace. LOQ byl vypocitdn jako 10*smérodatna
odchylka / smérnice z kalibrace. Pro porovnani metody s jinymi jiz diive pouzitymi byl pouzit
linearni rozsah a mez detekce. Porovnani této metody s vybranymi dfive pouzitymi je uvedeno

v tabulce 2.

.....

Linearni rozsah LOD

Analyt Elektroda Medium pmol/l pmol/l Reference
Anethol GCE 0,05 M HCIO4 8,75 az 189,20 2,10 tato prace
BDDE 0,1 M octanovy pufrpH6  4,72az 118,08 0,16 [55]
GCE 0,1 M octanovy pufrpH 6  4,72az 118,08 0,07 [55]
CPE 0,1 M octanovy pufrpH6  4,72az 118,08 0,04 [55]
CeO2/CPE 0,1 M octanovy pufrpH 6  4,72az 118,08 0,07 [55]
La;Os/CPE 0,1 M octanovy pufrpH6  4,72az 118,08 0,03 [55]
Eugenol GCE 0,05 M HCIO4 14,06 az 163,00 557  tato prace
SnO2/CPE 0,1 M fosfatovy pufrpH3 0,05 az 440,00 0,02 [63]
BDDE 0,1 M octanovy pufr pH 6 2,63 az 98,72 0,13 [61]

Grafen / CPE Britton-Robinson pufrpH2  0,10az 17,00 0,007 [60]
Britton-Robinson pufr pH 2

PGE s0,1 M KCI 0,30 az 50,00 0,085 [59]

Muyristicin GCE 0,05 M HCIO4 15,75az 181,60 4,72  tato prace

V porovnéani s nalezenou literaturou mé metoda z této prace vyssi LOD 1 LOQ,
ale na druhou stranu ma vétsi linearni rozsah. Jelikoz je elektroanalyzy eugenolu Castéjsi
nez u zbylych dvou latek, je k dispozici vice druhii méfeni a modifikaci elektrod. Oproti
jiz diive pouzitym metodam ma tato vyssi LOD i LOQ. Pro analyzu koteni je vSak vhodné;jsi
myristicinu byla nalezena pouze 1 ptedesla prace. JelikoZ se v dané praci nepise, jaké jsou LOD,
LOQ ¢i stanovené mnozstvi, nelze tuto metodu porovnat s Zadnou jinou elektrochemickou
metodou. Rozdil mezi jednotlivymi metodami je v tom, ze v této prace byly hledany jednotné
parametry pro 3 latky, a to anethol, eugenol a myristicin, zatimco v nalezené literatufe byla

vyvijena vhodnd metoda pouze pro analyzu jedné konkrétni latky.
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5.3 Analyza koreni
Pro analyzu realnych vzorkidi byly vybrany 3 druhy koteni. Jako zastupce koteni
obsahujici anethol byl vybran anyz. Jako druhé kofeni byl vybran hiebicek, ktery obsahuje

eugenol. Posledni vybrané kotfeni byl muskatovy ofisek, ktery obsahuje myristicin a eugenol.

5.3.1 Uprava vzorku k analyze

Vzorek muskatového ofisku byl koupen jiz mlety. Vzorky anyzu a hiebicku
byly koupeny celé a poté nadrceny ve tfeci misce. Od kazdého koteni byly navazeny cca 2 g.
Anyzu bylo navaZzeno 2,0320 g, hiebicku 2,0156 g a muskatového ofisku 2,0183 g. Kofeni
bylo ptevedeno do nadobek. Ke kazdému koteni bylo ptidano 50 ml ethanolu (viz. obr. 14).
Vzorky byly uzavieny a umistény do uzaviratelného ultrazvuku, aby byly ve tmé. Ultrazvuk
byl nastaven na intenzitu 5 a vzorky v ném byly nechany 20 minut. Jelikoz se ultrazvuk
zahiival, byla snizena jeho intenzita na hodnotu 1. Vzorky byly v ultrazvuku nechany jesté
30 a 30 minut. Byly odebrany vzorky hiebicku po 20, 50 a 80 minutach v ultrazvuku.
Podle vysledki méfeni bylo zjisténo, ze koncentrace pro vSechny 3 Casy je téméf stejna.

Pro extrakci tedy sta¢i 20 minut.

Obr. 14 Extrakty koreni
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5.3.2 Vysledky analyzy

Pro jednotlivé vzorky koteni byly zméfeny kalibrace. Kalibrace samostatného anetholu
pro anyz, kalibrace samostatného eugenolu pro hiebicek a kalibrace myristicinu s eugenolem
pro muskatovy ofiSek. Extrakty vzork byly pfed méfenim filtrovany pies stiikackovy
mikrofiltr. Kazdy extrakt byl zméfen 5x. Pro v§echny vypocty byly pouzity hodnoty vySek pikd,
protoZe z nich vypocitané hodnoty byly pfesnéjsi nez hodnoty vypocitané za pouziti ploch pikd.
Byl vybran vypocet pomoci kalibracni kiivky, protoZze usek u rovnic regresi je vyznamny.
Vypocet pomoci vicenasobného standardniho ptidavku byl proveden u vzorku hiebicku a vedl
k nespravnym vysledkiim. Pro zapis vysledkt byl pouzit vypocet pomoci studentova rozdéleni
pro 95% spolehlivost pro 5 méteni (t = 2,02) v pfipadé anyzu nebo pro 3 méfeni (t = 2,35)
pro hiebicek a muskatovy ofiSek. Vysledky méfeni pro vSechny vzorky jsou uvedeny

v tabulce 3.

Tab. 3 Vzorky koreni

Vzorek Latka SWV (mg/g) Deklarované mnoZstvi (mg/g) Reference
Anyz Anethol 15,53 £ 0,91 16,00 az 57,00 [65]
Hrebicek Eugenol 130,36 + 15,46 93,80 az 146,50 [66]
Muskatovy ofech  Myristicin 2,21+0,12 0,60 az 12,90 [67]

Extrakt anyzu byl po filtraci zméfen (viz. zaznam 26). Byla zméfena kalibrace
pro samotny anethol (viz. zadznam 21). Rovnice kalibracni piimky pro anyz
je 1,=0,1288 ¢ + 6,0775 (R? = 0,9957). Pomoci této rovnice, piepocti s pipetacemi a navazkou
a za pomoci studentova rozdéleni bylo stanoveno mnozstvi anetholu v anyzu
na 15,53 £ 0,91 mg/g. Deklarované mnozstvi je 16,00 az 57,00 mg/g. Stanovené mnozstvi
anetholu v anyzu je tedy na spodni hranici deklarovaného mnozstvi. Krom¢ dvou piki
pro anethol s hodnotami + 0,95 Va + 1,25 V je v grafu vidét i pik u + 0,55 V. Vzhledem
ke slozeni anyzu by se mohlo jednat o acetaldehyd nebo néjaky z fenylpropanoidd.

Extrakt hfebicku byl po filtraci zméfen (viz. zdznam 27). Byla zméfena kalibrace
pro samotny eugenol (viz. zdznam 29). Jelikoz je v grafu extraktu dvojity pik na misté eugenolu
a eugenolu pfipada nizsi z nich, byla kalibrace sestrojena z absolutnich vysek danych pik.
Rovnice kalibraéni piimky pro eugenol je lp, = 0,1751 ¢ + 3,9676 (R?> = 0,9945).
Pomoci této rovnice, piepoctl s pipetacemi a navazkou a za pomoci studentova rozdéleni

bylo stanoveno mnoZstvi eugenolu v hiebicku na 130,36 + 15,46 mg/g. Deklarované mnozstvi
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je 93,80 az 146,50 mg/g. Stanovené mnozstvi eugenolu v hiebicku se nachazi v intervalu
deklarovaného mnozstvi. Jak uz bylo psano, je kromé piku eugenolu v grafu i pik jiné latky,
ktery je velmi blizko piku eugenolu. Podle slozeni hiebicku ptredpokladam, ze se jedna
o isoeugenol nebo eugenolacetat.

Extrakt muskatového byl po filtraci zméten (viz. zaznam 28). Byla zméfena kalibrace
pro myristicin s eugenolem (viz. zaznam 30). Rovnice kalibra¢ni pfimky pro myristicin
je 1p=0,2497 ¢ + 4,9302 (R? = 0,9894). Pomoci této rovnice, piepocti s pipetacemi a navazkou
a za pomoci studentova rozdéleni bylo stanoveno mnozstvi myristicinu v muskatovém ofisku
na 2,21 + 0,12 mg/g. Deklarované mnozstvi je 0,60 az 12,90 mg/g. Stanovené mnoZstvi
myristicinu v muskatovém ofiSku se nachazi v intervalu deklarovaného mnozstvi. Muskatovy
ofiSek obsahuje 1 eugenol. Eugenol v tomto pfipadé nemohl byt stanoven, protoze je jeho pik
nevyrazny. Pik myristicinu se nachazi v + 1,2 V. Pik eugenolu vidime v + 0,55 V.
V + 0,75 V je vykreslen vyrazny pik. Dle sloZzeni muskatového ofisku se jedna o néktery

Z terpenti ¢i fenylpropanoida.
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Zaznam 26 Analyza extraktu anyzu
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Zaznam 27 Analyza extraktu hrebicku
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Zavér

Bylo potvrzeno, Ze vybrané aromatické latky, anethol, eugenol a myristicin, jsou
elektrochemicky aktivni. Pomoci cyklické voltametrie bylo zjisténo, Ze u vSech latek dochazi
k jejich oxidaci. Anethol se oxiduje okolo + 1,0 V, eugenol mezi + 0,2 a + 0,7 V a myristicin
okolo + 1,1 V. U vsech latek dochazi se zvysujicim se pH k posunu K niz§im hodnotam
potencidlu. Pro analyzu byla vybrana square-wave voltametrie (SWYV). Jako pracovni elektroda
byla vybrana elektroda ze skelného uhliku (GCE), jako referentni chloridostfibrna a jako
pomocna Pt-plisek. Jako pracovni elektrolyt byla vybrana HC1O4 o koncentraci 0,05 mol/I.
Pfi optimalizaci parametri SWV bylo zjiSténo, Zze se pred kazdym méfenim musi povrch
elektrody pielestit a zaroven, Ze se musi méfit ihned po vloZeni elektrody do roztoku, aby
nedochazelo k nezadouci adsorpci latek na povrch elektrody. Pro dal§i méfeni byla vybrana
amplituda 50 mV a frekvence 40 Hz. Pfi vybéru pocatecniho potencidlu byla zvolena hodnota
0. Hodnota pocate¢niho potencialu nema vliv na zdznam méfenti.

Byly zméteny tfi modelové vzorky, a to model A, model E a model M. Modelovy vzorek
A obsahoval pouze anethol, ktery byl stanoven na 51,15 £ 2,77 pumol/l. Navratnost pro anethol
je 106,0 %. Modelovy vzorek E obsahoval pouze eugenol, ktery byl stanoven
na 51,46 + 4,68 pmol/l. Navratnost pro eugenol je 99,4 %. Modelovy vzorek M obsahoval
pouze myristicin, ktery byl stanoven na 45,37 £ 6,23 pumol/l. Navratnost pro myristicin
je 98,0 %. V porovnani s jinymi metodami ma tato pon¢kud vyssi LOD i LOQ. Ma vsak veétsi
linearni rozsah, coz je dulezité hlavné u eugenolu, kterého je v koteni velké mnoZstvi. Diky
Sirokému linearnimu rozsahu nebylo nutné piilisné fedéni vzorku. V této metodé byla zvolena
GCE, kterd je levnéjsi 1 snaz$i pii pouziti, neZ modifikované ¢i diamantové elektrody.
Je také bézné komercné dostupnd a pii spravné Gpraveé povrchu spolehliva.

Realné vzorky kofeni byly nadrceny a extrahovany ethanolem v ultrazvuku. Extrakty
byly zfiltrovany ptes stiikackovy mikrofiltr. Ve vzorku anyzu byl stanovovan anethol, ktery byl
stanoven na 15,53 + 0,91 mg/g. Podle [65] obsahuje anyz 16,00 az 57,00 mg/g anetholu.
Stanovené mnozstvi anetholu bylo na spodni hranici deklarovaného mnozstvi. Ve vzorku
hiebicku byl stanovovan eugenol, ktery byl stanoven na 130,36 + 15,46 mg/g. Podle [66]
obsahuje hiebicek 93,80 az 146,50 mg/g eugenolu. Stanovené mnozstvi eugenolu se nachazelo
v rozmezi deklarovaného mnozstvi. Ve vzorku muskatového ofisku byl stanovovan myristicin,
ktery byl stanoven na 2,21 + 0,12 mg/g. Podle [67] obsahuje muskatovy ofisek
0,60 az 12,90 mg/g myristicinu. Nalezené mnozstvi myristicinu se opét nachazelo Vv intervalu
deklarovaného mnozstvi. Jelikoz Slo o vzorky kofeni, byly na pfislusSnych zdznamech

pozorovany i dalsi odezvy, nejspiSe piitomnych inhibitorti — fenylpropanoidi.
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