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Anotace:

Teoreticka ¢ast této prace je zaméfena na charakterizaci alkaloidi a moznosti jejich rozdéleni
do skupin. Nejvétsi pozornost je vénovana arekolinu, hlavnimu alkaloidu palmy areky obecné.
Jsou zde mimo jiné popsany jeho vlastnosti, u€inky na lidsky organismus, toxicita a moznosti
praktického vyuziti. Teoreticka Cast se také zabyva moznostmi stanoveni arekolinu a popisem

elektrod na bazi uhliku.

V experimentalni ¢asti je pak popsana priprava roztokud, pouzité pfistroje, metody, vybaveni a
elektrody, a také piiprava uhlikové pastové elektrody. V ¢asti Vysledky a diskuze je shrnuto
vypracovani nové voltametrické metody pro stanoveni arekolinu pomoci uhlikovych elektrod
metodou square-wave voltametrie. V této kapitole tedy nalezneme vybér zakladniho
elektrolytu, vybér vhodné elektrody, optimalizaci podminek metody, kalibracni piimku,
vypocet LOD a LOQ a moznost rusivych vliva dalSich latek. Spolehlivost metody je dale

ovéiena pomoci modelovych a redlnych vzorkd.
Kli¢ova slova:

Arekolin, Alkaloidy, Voltametrické stanoveni, Uhlikova pastova elektroda



Annotation:

The theoretical part of this work is focused on the characterization of alkaloids and the
possibility of their classification. The most attention is paid to arecoline, the main alkaloid of
the Areca catechu palm. Among other things, its properties, effects on the human body, toxicity
and possibilities of practical use are described here. The theoretical part also deals with the

possibilities of arecoline determination and the description of carbon-based electrodes.

The experimental part then describes the preparation of solutions, used instrument, methods
equipment and electrodes, as well as the preparation of carbon paste electrode. The Results and
Discussion section summarizes the development of a new voltammetric method for the
determination of arecoline using carbon electrodes by the square wave voltammetry method. In
this chapter we will find the selection of the basic electrolyte, the selection of a suitable
electrode, the optimization of the method conditions, the calibration line, the calculation of
LOD and LOQ and the possibility of interfering effects of other substances. The reliability of

the method is further verified using model and real samples.
Key words:

Arecoline, Alkaloids, Voltammetric determination, Carbon paste electrode
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Uvod

Vyzkumy naznacuji, ze arekolin je i€innou latkou ¢tvrté nejrozsitenéjsi drogy na svéte, a i pres
tuto skutecnost metod jeho stanoveni neni piili§ mnoho. Jedinymi rozsifen¢jSimi metodami jeho
stanoveni jsou chromatografické techniky, kdy metoda HPLC pro jeho stanoveni byla vyvinuta
jiz pred vice nez tficeti lety a v prubéhu nasledujicich let byla vylepSovéana. Avsak co se tycCe
elektrochemickych technik nebylo v dostupné literatufe nalezeno mnoho ptipadi kdy by se
touto problematikou jiz nékdo zabyval. Proto bylo voltametrické stanoveni arekolinu vybrano

jako téma pro tuto diplomovou praci.

Na pocatku si fekneme néco malo o alkaloidech, jejich vlastnostech a moznostech jejich déleni
do riznych kategorii. Nésledn¢ se budeme vénovat arekolinu, a to pfedevsim jeho vyskytu,
vlastnostem, U¢inkiim na lidsky organismus a pouziti. Nakonec také probereme moznosti jeho

stanoveni a v teoretické ¢asti bude také zminka o elektrodach na bazi uhliku.

Jak jiz bylo zminéno experimentalni ¢ast bude vénovéana vypracovani vhodné metody pro
voltametrické stanoveni arekolinu, a to predev§im na uhlikové pastové elektrod¢, ale budou

odzkouseny i dalsi elektrody.
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1. Alkaloidy

Jedna se o zésadité organické slouceniny, které ve své struktufe maji alesponl jeden dusik.
Vétsina alkaloidi obsahuje tento dusik v heterocyklu, nékteré z nich jsou vSak aromatické,
vyjimeén¢ i alifatické, aminy (obrazek 1). Dal$i podminkou, aby latka mohla byt nazyvana

alkaloidem je, ze alespon jeden z téchto dusikii musi byt odvozen od aminokyseliny [1-3].

(@) NH
> 2

i H3C 2 O\CH

B 3

R
)\/\N)J\NHZ O H.C—N Op
H 0
H3C o]

Obrazek 1: Typy alkaloidii: alifaticky — Galegin (vlevo) [4], aromaticky — Meskalin (uprostied) [5]; heterocyklicky — Kokain
(vpravo) [6]

Alkaloidy se vyskytuji pfedev§im v rostlinach, ale pfiblizné¢ v poslednich sto letech byly
alkaloidy nalezeny i v nékterych ZivoéiSich, hmyzu, mikroorganizmech a houbach. Kvili
toxicité vetsiny alkaloidl pak v organizmech plni ptfedev§im ochranou funkci. U rostlin chrani

napt. pfed bylozravci a hmyzem, u zivocicht pak pted predatory [1, 7].

1.1. Nazvoslovi alkaloidu

Co se tyCe pojmenovavani, pro velky pocet alkaloidd, neni jednoduché a sjednocujici
nazvoslovi mozZné. I pro n&které vétsi skupiny ptibuznych alkaloidii s riznymi strukturami by
bylo komplikované nalézt jednotny princip pojmenovavani. Jedinou spolecnou charakteristikou
nazvu alkaloidu je tedy momentalné to, ze kon¢i koncovkou -in. Mimo to maji alkaloidy velmi
Casto trivialni ndzvy. Tyto ndzvy pak byvaji odvozeny naptiklad ze jména rostliny, ve které byl
alkaloid nalezen; podle né€které vlastnosti dan¢ho alkaloidu; ¢i po nékterém z chemikd, ktefi se

proslavili vyzkumem na poli alkaloidt [7].

1.2. Historie

Protoze jsou alkaloidy latky prevazné rostlinného ptivodu, interakce ¢loveéka s nimi probiha uz
nejspise od pravéku, kdy ¢lovek zjistil, ze kdyz se neciti dobfe a bude Zvykat néjakou rostlinu
bude mu Iépe, nebo Ze kdyZ sni jinou rostlinu tak zemfe. A latky, kterym by za to vdécil mohly,

ale také nemusely, byt alkaloidy. Od toho se odviji vyuzivani alkaloidi v prubéhu historie, kdy
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se vyuzivaly a dodnes vyuZivaji v 1é¢itelstvi a medicing, ale také jako jedy. Dale se s alkaloidy

mizeme setkat v ¢ajich a kave, anebo figuruji jako ucinné latky drog [7, 2].

Prvni pokusy o izolaci alkaloidl z diive pouzivanych 1é¢iv, vSak probehly az v devatenactém
stoleti. Roku 1805 byl izolovan a popséan prvni alkaloid, kterym byl morfin (obrazek 2) ziskany
z opia. Dal§im vyznamnym milnikem bylo v roce 1886 syntetizovani koniinu (obrazek 2),

jednoduchého, avsak toxického alkaloidu, originalné obsazeném v bolehlavu plamatém. [7]

O\/\CH;;

Obrdzek 2: Koniin (vlevo) [3], Morfin (vpravo) [9]
V dalsich letech byly objevovany, izolovany a syntetizovany stale nové a nové alkaloidy. Nyni

zname jiz pies 40000 alkaloidi at’ jiz pfirodniho ptivodu nebo syntetickych [8].

1.3. Déleni alkaloidu

Alkaloidy mizeme dé€lit do skupin podle jejich nejriiznéjSich charakteristik anebo ptvodu.
Jednou z moznosti je déleni na zakladé plsobeni na lidsky organismus po jejich pozieni,
popiipadé jiném kontaktu s témito latkami. Pisobeni alkaloidi na organismus velmi zavisi na
jejich struktufe. VétSinou maji vliv na nervovy systém, kdy urychluji, nebo naopak tlumi
nervovy pienos. Podle konkrétnich u¢inkli pak alkaloidy miZzeme délit do nasledujicich skupin

[10].

o Euforika — latky zpusobujici euforii a pocity blazenosti

e Analgetika — latky majici tiSici €inky, tlumi bolest

e Anestetika — latky zpusobujici znecitlivéni, tlumi bolest ale i dalsi vjemy
e Hypnotika — latky majici uspavaci ucinky

e Antipyretika — latky snizujici zvySenou teplotu ¢i horecku

e Analeptika — latky stimulujici nervovou soustavu

13



Dale alkaloidy muzeme také délit podle jejich pivodu, a to v jakych organismech se vyskytuji.
Takto ziskdvame skupiny jako napf. alkaloidy rostlinného ptvodu, alkaloidy zviteciho piivodu,

alkaloidy vyskytujici se v houbach nebo mikroorganismech [7].

Predchozi zplsoby déleni jsou vyznamné piedevSim z biologického nebo biochemického
pohledu na véc a nefeknou ndm mnoho o jejich struktufe nebo chemickém plvodu.

Z chemického hlediska pro nas budou vyznamné;jsi nasledujici moznosti déleni.

Jednou téchto moznosti je délit alkaloidy podle toho od které aminokyseliny byly odvozeny,

ziskavame tak naptiklad tyto skupiny alkaloidu [7, 2]:

e odvozené od ornitinu e odvozené od tryptofanu

e odvozené od lysinu e odvozené od histidinu

e odvozené od kyseliny anthranilové e odvozené od kyseliny nikotinové
e odvozené od fenylalaninu e odvozené od aspartatu

e odvozené od tyrosinu

Dalsi zplsob déleni je podle toho, jaky heterocyklus obsahuji ve své struktuie. Toto déleni
muzeme samoziejmé pouzit pouze pro alkaloidy, které jsou heteroaromatické, téchto alkaloida
je ale nastésti vétsina a ostatni fadime do samostatné skupiny. Timto délenim vSak ziskavame
mnoho skupin. Proto v nasledujicich odstavcich budou zminény pouze nékteré tyto skupiny, a

to pouze ve strucnosti s jednim nebo dvéma ptiklady jednodussich alkaloidd fadicich se zde

[1].

Alkaloidy s pyrrolovym jadrem

Jednoduché pyrrolové derivaty se v rostlinach vyskytuji jen méné Casto, a to i pfes to, Ze
pyrrolovy systém je zcela bézny v komplikovanéjsSich utvarech. Mezi jednoduché pyrrolové
alkaloidy patii kuptikladu pyrrolidin (obrazek 3) nachézejici se v mrkvi a také ve smési
s dalsimi alkaloidy v tabaku. Dal$im alkaloidem tohoto typu je N-methylpyrrolin, vedlejsi

alkaloid v tabaku a v ruliku [1].

Tropanové alkaloidy

Jsou to estery organickych kyselin s hydroxyderivaty tropanu, popiipad€ nortropanu (obrazek

3). Tyto estery nazyvame hydraminy, pfi¢emz jednim z nich je tropin (obrazek 3), nachazejici

14



se vV malych mnozstvich v ruliku a mizeme jej také ziskat hydrolyzou atropinu. Hydaminy
mohou byt déle esterifikovany organickymi kyselinami za vzniku topeini. Zde fadime atropin
(obrazek 4), alkaloid obsazeny v rostlinach z ¢eledi lilkovitych, a to predevsim v ruliku

zlomocném, od jehoz latinského nazvu Atropa belladonna prevzal 1 své jméno [1].

CHz2— CH——CH:
| | CHz2— CH——CH:
N—R CH: | |
N—CHs CH-OH
NH | | |
CH2— CH—— CH:
CHz— CH— CHz

R =CHs - Tropan
R =H - Nortropan

Obrdazek 3:Pyrrolidin (vlevo), Tropan a Nortoropan (uprostied), Tropin (vpravo) [1]
Alkaloidy s chinolinovym jadrem

Nejjednodussim chinolinovym alkaloidem je echinopsin (obrazek 4), ktery byl izolovan ze
semen rostlin rodu bélotrn. Z téchto semen ho mizeme extrahovat etanolem za pfitomnosti
kyseliny octové, kdy se nasledné po odpateni extraktu a alkalizaci vytfepe do chloroformu

odkud se zahusténim ziska krystalicky [1].

Obrazek 4: Atropin (vievo) [3], Echinopsin (uprostied) [11]
Alkaloidy s pyridinovym jadrem

Do této skupiny se fadi nikotin (obrazek 7) a také nékteré dalsi alkaloidy nachazejici se spole¢né
S nim v tabaku. Dale sem pak patii alkaloidy odvozené od kyseliny nikotinové jako je napiiklad
trigonellin (obrazek 5), ktery obsahuji mnohé nam dobie znamé rostliny, jako je kupiikladu
hréach sety, kopfiva dvoudoma, chmel obecny ¢i brambor a mnoh¢ dalsi. Do této skupiny se
také tadi arekolin alkaloid palmy arekové (viz dale) nebo i ricinin (obrazek 5) obsazeny spolu

s 1épe znaméj$im bilkovinnym toxinem ricinem v semenech skoc¢ce obecného [1].
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Piperidinové alkaloidy

Mezi jednoduché piperidinové alkaloidy patii pfedevsim piperin (obrazek 5), ktery je obsazen
Vv Cerném pepii neboli nedozralych plodech pepirovniku ¢erného. Obsah piperinu v pepii mize

¢init 1 vice nez 10%. Do této kategorie fadime také jiz diive zminovany koniin (obrazek 2) [7].

OCH3,
CO-»
NF o)
4
N 0 N h >
| l o
CHs CHs

Obrazek 5: Ricinin (vlevo), Trigonellin (uprostred), Piperin (vpravo) [7]
Alkaloidy s indolovym jadrem

Indolové baze jsou v pfirodé hojné rozsifeny, avSak cCasto maji znaéné¢ komplikovanou
strukturu. Pfesto i jednodussi indolové latky byly nalezeny v rostlindch, a to i tfeba samotny
indol v jasminovém oleji, avSak indol sam o sobé neni povazovan za alkaloid. Jednim

z nejjednodussich indolovych alkaloidi je tedy gramin (obrazek 6) ziskany z jeCmene [1].

Seroidni alkaloidy

Oproti predchézejicim skupindm steroidni alkaloidy jsou jiZ i ve svych nejjednodussSich
formach latky pomérné komplikované. Ptikladem muze byt solanidin (obrazek 6), alkaloid

nachdzejici se v kliccich brambor, ktery ve své struktufe ma jiz 27 uhliki [1].

H CH:
{

|

CHs

/ N CHs

4
\ HO

Obrdzek 6: Gramin (vlevo) [12], Solanidin (vpravo) [1]
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Ostatni alkaloidy

Dalsimi heterocykly, které ve své struktufe obsahuji ostatni alkaloidy, jsou napt. isochinolin,
akridin, chinolizidin, imidazol a pyrrokolin. | kdyZ se nejedna o kone¢ny vycet vSech skupin, a
to co zde bylo zminéno je pouhé minimum, pro piedstavu, jak déleni na zakladé

heteroaromatického jadra obsazeného ve struktufe probihd, tento kratky vycet staci [1].

1.4. Fyzikalni a chemické vlastnosti alkaloidi

Vétsina alkaloidtl jsou pevné krystalické latky s definovatelnou teplotou tani nebo rozkladu.
Neékteré mohou byt ale 1 amorfnimi latkami a nékteré jako napi koniin (obrazek 2) a nikotin

(obrazek 7) jsou kapalné [7].

P\
o)
_
\}:\\‘\Q +
l | 0 N
N/ CHs (I:H )
% T CHs,

Obrazek 7: Nikotin (vlevo) [13], Berberin (uprostied) [14], Betanin (vpravo) [15]
Jedna se predevsim o bezbarvé latky, avSak slozité alkaloidy s vice aromatickymi jadry mohou
byt vyjimecné i barevné. Jako napt. Zluty berberin, nebo ¢erveny betanin (obrazek 7). Alkaloidy
jsou vétSinou rozpustné pouze v organickych rozpoustédlech, avSak jejich soli jsou jiZ vysoce

rozpustné i ve vode [7].

Chemické vlastnosti alkaloidi jiz zcela zavisi na struktufe. VSeobecné miliZeme fict pouze to,
Ze se jednd o vice ¢i méné zasadité latky a jejich bazickd povaha je ¢ini velmi nachylnymi

k rozkladu. Ten miiZe nastat ptisobenim tepla, anebo svétla za ptitomnosti kysliku [7].
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2. Arekolin

Arekolin CgH1302N (obrazek 8), plnym systematickym nazvem také metyl ester kyseliny 1-
metyl-3,6-dihydro-2H-pyridin-5-karboxylové. Je to alkaloid palmy arekové neboli areky
obecné a nachazi se predevsim v jejich ofesich. Jedna se o alkaloid s pyridinovym jadrem, ktery

je odvozen od kyseliny nikotinové [1, 16].

CHs

Obrazek 8:Arekolin [17]

Nékteré z jeho vlastnosti jsou shrnuty v nasledujici tabulce (tabulka 1), stejné tak vlastnosti

jeho hydrobromidu, jakozto jeho nejbéznéjsi soli.

Tabulka 1: Vlastnosti arekolinu a jeho hydrobromidu [1, 16, 18, 19, 20, 21, 22]

Vlastnost Arekolin Hydrobromid
Skupenstvi kapalné pevné (krystalicky)
Barva bezbarva bila az nazloutla
Molekulova 15519 236,11
hmotnost
Bod varu 209c 1 -
Bod tani <25°C 179 °C
rozpustny ve vodé rozpustny ve vodé
Rozpustnost a v organickych a v organickych
rozpoustédlech rozpoustédlech
pKa 7,64 8,23
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2.1. Areka obecna

Areka obecna (obrazek 9), latinsky Areca catechu, je palma znama i pod nazvy ,,Pisangova
palma‘“ nebo také ,,Indicka akacie“. Je to stalezelend palma, doristajici se do vysky az 10-30
metrt, avSak miZze byt také mnohem niz8i. Roste v tropickém podnebi a je velmi citlivd na
mraz. Pfirozen¢ se vyskytuje pfedevSim v jiZni Asii, a to konkrétné v Indii a na Sri Lance a také

v Malaisii [23].

Obrazek 9: Areka obecnd: celd rostlina (vlevo) [23], rostlina s plody (uprostied) [23), orechy (vpravo) [24]
Palma ma zeleny az zelenobily tenky kmen, ktery se po celé své délce nerozvétvuje. Na vrcholu
kmene vyristaji velké zpetené tmavozelené listy, vytvarejici chochol. Pod timto chocholem se
nachazeji smetanové bilé az nazelenalé kvéty piijemné viing, rostouci v rozvétvenych kvétnich
palicich. Tyto kvéty dozravaji v oranzové az ¢ervené plody. Plodem této palmy je tedy arekovy

ofech, ktery vsak spiSe nalezneme pod nazvem betelovy ofech [23].

Alkaloidy areky obecné

CH
X OH I o~ 0 AN OH
| \ 0
|
CH3 - H

Obrazek 10: Alkaloidy areky obecné [17] — Arekaidin (vievo), Guvakolin (uprostied), Guvacin (vpravo)
Do padesatych let minulého stoleti bylo postupné zjisténo ze arekové palma obsahuje vice nez
Sest riiznych alkaloidi. CtyFmi hlavnimi jsou arekolin, arekaidin, guvakolin a guvacin (obrazek
10). Pfi¢emz arekaidin a guvacin vznikaji hydrolyzou z arekolinu a guvakolinu. Zjistilo se, Ze
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Z téchto alkaloidll jsou v ofeSich palmy nejvice obsazeny arekolin a arekaidin, obsah téchto

alkaloidii v Cerstvych semenech (ofesich) je tedy nasledujici [17]:

e Arekolin —0,30-0,63%
e Arekaidin - 0,31-0,66%
e Guvakolin —0,03-0,06%

e Guvacin — pies 0,19%

2.2. Zvykani betelového sousta

V jizni Asii, Ciné a v nékterych africkych zemich je zvykem uZivani arekolinu ve formé
zvykani tzv. ,,Betelového sousta” (obrazek 11). Jedna se o jesté zcela nedozralé rozdrcené
ofechy areky obecné zabalené v listech pepfovniku betelového potfeného vapnem. Nékdy se
mohou pfidat listy tabdku, hfebi¢ek nebo dal§i aromatické koteni. Betelové sousto tedy
obsahuje vSechny alkaloidy palmy arekové, ale hlavni aktivni sloZzkou je zde predevsim
arekolin. Uzivani betelu mize mit nékolik pozitivnich uc¢inku na lidsky organismus, avsak jedna

se o navykovou latku. Pravidelné uzivatele této drogy miiZzeme poznat podle z¢ernalych zubt a
dasni [17, 25].

Obrazek 11: Betelové sousto [26, 27]

2.3. UdinKy arekolinu

Vyzkumy arekolinu ukézaly, ze ma mnohé pozitivni 1 negativni G€inky na lidsky organismus.
To zahrnuje vliv na nervovou, kardiovaskularni, endokrinni a zazivaci soustavu a také ucinky

na dalsi télesné pochody [17].
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Uc¢inky na nervovou soustavu

Arekolin a ostatni alkaloidy areky obecné se vazi na GABA receptory v mozku coz pfispiva
K jejich psychoaktivnim ucinkiim. GABA receptory maji podobnou strukturu jako receptory
acetylcholinové. Jedna se o chloridové kandly nachéazejici se v mnoha télesnych tkanich.
Arekolin vSak neptisobi jako jednoduchy aktivacni ligand GABA receptord, ale naopak je jeho
blokatorem, coz znamena, ze arekolin ma opacny ucinek latek, které zvysuji aktivitu GABA
receptort, jako je napf. diazepam (valium). Kdy diazepam ma tlumici u¢inky na centralni
nervovou soustavu a arekolin naopak ptisobi jako stimulant. Teoreticky bychom tohoto faktu
mohli vyuzit v ptipadech predavkovani valiem, kdy by arekolin mohl fungovat jako protilatka,

avSak tato skute¢nost nebyla zatim prokazana [28].

V lidovém Iécitelstvi je zvykani arekovych ofechli uzivano i k posileni paméti. Navic bylo
klinicky prokazano, ze arekolin mize zlepSovat kognitivni funkce a pamét’ u pacienti trpicich

Alzheimerovou chorobou [17].

Uzivani arekolinu mize také vyrazné snizit zavaznost symptomu schizofrenie, a tudiz by se

mohl vyuZzivat pii jeji 16Cbé&, stejné tak ma i pozitivni ucinky pii 1é€bé depresi [17, 28].
U¢inKy na kardiovaskularni systém

Okamzité ucinky zvykani betelu (poziti arekolinu a ostatnich alkaloidll) zahrnuji zvySeni tepové
frekvence, nadmérné poceni, zCervenani obliceje a pocit tepla na kiizi. Bylo prokazano, Ze po
poziti arekovych ofechli dochézi ke zvyseni teploty kiize na tvafi az o 2 °C. I pfes zvySeni tepu

dochazi ke zvyseni krevniho tlaku pouze v zacatcich uzivani arekolinu [28].

Dalsi u¢inky na kardiovaskularni systém zahrnuji staZeni cév, coz v pfitomnosti zGzeni cévy
muze zvysit riziko akutni srde¢ni ptihody. Zatim vSak nebylo zaznamenano mnoho piipadu kdy

by k nécemu takovému doslo [28].

Arekolin také vykazuje anti-aterogenni ucinky, coz znamena ze pusobi proti ateroskleroze,
chronickému onemocnéni cévni stény. Bylo také prokazano Ze arekolin miZe potlaovat

uvolnovani prozanétlivych cytokini [17].

21



Anti-parazitické ucinky

Arekolin je latka aktivné ptisobici proti tasemnicim, mechanismus tohoto G¢inku souvisi s jeho
paralytickym efektem. Také je in vitro vysoce ucinny proti larvam nékterych druhti tasemnic.
Vyzkumy odhalily, Ze arekolin ma také synergicky tcinek proti onkomelanii (maly tropicky
sladkovodni $nek) a to v kombinaci s pentachlorfenolem sodnym a dal§imi latkami. Je u¢inny

také proti motolici jaterni [17].

Uc¢inky na travici soustavu

Uzivatelé betelového sousta fikaji, ze ma uklidiujici u¢inky na zazivani. Avsak mezi lidmi,
kteti takto uzivaji arekolin se zvySuje pravdépodobnost vzniku peptickych viedl. Arekolin také
a K* iontil. Pravidelna konzumace arekovych ofechli vede k abnormalni ¢innosti jater. Bylo
zjisténo, ze u hlodavcl dochazi ke zvyseni mnozstvi aminotransferaz, coz naznacuje, Ze miize
vzniknout hepatocelularni poSkozeni. Zatim vSak neni dokdzano, jestli takovéto poskozeni
ptispiva ke vzniku cirh6zy jater, avSak toto onemocnéni je neobvykle béznym problémem u lidi

uzivajicich arekolin [28].

Ucinky na endokrinni soustavu

Arekolin ma také vliv na vznik hormont. Bylo zjisté€no, Ze tento alkaloid stimuluje aktivitu
hypotalamu, hypofyzy a nadledvin. To je hlavné =zapfi¢inéno vyloucenim hormonu
uvolnujiciho kortikotropin a blokaci pfitoku vapniku do bunék diené nadledvin. Je také mozné,

ze arekolin podnécuje produkci testosteronu u muzi [17].

Ostatni u¢inky

Arekolin také zhorSuje astma. Astmaticti pacienti hlésili pfitiZzeni pfiznakl astmatu po uziti
arekovych ofechil a vice neZ polovina téch, ktefi skoncili s uzivanim betelu tak ucinilo pro
negativni efekt na jejich astma. Tato pozorovani byla pozd¢ji dokazana i vyzkumem, kdy se
zjistilo, ze arekolin zplisobuje vyrazné zuzeni prudusek u astmatikti a v mens$i mite i u lidi ktefi

astmatem netrpi [28].
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Konzumace arekolinu, ale také mozna 1 listl pepfovniku betelového (oba v betelovém sousté),
zpisobuje kratkodobou hypoglykémii. Neobjevuji se vSak zaddné zpravy o klinickych
problémech vychazejicich z tohoto efektu [28].

2.4. Toxicita arekolinu

Arekolin je toxicka latka, jejiz LD50 ¢ini pfi oralnim podéani 2500 mg/kg u krys a 550 mg/kg u
mysi. Ukazalo se, Zze arekolin muze pusobit hepatotoxicky a testikularné toxicky. AvsSak

wewv

onemocnéni Ustni dutiny [17, 16].

Co se tyka karcinogenity arekolinu. Tak podle IARC (International Agency for Research on
Cancer) se Cisty arekolin fadi do skupiny 2B — potencialn¢ karcinogenni pro ¢lovéka (possibly
carcinogennic to humans), a to hlavné pro neptitomnost studii, které¢ by se timto problémem
zabyvaly. Ale betelové sousto a stejné tak 1 samotné ofechy areky obecné se jiz dle IARC tadi
do skupiny 1 —karcinogenni pro ¢lovéka (carcinogennic to humans). Kdy existuji jasné dikazy
o tom, ze zapricinuje rakovinu ustni dutiny, jicnu a hltanu, a také mtze podporovat vznik

rakoviny jater [29-31].

Arekové ofechy maji i dalsi Skodlivé u¢inky na lidské zdravi, kuptikladu nebezpeci vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni a cerebrovaskularni poruchy, a také zvySenou

pravdépodobnost vzniku cukrovky [31].

Bylo potvrzeno, ze arekolin ma genotoxicky a cytotoxicky efekt na mnohé buiiky savcu. Je také
neurotoxicky, a to kvuli vzniku oxida¢niho stresu vyvolaného zvySenym generovanim

reaktivnich forem kysliku a snizenim hladiny antioxidanta v téle [32].

2.5. Pouziti arekolinu

Nejrozsifengj$im pouzitim arekolinu je jeho konzumace pfi zvykani betelového sousta. Jak jiz
bylo feceno, tato droga je hlavné uzivana v Asii, ale postupné se rozsifuje 1 do dalSich zemi.
Jedna se pravdépodobné o ¢tvrtou nejrozsitenéjsi navykovou latku, kterou v uzitém mnozstvi
ptedci jen tabak (nikotin), alkohol a kofein. Udéava se, zZe celosvétove betelové sousto uziva az
600 miliont lidi. Efekt této drogy je popisovan jako piijemny a obecné stimulujici, navozujici

pohodu, euforii a pocit tepla v celém téle. Také zvySuje bdélost a schopnost pracovat [31, 32].
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Arekolin se tedy hlavné vyuziva pro své psychoaktivni Gc¢inky, ale také velmi dobte plsobi
proti parazitim, jako je naptiklad tasemnice. Betelové sousto je také znamo pro sviij pozitivni
efekt na zazivani. V malych mnozstvich by tedy arekolin mohl mit mnohé pozitivni u¢inky na
lidsky organismus, ale nesmime zapominat, Ze se jedna o toxickou latku, kterd zpusobuje

mnoha onemocnéni [17].

Dle nékterych studii by arekolin diky svym cytotoxickym t¢inkim mohl ptisobit proti nékterym
typum rakoviny. Ukéazalo se, Ze arekolin ma potencial slouzit jako dopln¢k k

chemoterapeutickym ¢inidlim uzivanych k 1é¢bé rakoviny délozniho ¢ipku [33].

2.6. Extrakce arekolinu z ofechi palmy arekové

Nejjednodussi metodou extrakce arekolinu je jeho vyextrahovani do vody v ultrazvukové lazni
(obrazek 12). Kdy se jemné nadrceny ofech smisi s malym mnozstvim deionizované vody ve
znamém pomeru a nechd se na n¢j ptsobit ultrazvuk po dobu deseti ¢i vice minut. Smés se dale

vhodnym zpiisobem piefiltruje a filtrat je ptipraven k pouziti [34].

chladi¢

patrona extrakéni

varnd banka

Obrazek 12: Moznosti extrakce: ultrazvukova lazen (vlevo) [35], Soxhletiiv extraktor (vpravo) [36]
Dalsi metoda, pii které se vyuziva ultrazvuk je jiz komplikovangjsi, avsak diky ¢isticim krokim
odd€lime nekteré vedlejsi latky, které by mohly naruSovat stanoveni. Nadrcené ofechy se
navlh¢i amoniakem a smisi s chloroformem, tato smés se necha n¢kolik hodin v ultrazvukové
lazni a poté se prefiltruje. K filtratu se ptida kyselina sirova, do které se z chloroformu
vytiepava arekolin. Kysela vrstva se poté oddéli a procisti se protfepanim s petroléterem. Ke

kyselin¢ s extrahovanym arekolinem se poté piida n€kolik kapek amoniaku a arekolin se
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extrahuje do chloroformu. Chloroformovy extrakt se zbavi zbytkli vody, prefiltruje a necha

zcela vyschnout. Takto nam zistane pouze Cisty arekolin [37].

Mimo ucinki ultrazvuku muzeme vyuzit také Soxhletovu extrakci (obrazek 12), kdy se
postupuje obdobné jako v pfedchozim odstavci, jen misto chloroformu pouzivame jeho
ptibuzny dichlormetan. Extrakce pak probiha v Soxhletové extraktoru pfi teploté pod 50°C po
dobu az 6 hodin [38].

K ziskani arekolinu z arekovych ofechti miizeme vyuzit i extrakci superkritickou tekutinou, a
to konkrétné nadkritickym oxidem uhli¢itym, kdy nejvétsi extrahované mnozstvi ziskavame pfi

teplotd 50°C a tlaku 10,3MPa [39].
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3. Elektrochemické stanoveni arekolinu

Jednou z elektrochemickych metod pro stanoveni arekolinu je potenciometrie. Membrana
pouzité elektrody je pak vytvoiena z PVC a komplexu iontovych pard vzniklych smisenim
arekolinu a latky s vhodnym proti iontem, kupiikladu tetraboritan sodny (NaTPB), kyselina
fosfomolybdenova (PMA) nebo kyselina fosfowolframova (PTA). Vnitini roztok elektrody pak
tvoti roztoky arekolinu a KCl o stejné koncentraci. Tato metoda je pomérné robustni a piesna,
ale méteni by mélo probihat pii pH od 3 do 6, optimaln€ pii hodnoté 5,4 dosazené pouzitim
takzvaného Tris pufru (roztoku trisaminometanu). Kalibra¢ni kiivka pro pouziti takovéto
metody pii stanoveni arekolinu je linearni v rozsahu koncentraci: pro elektrodu vytvorenou z
NaTPB ¢ = 10 — 0,04 mmol/l a pro elektrody z PMA a PTA ¢ = 10 — 0,005 mmol/I. Arekolin

byl touto metodou stanovovan ve slinach uzivateli betelového sousta [40].

Arekolin je mozné stanovit taktéz fotoelektrochemicky, za pouziti senzord tvofenych
nanovrstvami grafitického nitridu uhliku, které jsou aktivovany novym typem uhlikového
materialu, v angli¢tiné nazyvaného carbon nanohorns, jedna se v podstaté o nanovrstvy grafitu
svinuté do tvaru, ktery ptipomina roh ¢i osten. Toto méteni pak probiha v prostiedi fosfatového

pufru o pH 9. Miizeme stanovit arekolin vyextrahovany z ofechu areky obecné [41].

Co se ty€e voltametrického stanoveni arekolinu, v dostupné literatufe nebyl nalezen Zadny
dikaz toho, Ze by se touto problematikou jiZ nékdo v minulosti zabyval. Arekolin je vSak
alkaloid strukturné velmi podobny nikotinu, jehoz voltametrické stanoveni je jiz rutinni
zalezitosti. Pro tuto podobnost bylo piedpokladdno, ze je mozné 1 arekolin stanovit
voltametricky, a také to, Ze jeho chovani pii stanoveni by mohlo byt podobné nikotinu. Nikotin
je voltametricky stanovovan mnoha technikami za pouziti nejriiznéjSich elektrod. Pro stanoveni
arekolinu pak byla v experimentalni ¢asti této prace zkoumana moznost pouziti elektrod na bazi

uhliku, a to pfedevsim uhlikovych pastovych elektrod a elektrod ze skelného uhliku.
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4. Dalsi metody stanoveni arekolinu

V historii byly pro identifikaci arekolinu pouzivané nejriiznéj$i barevné reakce. Pro
kvantifikaci pak naptiklad papirova chromatografie, titraéni metody nebo i kolorimetrie.

V dnesni dob¢ se pro stanoveni arekolinu vyuziva predevsim chromatografickych metod [29].

4.1. Chromatografie

Arekolin se chromatograficky stanovuje predev§im pomoci kapalinové chromatografie, av§ak
existuji 1 metody stanoveni plynovou chromatografii. Mimo to mtze byt také pouzita metoda

vysokotlaké papirové chromatografie [37].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC se pro stanoveni arekolinu pouziva jiz vice nez tficet let, pred deseti lety byla vyvinuta
nova rychld HPLC technika, kterd brala ohled na vyvoj na poli chromatografie. Analytické
podminky pro stanoveni arekolinu pomoci HPLC s obracenymi fazemi a UV detekei jsou tedy

nasledujici [38]:

- Kolona - 250 x 4,6 mm (vnitini pramér)

- Castice — 5 um typu Inertsil ODS-3

- Mobilni faze — smés acetonitrilu a fosfatového pufru (pH5,9) v poméru 88:12% (V/V)
- Teplota kolony — 25°C

- Tok mobilni faze — Iml/min

- Detekce — 254nm

Retencni ¢as arekolinu pfi téchto podminkach byl 5 minut [38].

V prubéhu let byly také vyvinuty dalsi techniky HPLC pro stanoveni arekolinu, kdy se
pfedevSim ménil zplsob detekce. Bylo hlavné zkouméno spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii, a to pfedev§im tandemovou hmotnostni spektrometrii. Byla

vyvinuta robustni a pfesna metoda LC-MS/MS [42].
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Plynova chromatografie

I ptes to, Ze plynovd chromatografie neni pfi stanoveni arekolinu tak rozsifend, jako
chromatografie kapalinovad, mizeme pouzit 1 tuto metodu stanoveni. V minulosti byla vyuzita
ke stanoveni arekolinu v krevni plazmé. Zde se vyuziva ve spojeni GC/MS, a to konkrétné
kapilarni plynova chromatografie s programovanou teplotou ve spojeni s amoniakalni
chemicky ioniza¢ni hmotnostni spektrometrii. Tato technika ma dostate¢nou citlivost, piesnost

a selektivitu pro stanoveni arekolinu v lidské krevni plazmé [43].

4.2. Kapilarni elektroforéza

Ke stanoveni arekolinu muze byt také vyuzita kapilarni elektroforéza s elektrochemickou
luminiscen¢ni detekci (CE-ECL) s pfidavkem vhodné iontové kapaliny (IL). Kdy jako IL je
pouzit BMIM-BF4 a podminky pro analyzu jsou: Separacni napéti 16kV; pH7,5; ptidavky
dalsich latek a ECL detekce pti 1,2V. Takovato analyza trva pfiblizné 7-8 minut [44].

4.3. Ostatni metody

Mezi dalsi metody stanoveni arekolinu patii také blizka infraervena spektroskopie (NIR) pro
rychlou analyzu pfi kontrole procesu suseni arekovych ofecht. Spolu s vyvojem modernich
technik, jako jsou naptiklad magneticka rezonance nebo zobrazovaci hmotnostni spektrometrie
(MS]), doslo také k vyzkumu jejich uplatnéni pii stanoveni arekolinu, kdy bylo zjisténo, Ze je

Ize v n€kterych ptipadech pouzit [29, 45].
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5. Elektrody na bazi uhliku

Elektrod vytvofenych z uhlikovych materiadli je nepfeberné mnozstvi a neustale probihaji
vyzkumy zabyvajici se vyvinem novych uhlikatych materialti pro ptipravu téchto elektrod. Zde

budou jen lehce probrany elektrody, které byly vyuzity v experimentalni ¢asti této prace.

5.1. Uhlikové pastové elektrody

Uhlikové pastové elektrody (CPE — Carbon paste electrodes) jsou elektrody které byly objeveny
pred vice nez Sedesati lety (obrazek 13). Oblibenost téchto elektrod v nasledujicich letech
rostla, a to diky jejich vyuZitelnosti pfi mnohych elektrochemickych stanovenich, predev§im
pak ve voltametrii. Uhlikova pastova elektroda vznika smisenim uhlikového prasku s vhodnym

pojivem [46, 47].

Uhlikovy prasek

Vhodnym uhlikaty material, ktery tvofi tento praSek by mél spliovat nésledujici kritéria:
velikost Castic v fadech mikrometrd, jednotnd distribuce castic, vysokd cistota a nizka

schopnost adsorpce [47].

Nejcastéji vyuzivanym uhlikovym praskem pii vyrobé elektrod je spektroskopicky grafit
s ¢asticemi o velikosti n€kolika mikrometr (typicky 5-20um). Nékteré dalS$i materidly, se
kterymi se miizeme setkat pti piiprave teéchto elektrod jsou saze, dievné uhli, prasek ze skelné¢ho
uhliku, drceny diamant a dal$i. Vyskytuji se i elektrody vytvofené znovych uhlikovych

materialt, jako je fulleren C-60, uhlikova nanovlakna, nebo také uhlikové nanotrubice [47,48].
Pojivo

Hlavni funkci pojiva, kterym byva organicka kapalna sloucenina, je, jak jiz naznacuje nazev,
propojit jednotlivé ¢astice uhlikového prasku, avSak pojivo se také podili na vlastnostech
elektrod. Hlavnimi pozadavky na pojivo tedy jsou, aby bylo: chemicky inertni a nebylo

elektroativni, vysoce viskoézni a netékavé, minimélné rozpustné ve vodé a nemisitelné

s organickymi rozpoustédly [47].

Nejpouzivangj§imi pojivy jsou mineralni (parafinove) oleje. Dale se také pouzivaji silikonové

oleje a také estery organofosfatti a nové i iontové kapaliny [47,48].
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Obrazek 13: Materidaly a vybaveni potrebné k priprave uhlikovych patovych elektrod [49]

5.2. Elektrody ze skeln¢ho uhliku

Skelny uhlik byl poprvé pfipraven pied Sedesati lety a tato forma uhliku vykazuje znacné
odli$né chovani od ostatnich forem. Pfi jeho vyrobé& 1ze vytvofit télesa o riznych tvarech a jeho
vyhodou je také to, ze u skelného uhliku dochézi k pomalejsi oxidaci pfi zvySenych teplotach
nez u dalSich forem uhliku. To znamena, Ze skelny uhlik m& mnohem vyS$$i odolnost
k chemickému napadeni. Toto déla ze skelného uhliku vysoce zZadouci material pro piipravu
chemicky odolnych elektrod. Skelny uhlik se vyrabi fizenym zahtivanim pfedmodelované

polymerni pryskyfice v inertni atmosféte [50].

5.3. Elektrody z borem dopovaného diamantu

Cisty diamant m4 tak nizkou elektrickou vodivost, Ze je pro p¥ipravu elektrod zcela nevhodnym
materidlem. AvSak zavedenim necistoty, jako je napiiklad bor ¢i dusik, do jeho struktury
muzeme zvysit jeho vodivost natolik, abychom z n€j mohli vyrobit elektrodu. Nejbéznéji se
tedy vyuziva mikrokrystalicky diamant dopovany borem. Jedna z vyhod takovychto elektrod je
vysoka chemicka stabilita a moznost méfeni v Sirokém elektrochemickém potencidlovém okné

[51].
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Chemikalie a laboratorni pomucky

Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. a k pfipravé roztokii byla pouzita deionizovana
voda.

Hydroxid sodny — J. T. Baker

Kyselina sirova 95-97% — J. T. Baker

Kyselina chlorovodikova 35% — Lach-Ner

Chlorid draselny — Lachema-Chemapol

Kyselina borita praskova — Lachema-Chemapol

Kyselina octova 99% — Lach-Ner

Kyselina fosfore¢na 85% — Penta

Arekolin hydrobromid — ChemCruz

Laboratorni pomiicky

Na nésledujicim seznamu je vypsdno zdkladni laboratorni vybaveni pouZzité pfi tomto

experimentu, pouzité piistroje a elektrody jsou popsany dale.
Odmérné baiky 100ml, 10ml, 25ml, 500ml

Mérné nadobka

Stojan s drzakem pro mérnou nadobku a elektrody
Navazovaci lodi¢ka

Kopist

Délend pipeta 2ml

Automatické pipety — 1-10ml, 100-1000ul a 2-20pl
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Zasobni lahve na roztoky

Kéadinky raznych objemi
6.2. Priprava roztoki

Roztok standardu

Nejprve byl pfipraven roztok standardu arekolinu hydrobromidu. Tento standardni roztok byl
pripraven o koncentraci 0,01mol/l a to odvazenim 0,02361g arekolinu hydrobromidu do 10ml
odmérné banky. Bailka byla nasledné doplnéna deionizovanou vodou a takto vznikly roztok byl

dikladné promichan. Tento roztok byl nadale pouZzivan pro vSechna méteni.

Roztoky zakladnich elektrolyti

Roztoky HCI, H»,SO,4 a KCI

Byly také pripraveny roztoky zakladnich elektrolytu a to nejprve 0,1M roztoky HCI, H2SO4 a
KCIl. Bylo ptipraveno 100ml kazdého z téchto roztoku. Do téi 100ml odmérnych banék bylo
tedy odméteno piisluSné mnozstvi chemikalii, a to pro roztok chloridu draselné¢ho 0,7456¢g
¢istého KCI, pro roztok kyseliny chlorovodikové 0,88ml 35%ni HCI a pro roztok kyseliny
sirové 0,54ml 96%ni H2SO4. VSechny odmérné baiky byly doplnény po rysku deionizovanou
vodou a roztoky byly ditkladné promichany.

Roztoky Britton-Robinsonova pufru

Dale byly také piipraveny roztoky Britton-Robinsonova (B-R) pufru o riznych hodnotach pH.
B-R pufr se sklada se dvou slozek (sloZzka A a sloZka B), které jsou nadale smiseny v danych

pomérech pro vznik roztoku o pozadovaném pH.

Slozkou A je 0,2M roztok hydroxidu sodného, tento roztok byl pfipraven odvazenim 4,0g
NaOH do 500ml odmérné banky, kterd byla nasledné¢ doplnéna deionizovanou vodou a

promichéna.

Slozka B je smés 0,04M kyselin, a to konkrétné HsPO4, CH3COOH a H3BOs. Tento roztok byl
vytvofen tak, Ze piislusnd mnozZstvi téchto kyselin byla odmétena do jedné 500ml odmérné

banky, ktera byla néasledné¢ doplnéna deionizovanou vodou. Odmétfena mnozstvi byla: pro
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kyselinu fosfore¢nou 1,23ml 85%ni H3POa, pro kyselinu octovou 1,27ml 99%ni CH3COOH a
pro kyselinu boritou 1,2368g praskové HsBOs.

Obe¢ slozky pak byly smichény v ur¢enych pomérech tak aby daly roztok pufru o pozadovaném
pH. Bylo pfipraveno jedenact roztoku o pH 2-12, a to tak aby se pH zvysilo vzdy pfiblizné o
jednotku. Odmétfena mnozstvi jednotlivych slozek a nasledné pH roztokii jsou shrnuta

Vv nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: Pomeéry slozek Britton-Robinsonova pufiu a vysledné pH roztokii

pH Slozka A —V [ml] Slozka B —V [ml]
2,05 0,0 20,0
3,18 3,0 17,0
4,20 4,0 16,0
4,97 5,0 15,0
6,12 6,0 14,0
6,98 6,8 13,2
8,09 7,5 12,5
9,15 8,2 11,8
9,91 8,7 11,3
10,85 9,1 10,9
11,63 10,0 10,0

Modelové vzorky

Byly pfipraveny dva modelové vzorky o koncentracich 0,1 a 1 mmol/l. Modelovy vzorek ¢.1
(koncentrace 0,1mmol/l) byl pfipraven odméienim 0,25ml standardniho roztoku arekolinu o
koncentraci 0,01mol/l do 25ml odmérné baiiky, barka pak byla doplnéna deionizovanou vodou
a diikladné promichana. Modelovy vzorek ¢€.2 (koncentrace 1mmol/l) byl pfipraven odméfenim
Iml standardniho roztoku arekolinu o koncentraci 0,01mol/l do 10ml odmérné banky, ktera

byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou.
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Realny vzorek

Nakonec byl také pfipraven realny vzorek, ktery byl ziskan extrakci arekolinu z ofechu palmy
arekové, zakoupeného od firmy Herbal-store s.r.0. Jablonec nad Nisou. Tento ofech byl tedy
nastrouhan na jemném strouhatku a bylo odvazeno 0,5238g této drti. Toto mnozstvi bylo
nasledné smichano v ¢isté kadince s 10ml deionizované vody a takto vznikld smés byla dana
do ultrazvukové lazné¢ na 10 minut. Téchto 10 minut vSak bylo rozd€leno do tii 3 — 4
minutovych intervaltl, a to proto aby se smés nepichtivala. Smés se dale nechala chvili odstat,
aby se pevné Castice usadily u dna a roztok byl piefiltrovan ptres filtr o velikosti pord 1pm.

Filtrat byl nadale pouzivan bez dalsich uprav pro méteni.

6.3. Pouzité elektrody

Pro voltametrickd méfeni provedend pifi tomto experimentu byly vyuzity rizné pracovni
elektrody, které jsou vypsany nize, byl tedy pouzit tiielektrodovy systém (obrazek 14)

sestavajici se z téchto elektrod:

Referentni elektroda: Argento-chloridova elektroda Ag/AgCl 3MKCl
Pomocna elektroda: Pt-plisek

Pracovni elektrody:

- Uhlikova pastova elektroda — CPE (Carbon paste electrode)
- Elektroda ze skelného uhliku — GCE (Glassy carbon electrode)
- Elektroda z borem dopovaného diamantu — BDDE (Boron doped diamond electrode)

- Platinova elektroda — PtE

Priprava uhlikové pastové elektrody

Uhlikovou pastovou elektrodu bylo nutné pfed samotnym métenim nejdiive piipravit, nebot’
ptiprava tohoto typu elektrod probiha laboratorné. Pro ptipravu elektrody byl pouzit uhlikovy
prasek ,,CR 5% o velikosti ¢astic okolo 5 um a jako pojivo parafinovy olej. Tyto dva
komponenty byly smiseny v poméru 80:20%, a to tak, ze bylo odvazeno 0,4g uhlikového prasku
a 0,1g parafinového oleje. Toto bylo vlozeno do tfeci misky a smés byla pomoci tloucku a
Spachtle diikkladné homogenizovana. Vznikla pasta byla poté natlaCena do téla elektrody

S pramérem pracovniho povrchu 2,5mm.
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6.4. Pristroje a zarizeni

Na tomto misté jsou zafazeny pfistroje pouzité v prib&hu meéteni.
Elektrochemicky analyzator PGSTAT128N (Metrohm-Autolab, Nizozemi) (obrazek 14)

Magneticka michacka s nastavitelnou rychlosti otaéek IKA lab disc white (IKA Works GmbH
& Co, Némecko)

Pienosny pH metr Orion Star A221 (Thermo Fisher Scientific, USA) s pH mérnou elektrodou

Analytické vahy BP 211D (Sartorius AG, Némecko)

Obrazek 14: - Elektrochemicky analyzdator PGSTATI28N (vlevo), Meérna cela s trielektrodovym zapojenim, laboratornim
stojanem a magnetickou michackou (vpravo) [49]

6.5. Pouzité metody a postupy

Square-wave voltamterie (SWYV), diferencné pulzni voltametrie (DPV) a

linearni voltametrie (LSV)

Pro vétSinu méteni byla pouzita metoda square-wave voltametrie, toto méfeni pak zahrnovalo
kondiciona¢ni krok za michani a stabilniho kondicionaéniho potencialu, dobu klidu a nasledny
sken v anodické oblasti. Pokud neni uvedeno jinak experimenty probihaly v prostiedi
zakladniho elektrolytu, jehoZ sloZeni je specifikovano dale. Optimalni pfistrojové podminky

byly nésledujici:
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- pocatecni potencial 0 V

- konecny potencial 1,2 V

- potencial kondicionace -0,2V vs. ref.Ag/AgCI
- doba kondicionace 10 s

- dobaklidu 10 s

- potencidlovy krok 10 mV

- amplituda pulzu 20 mV

- Frekvence 25 Hz

Pro srovnani citlivosti metody square wave voltametrie byly pouzity metody diferencné pulzni

voltametrie a linearni voltametrie.

Cyklicka voltametrie (CV)

Metoda cyklické voltametrie byla pouzita pro charakterizaci arekolinu v roztoku. Parametry

metody byly nasledujici:

- pocateéni potencial 0 V

- nejvyssi potencial 1,2 V

- dobaklidu5s

- potencidlovy krok 2,44 mV
- pocet cykla 10

- rychlost skenu 100 mV/s
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6.6.

Vysledky a diskuze

Uvodni elektrochemické experimenty

Ze vSeho nejdiiv bylo nutné zjistit zakladni elektrochemické chovani arekolinu. Bylo zjisténo,

7e pii voltametrickém stanoveni arekolinu dochazi k jeho oxidaci pii potencialu 0,95V (obrazek

15). Timto byla potvrzena domnénka vychazejici z optimalizované metody pro stanoveni

nikotinu,
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ktery je strukturné podobny arekolinu.
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Obrazek 15: Zaznam SWV pro standard arekolinu; ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE

Vybér zakladniho elektrolytu

Dale bylo nutné vybrat zakladni elektrolyt. Arekolin byl prométen v nasledujicich roztocich

0,1M H2S0Og4; 0,AM HCI; 0,1M KCI a roztoky Britton-Robinsonova pufru o pH 4,2; 6,98 a 9,15.

Tato méteni byla provedena na nasledujicich elektrodach: GCE, Pt a BDD. Z téchto elektrod

byla jako nejvhodnéjsi vybrana GCE, nebot’ ostatni neposkytovaly dostatecny signal.
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Nejveétsi signal z téchto vybranych elektrolyti poskytoval B-R pufr o pH 9,15 (obrazek 16);
avSak zde se jednalo jen o pfedbézna méfeni, proto optimalni pH muselo byt dale zjisténo.
Avsak predtim, nez se tak stalo, bylo méfeni arekolinu v B-R pufru o pH 9,15 provedeno i na
CPE, kdy bylo zjisténo, ze také poskytuje dostatecny signal, dokonce vyssi nez GCE, proto
byly nasledujici méteni provedeny jak na GCE, tak i na CPE.

14E-D ¢ 3

13E-D F 3

12E5¢E E

11E-D 3

1E5F 1

WE(1).0.Current (A)
=

1E-6 F N / 3

1 1 1 1 | 1 1 | | 1 | 1 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12
Potential applied (V)

Obrazek 16: Srovnani pracovnich elektrod pri pH 9,15, ¢ = 0,5 mmol/l; Legenda: GCE — cerna, Pt — cervenda, BDD — modrad,
CPE — fialova

Na tomto misté je také vhodné poznamenat, ze pii pH 6,98 bylo pii méfeni na GCE
zaznamenano dé¢leni piku na dva, ¢ehoz si miZeme povSimnou na nasledujicim obrazku

(obrazek 17). Pti tomto pH byly tedy pozorovany dva oxidacni procesy.
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Obrazek 17: Zaznam SWV pro standard arekolinu; ¢ = 0,5 mmol/l; B-R pufr pH 6,98; elektroda GCE

Vybér vhodné voltametrické metody

Na pocatku bylo také dtlezité vybrat vhodnou voltametrickou metodu. Byly tedy porovnavany
metody LSV, DPV a SWV, a to nejdfive na elektrodé¢ GCE. Jak je patrné z nasledujiciho
obrazku (obrazek 18) nejvyrazngjsi signal dava SWV, avsak pii této metode je nejvetsi pozadi,
toto vSak miZe byt vylepSeno vhodnou optimalizaci metody. Pfijatelny signal dostaneme 1 pfi
méfeni DPV, ale signdl je jiz oproti SWV vyrazné nizs§i, vyhodou této metody je nizsi
interference pozadi. Metoda LSV je jiz pro méfeni arekolinu nedostate¢na. SWV a DPV byly
proméfeny i na CPE (obrazek 19), kde vykazovaly stejny trend jak na GCE. Pro nasledujici
méteni byla tedy vybrana metoda SWV pro jeji vyssi citlivost, avsak metoda DPV by mohla

jeji vhodnou alternativou, v pfipadech méteni vyssich koncentraci arekolinu.
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Obrazek 18: Srovnani SWV, DPV a LSV, koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/I; B-R pufr pH 9,15; elektroda GCE; Legenda:
SWV — éerna, DPV — cervena, LSV — modra
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Obrazek 19: Srovnani SWV a DPV; koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE; Legenda: SWV
— cerna, DPV — cervenad
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Optimalni pH

Dale bylo nutné zjistit optimalni pH B-R pufiru, ktery byl pfi pfedbéznych métenich vybran ve
sv¢ alkalické oblasti jako nejlepsi elektrolyt. Byla proméfena fada jedenacti roztoki s postupné
se zvySujicim pH, tak aby se vzdy zvysilo pfiblizn¢ o jednotku (konkrétni hodnoty pH v tabulce
2). Méteni celé fady pH bylo provedeno na GCE i CPE, vysledky budou diskutovany

samostatné.

Meéfeni s elektrodou ze skelného uhliku

Z nasledujiciho obrazku (obrazek 20) jasné vyplyva, Ze arekolin je elektroaktivni pouze
v zasaditém pH, kdy nejvyssi signdl na GCE poskytuje pfi pH 9,15 (Cerny pik), ¢imz se
potvrdila pfedbézna méteni. Nasledujici méteni tedy budou provadéna pti tomto pH B-R pufru.
Z nasledujiciho grafu bylo vyfazeno méteni pro pH 11,63, nebot’ v daném potencidlovém okné

nebyl zaznamenan piislusny pik
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Obrazek 20: Vybér optimalniho pH, arekolin ¢ = 0,1mmol/l, elektroda GCE, Legenda: 2,05 — svétle modra, 3,18 — zlutd, 4,2
— Sedd, 4,97 — rizova, 6,12 — blankytné modra, 6,98 — cervend, 8,09 — modra, 9,15 — cerna, 9,91 — fialova, 10,85 — zelend

Z vyhodnocenych vySek a potencialt pikti byly sestrojeny grafy jejich zavislosti na pH, které
vidime nize (obrazek 21 a obrazek 22). Mzeme si pov§imnout, ze jak jiz bylo feceno arekolin
Vv kyselé oblasti pH neposkytuje signal. Ten pak po pH 6,12 prudce stoupa a svého maxima
dosahuje pii pH 9,15 a nasledné opét prudce klesé a pii pH 11,63 opét dosahuje nuly. Potencial
piku se pfi zvySujicim se pH mirn¢ snizuje.
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Obrazek 21: Zavislost vysky piku (proudu) na pH, arekolin ¢ = 0,Immol/l, elektroda GCE
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Obrazek 22: Zavislost potencialu piku na pH, arekolin ¢ = 0,1mmol/l, elektroda GCE
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Meéreni s uhlikovou pastovou elektrodou

Vysledky méfeni na CPE (obrazek 23) jsou podobného charakteru jako pii méfeni na GCE,
avSak jak si mizeme povSimnout na nasledujicim obrazku optimalni pH je jiz 8,09, avSak
nasledujici méteni byly i pro CPE provadény pii pH 9,15, a to proto, aby bylo mozné provadét

méieni na obou elektrodach za stejnych podminek.
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Obrazek 23: \lybér optimalniho pH, arekolin ¢ = 0,1mmol/l, elektroda GCE, Legenda: 2,05 — svétle modra, 3,18 — zlutd, 4,2
—Seda, 4,97 — rizovd, 6,12 — blankytné modrd, 6,98 — cervend, 8,09 — modra, 9,15 — cernd, 9,91 — fialova, 10,85 — zelend,
11,63 — oranzova

Z vyhodnocenych vysek a potenciald pika byly sestrojeny grafy jejich zavislosti na pH, které
vidime nize (obrazek 24 a obrazek 25). Jak vidime na grafu zavislosti proudu na pH, vyska piku
prudce roste po pH 6,12, svého maxima pak dosahuje pii pH 8,09 a pak pozvolna klesa, na
rozdil od métfeni na GCE, kdy tento pokles byl strmy. Pravé pozvolného poklesu signalu s pH
zde vyuZzivame pii pouZiti vysSiho nez optimalniho pH pfi dalSich méfenich, jak jiz bylo

vysvétleno vyse. Potencial piku se vzristajicim pH opét klesa.
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Obrazek 24: Zavislost vysky piku (proudu) na pH; arekolin ¢ = 0,Immol/l, elektroda CPE
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Obrazek 25: Zavislost potencidalu piku na pH; arekolin ¢ = 0, 1mmol/l, elektroda CPE
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Opakovatelnost méreni

Také musela byt ovéfena moznost opakovatelnosti méieni. Toto bylo zjisténo provedenim sady

deseti méfeni za sebou. Tato méfeni byla provedena pii pH 9,15, a to jak na GCE, tak i CPE.

Meéfeni s elektrodou ze skelného uhliku

Na nasledujicich obrazcich (obrazek 26 a obrazek 27) si miZzeme povSimnou toho, Ze se proud
pii opakovani méfeni pfili§ nelisi, avSak vyskytuje se zde jisté kolisani. Toho si vSimame
predevsim mezi méfenimi Cislo 3 a 4 kdy ¢islo od ¢isla 4 vykazuji méteni vyssi proud, mezi
témito méfenimi totiz probehla delsi pauza. Podobny fakt byl pozorovan i pti pfedchazejicich
méienich, kdy prvni méfeni ze sady vykazovalo vétsi neptesnost. Proto by bylo dobré i pres

dobrou opakovatelnost, ktera zde ¢ini 1,6 % zaradit pfed méteni krok kondicionace elektrody.

1JE5E T T T T T T T T K

1.1E-5

WE(1).6.Current (A)
m

1 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12
Potential applied (V)

Obrazek 26: Opakovatelnost méreni — deset po sobé nasledujicich méreni,; koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/l; B-R pufr
pH 9,15; elektroda GCE
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Obrazek 27: Opakované méreni na jednom povrchu; koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda
GCE

Meéieni s uhlikovou pastovou elektrodou

Ze sady deseti méfeni vyplyva, Ze proud s rostoucim poctem meéfeni stoupa, jak vidime na
obrazcich (obrazek 28 a obrazek 29). Tuto chybu bychom mohli zmirnit pravidelnym
obnovovanim povrchu pasty, nebo pfed méfeni zatfadit vhodny kondicioni¢ni krok.
Opakovatelnost je, ale i zde pfijatelnd a ¢ini 2,14%. 1 ptes to, ze opakovatelnost pro CPE

vychézela horsi, nez pro GCE, byla CPE vybrana pro dal§i méteni, nebot’ poskytovala vyssi

vvvvv
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Obrazek 28:Opakovatelnost méreni — deset po sobé nasledujicich méreni; koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/Il; B-R pufr
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Obrazek 29: Opakované méreni na jednom povrchu; koncentrace arekolinu ¢ = 0,5 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda

CPE
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Cyklicka voltametrie

Metodou cyklické voltametrie bylo zjistovano, zda elektrochemicka oxidace arekolinu je d¢&j
reverzibilni ¢i ireverzibilni. Méfeni probihalo v roztoku arekolinu v prostiedi B-R pufru pii pH
9,15 a stejné jako vsechna nasledujici méfenti i toto bylo provedeno jiz jen na uhlikové pastové
elektrodé. Na nasledujicim zaznamu CV (obrazek 30), na kterém jsou zobrazeny tii cykly,

vidime, Ze se jedna o d¢j ireverzibilni.
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Obrazek 30:Cyklicka voltametrie, rychlost skenu 100 mV/s; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/I; B-R pufr pH 9,15;
elektroda CPE

Piesny pribé¢h elektrochemické oxidace arekolinu neni zndmy, proto na nasledujicim obrazku
(obrazek 31) vidime schéma elektrochemické oxidace nikotinu, ktery je strukturné podobny
arekolinu, a proto by jejich elektrochemické oxidace mohly probihat podobné. Zkoumani

elektrodového mechanismu pro arekolin by si vyzadalo dalsi experimenty.

-2e
P ( } ( ) + CHOH + 2H*
r v 2H', +2H,0 [ 1

= CH =
N 3 N OH

Obrazek 31: Schéma elektrochemické oxidace nikotinu [52]
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Ovéreni opakovatelnosti na stejném a novém povrchu

Jelikoz pro dalsi méfeni byla vybrana uhlikova pastova elektroda bylo taktéz nutno zjistit, zdali
bude vyhodnéjsi méteni provadeét na stejném povrchu elektrody, nebo povrch pred kazdym
méfenim obnovovat. Proto byla provedena sada deseti méfeni na stejném povrchu a nasledné
sada dalSich deseti, kdy byl povrch elektrody pied kazdym métenim obnoven. V grafu (obrazek
32) vidime porovnani obou téchto zpusobu, kdy je jasné vidét, Ze obnova povrchu elektrody
pred kazdym méfenim neni vhodna a do méteni vkladame vétsi chybu, nebot’ nejsme schopni
povrch obnovit otfenim pokazd¢ stejné. Dale si miizeme povsimnout také toho, ze zavislost pro
sadu méfeni na jednom povrchu nevykazuje stejny stoupajici priab¢éh, pozorovany pii diivéjsich,
vyse uvedenych, méfenich. Novd méfeni probihala pti niz$i koncentraci, a tento fakt tedy mize
naznacovat, ze kalibra¢ni zavislost nebude mit u vySsich koncentraci stejnou smérnici jako u

niz8ich koncentraci.
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=@=—(Ohnova povrchu pfed kaZzdym méfenim Poiet méteni

—@®—Sada méieni na stejném povrchu

Obrazek 32: Opakovatelnost méreni — obnova elektrody na zacatku vs pred kazdym mérenim; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1
mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Kondicionace elektrody

Byla také prozkoumana moznost zafazeni kondiciona¢niho kroku na zac¢atku méfeni, kdy byl
zjistovan vliv doby michani a velikost kondiciona¢niho potencialu na velikost signalu a

opakovatelnost méteni.

Doba michani

Prvnim krokem bylo zjistit vliv doby michani pfed analyzou na pribéh méteni. Byla tedy
provedena méfeni pro dobu michani 5s, 10s, 30s, 60s, 120s, 300s a 600s. Kondiciona¢ni
potencial byl nastaven na 0V. Vysledky jsou shrnuty na nésledujicich obrazcich (obrazek 33 a
obrazek 34). Z tohoto méfeni vyplynulo Ze se zvySujici se dobou michani odezva klesa a také

se zhorsuje opakovatelnost méfeni, proto byl jako optimalni doba michani vybran ¢as 10s.
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Obrazek 33:Optimalni doba michdni; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE; Legenda: 5s
— cerna, 10s — cervena, 30s — modra, 60s — fialovd, 120s — zelend, 300s — zluta, 600s — oranzova
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Obrazek 34: Zavislost vysky piku na dobé michani pro jednotliva méreni; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH
9,15; elektroda CPE

Kondicionac¢ni potencial

Dale byl také zjistovan vliv kondiciona¢niho potencialu vloZeného na elektrody. Potencial byl
proméfovan v rozmezi -0,4 — 0,7V zvysujici se vzdy o 0,1V. Bylo zjisténo, ze vice zaporné
potencidly pro méfeni nejsou vhodné, protoze snizuji velikost piku. AvSak zména
kondiciona¢niho potencidlu v rozmezi -0,2 — 0,7V jiZ nema na méfeni vliv, a to jak na vysku
piku, tak 1 na opakovatelnost méfeni, viz obrazky 35 a 36. Dale bylo tedy pokracovano

s hodnotou kondiciona¢niho potencialu -0,2V.

51



9E6 [
8.5E-6 [-
8E6 [
7T.5E-6 F
=
6.5E-6 |

BE6 L
55E6 |
SE6 L
4566 |
4E6F

WE(1).6.Current (A)

3.5E-6 F
3E6F
25E6 |
2E6F

1.5E6

1E-6

5E-7 b

0 041 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12
Potential applied (V)

Obrazek 35: Optimalni hodnota kondicionacniho potencidlu, koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15;
elektroda CPE; Legenda: -0,4V — c¢ernd, -0,3V — cervend, -0,2V — oranzova, -0,1\V — Zluta, OV — svétle zelend, 0,1V — svétle
modra, 0,2V —modra, 0,3V — fialova, 0,4V — rizovd, 0,5V — Seda, 0,6V — blankytné modrd, 0,7V — tmaveé zelena
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Obrazek 36: Zavislost vysky piku na kondicionacnim potencialu pro jednotliva méreni; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1
mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Volba parametria SWV

V ramci experimentu bylo také nutno optimalizovat parametry metody. Pro tuto optimalizaci
byla ménéna hodnota frekvence a to od 10 — 50Hz (po 10Hz). Bylo zjist'ovano, jaky vliv ma
tato zména na méfeny signal. Na grafu zavislosti potencialu (polohy piku) na frekvenci (obrazek
39) vidime, ze se zvysujici se frekvenci se arekolin vylucuje pti vyssich potencialech. Z grafu
vysky piku (proudu) na frekvenci (obrazek 38) pak, ze se piky s rostouci frekvenci mirné
zvysuji. Toto zvétSovani vSak neni natolik vyrazné, aby vyvazilo negativni aspekt vysSich
frekvenci, a to zvySeny signal pozadi, tuto skutecnost pozorujeme na nasledujicich SWV
zaznamech (obrazek 37). Pro nasledujici méfeni byla tedy vybrana frekvence 25Hz, a to z toho

davodu, Ze pii této frekvenci byla provedena vSechna pfedchéazejici méteni.
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Obrazek 37: Optimalni frekvence; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE; Legenda: 10Hz
— cCervend, 20Hz — cernd, 30Hz — modrd, 40Hz — fialova, 50Hz - oranzova
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Obrazek 38: Zavislost proudu na frekvenci; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Obrazek 39: Zavislost potencidalu na frekvenci; koncentrace arekolinu ¢ = 0,1 mmol/l; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Kalibra¢ni kiivka, mez detekce a mez stanovitelnosti

TaktéZz byla sestavena kalibracni kiivka, a to v rozmezi koncentraci, kde byla zavislost signalu
na koncentraci linearni. Kalibra¢ni zavislost byla sestavena jak pro vysku piku (obrazek 41),
tak i pro plochu piku (obrazek 40), a protoze vypocCty z plochy piku vychazely vzdy 1épe, byly
pti vSech nasledujicich vypoctech vyuzity hodnoty ploch piku, a ne jeho vysky.

Na nasledujicich grafech vidime srovnani kalibracnich kiivek sestrojenych z hodnot vysek piku
a z ploch piku vzdy v zévislosti na koncentraci arekolinu. Miizeme si povSimnout toho, ze a¢
ob¢ tyto zavislosti jsou linearni, hodnota spolehlivosti u zavislosti plochy piku na koncentraci

je vyssi nez hodnota spolehlivosti pro zavislost vysky piku na koncentraci.
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Obrazek 40: Kalibracni kiivka — zavislost plochy piku na koncentraci arekolinu; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Obrazek 41: Kalibracni kiiivka — zavislost vysky piku na koncentraci arekolinu,; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE

Mez detekce

_ 3xSMODCH _ (3x0,020722 X 1077)

LOD = - = 0,001459 mmol/l
Smérnice 425956 mmol/

LOD = 1,459 umol/l

Mez detekce je rovna koncentraci, pii které je analyticky signal statisticky odliSny od Sumu.

V tomto piipad¢ odpovida koncentraci arekolinu 1,459 umol/I.

Mez stanovitelnosti

10 x SMODCH (10 x 0,020722 x 10~7)
Loe = Smérnice 4,2595-6 = 0,004864 mmol/l

LOD = 4,864 umol/l

Mez stanovitelnosti je rovna minimalni koncentraci, pii které je jiZ mozno provést kvantitativni

vyhodnoceni. V tomto ptipadé odpovida koncentraci arekolinu 4,864 pmol/l.

Jedna se o teoretické vypocty, a proto skutecnd koncentrace pii které mizeme pik vyhodnotit

muze byt vyssi. Prakticky byl pik spolehlivé vyhodnotitelny pii koncentraci 10 umol/I.
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Interferencni studie

Bylo také nutné zjistit moznost interference nékterych latek pfi voltametrickém meéfeni
arekolinu. Arekové ofechy obsahuji mnoho latek, které by se mohly chovat jako interferenty,
avSak standardy téchto latek jsou tézko dostupné. Proto byl jako potencialni interferent zvolen
nikotin, ktery se sice v ofeSich palmy arekové nevyskytuje, avsak do betelového sousta (hlavni
forma vyskytu arekolinu) se velmi Casto piidava tabak, jehoz ucinnou slozkou je pravé nikotin.
V takto ziskanych vzorcich, poptipadé ve vzorcich télesnych tekutin (sliny, krevni plazma...)
ziskanych po zvykani betelového sousta, se mize spolecné s arekolinem vyskytnout tedy i

nikotin.

Nikotin jako interferent

Nejprve bylo nutné zjistit, jestli ma nikotin rusivy vliv pfi stanoveni arekolinu. VSechna méfeni
byla provadéna metodou SWV na uhlikové pastové elektrodé v prostiedi Britton-Robinsonova
pufru o pH 9,15. Nejprve byly tedy prométfeny standardy arekolinu a nikotinu samostatné.
Roztoky byly ptipraveny tak aby jejich vyslednd koncentrace v mérné nadobce byla stejnd
(0,2Ammol/). Na obrazku (obrazek 42) vidime zdznam proudu pii ménicim se potencialu pro obé
tato méteni, je patrné, Ze nikotin se vylucuje ve stejné oblasti jako arekolin, a tudiz se chova
jako interferent. Z tohoto obrazku je také patrné, ze v tomto prostfedi oxidace nikotinu
poskytuje dva piky blizko u sebe. Na dal$im obrazku (obrazek 43) je srovnani velikosti piku
pro roztok Cistého standardu arekolinu a piku pro smés arekolinu a nikotinu v molarnim poméru
1:1. Je patrné, Ze pik se v dusledku pfidavku nikotinu zvétSuje. V tabulce (tabulka 3) jsou pak

shrnuta data pro zménu velikosti piku pii riznych pomérech koncentraci arekolinu a nikotinu.
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Obrazek 42: Nikotin jako interferent — standardy nikotinu (¢ = 0,2mmol/l) a arekolinu (c = 0,1mmol/l); B-R pufr pH 9,15;
elektroda CPE; Legenda: Nikotin — modra, Arekolin — cernd
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Obrazek 43: Nikotin jako interferent — smés nikotinu a arekolinu 1:1 (¢ = 0,1mmol/l) a cisty arekolin (¢ = 0,1mmol/l); B-R
pufr pH 9,15; elektroda CPE; Legenda: Nikotin a Arekolin — cervend, Arekolin — cernd
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Tabulka 3: Zmeéna plochy a vysky piku pri pridavku nikotinu k arekolinu; koncentrace arekolinu vzdy ¢ = 0,1 mmol/l; B-R
pufr pH 9,15; elektroda CPE

Molarni pomér koncentraci
] o Plocha piku [A.V] Vyska piku [pA]
arekolinu a nikotinu
1:0 4,3572 * 10”7 3,0207
1:1 6,4873 * 10”7 3,6681
1:10 34,1513 * 10”7 11,1227

Modelové a realné vzorky

Funk¢nost metody byla také vyzkouSena na dvou modelovych vzorcich a jednom realném.
Ptiprava téchto roztokl byla popséana v predchazejicich kapitolach. VSechny tyto roztoky byly
proméfeny metodou SWV na uhlikové pastové elektrodé v prostiedi Britton-Robinsonova
pufru o pH 9,15. Vzorky byly vzdy timto pufrem natedény tak aby jejich koncentrace spadala
do kalibra¢niho rozsahu a celkovy objem métfen¢ho roztoku byl 20ml. Koncentrace byla

zjisStovana metodou vicendsobného standardniho ptidavku, nebot’ tato metoda je nejpiesné;jsi.

Modelové vzorky

Byly pfipraveny dva modelové vzorky o koncentracich 0,1 a 1 mmol/l. Modelovy vzorek ¢.1
(0,1mmol/l) byl dale upraven tak, ze bylo odpipetovano 5ml tohoto roztoku a doplnéno 15ml
B-R pufru. Z modelového vzorku ¢.2 (Immol/l) bylo pipetovano 1,5ml a doplnéno 18,5ml B-
R pufru. Oba tyto roztoky byl dale prométeny, kazdy standardni ptidavek ¢inil 20ul 0,01M
roztoku standardu. Dale mizeme vidét jeden z naméfenych grafii (obrazek 44), vysledky jsou

pak shrnuty v tabulce 4 a jsou dale diskutovany.
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Obrdazek 44: Modelovy vzorek ¢.1 — zavislost plochy piku na pridavku standardu arekolinu; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE

Tabulka 4: Vysledky pro modelové vzorky

N4zev Skutecna koncentrace Namérend koncentrace Vyteznost [%]
[mmol/I] [mmol/l]
Modelovy vzorek ¢.1 0,1 0,1017+0,000898 101,7
Modelovy vzorek ¢.2 1 0,991+0,00932 99,1

Jak miZeme vidét na predchazejici tabulce, oba vysledky, jak pro modelovy vzorek o nizsi
koncentraci, tak i pro ten s vyssi vychazeji téméf presné, naméfené hodnoty se od skute¢nych

koncentraci nelisi o vice nez 2%. Tato metoda je tedy vhodna pro stanoveni arekolinu.

Realnv vzorek s piidavkem modelového vzorku

Vzorek nebyl proméfovan zddnou jinou spolehlivou metodou, kterou by bylo mozné piesné
stanovit obsah arekolinu ve vzorku, pro porovnani s obsahem naméfenym metodou SWV. Bylo
nutné¢ provést alesponn zakladni ovéteni, a to tak, ze k 0,5ml vzorku bylo ptfiddno 5Sml
modelového vzorku ¢.1 a tato smés byla doplnéna 14,5 ml B-R pufru o pH 9,15. V takto
vzniklém roztoku se snizila koncentrace latek, které mohou narusovat méfeni, avSak diky

ptidavku modelového vzorku zlstava koncentrace arekolinu dostatecnd pro stanoveni. Takto
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naméfend koncentrace vychéazela 1,85mg na g ofechu neboli 0,185%. Tato hodnota vychazi
vy$$i nez nasledujici (zjiSténd pii méfeni Cistého vzorku), a to diky sniZeni ruSivych vlivi
matrice. Na nasledujicim obrazku (obrazek 45) si mizeme povSimnou toho, Ze ndznaky pikd,

které jsou viditelné na nasledujicim zdznamu jsou zde sotva znatelné.
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Obrazek 45: Redlny vzorek + Modelovy vzorek; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE

Realnvy vzorek

Piesnd piiprava redlného vzorku je popsana v experimentalni ¢asti. Z tohoto vzorku byl déle
pipetovan Iml a nasledné bylo pfiddno 19ml B-R pufru. Tento roztok byl dale proméfen
metodou standardniho ptidavku, kdy bylo pfidavano 20ul 0,01M roztoku standardu. Toto
méteni bylo provedeno vicekrat. Dale miizeme vidét jeden z naméfenych zdznami zavislosti
proudu na vlozeném potencialu (obrazek 46), kde si miizeme pov§imnout naznaku dalsich pik,
které jsou zptsobeny ostatnimi latkami nachézejicimi se ve vzorku. Na dalSim grafu (obrazek
47) vidime zavislost velikosti plochy piku na pfidavku standardu, vysledky jsou pak shrnuty

v tabulce 5 a jsou dale diskutovany.
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Obrazek 46: Redlny vzorek; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Obrazek 47: Redlny vzorek — zavislost plochy piku na pridavku standardu arekolinu,; B-R pufr pH 9,15; elektroda CPE
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Tabulka 5: Vysledky pro realny vzorek

Méreni koncentrace [mg/g] obsah [%]
1. 1,50 0,15
2. 1,31 0,13
3. 1,17 0,11
Primér 1,32+0,1384 0,13+0,0138

Koncentrace arekolinu ve vzorku byla stanovena na 1,32 mg/g ofechu, zakoupeného od firmy

Herbal-store s.r.0. Jablonec nad Nisou, coz je 0,132 %(m/m). Tato hodnota se od teoretického

obsahu 0,3 — 0,63%, ktery byl nalezen v literatute, isi, avSak z dalSich zdroju bylo zjisténo, ze

obsah arekolinu v ofesich palmy arekové mize velmi kolisat a v nékterych ptipadech byt jen

minimalni. Tato odchylka v§ak mohla byt zplisobena také tim, ze se jednalo o realny vzorek,

ve kterém se mimo arekolinu vyskytuje mnoho dalSich latek, které mohou rusit méteni. Chyba

se také mohla vyskytnout diky nedostate¢né extrakci arekolinu ze vzorku.
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7. Zavér

Tato diplomova prace je zaméfena na voltametrické stanoveni arekolinu pomoci elektrod na
bazi uhliku, a to pfedevs§sim pomoci uhlikové pastové elektrody. Pasta pro tuto elektrodu byla

vytvoiena z uhlikového prasku CR-5 a paratinového oleje.

Na pocatku bylo nutné provést zdznam elektrochemického chovéni arekolinu v zdkladnim
elektrolytu, kdy dochazelo k jeho oxidaci. Pokud nebylo feceno jinak pro méfeni byla vzdy
pouzita metoda Square-wave voltametrie. Podminky pro uvodni méfeni byly vybrany na
zaklad¢ jeho podobnosti s nikotinem. Nejprve byl vybran zakladni elektrolyt, ve kterém budou
stanoveni probihat. Oxidace arekolinu byla tedy sledovana v nasledujicich roztocich 0,1M
H2S04; 0,1M HCI; 0,1M KCI a roztoky Britton-Robinsonova pufru o pH 4,2; 6,98 a 9,15.
Nejstabilngjsi a nejvétsi odezvu piinasel roztok B-R pufru o pH 9,15. Tato méfeni byla
provedena na Ctyfech riznych elektrodach, konkrétné na elektrodé¢ ze skelného uhliku,
platinové elektrod¢, elektrodé z borem dopovaného diamantu a uhlikové pastové elektrod¢.
Dostate¢ny signdl poskytovaly pouze uhlikova pastova elektroda a elektroda ze skelného
uhliku, nésledujici méfeni byla tedy provedena na obou téchto elektrodach, a poté bylo

rozhodnuto na které elektrodé bude pokra¢ovano dale.

Protoze jako nejvhodnéjsi zakladni elektrolyt byl vybran roztok Britton-Robinsonova pufru,
bylo dale nutné zjistit optimalni pH tohoto roztoku. Byla prométfovana sada roztokt o pH od 2
do 12, kdy se pH v kazdém roztoku lisilo pfiblizné€ o jednotku, jako optimalni pH byla vybrana
hodnota 9,15. Dale byla zjistovana moznost opakovatelnosti méfeni, pro ob¢ elektrody byla
opakovatelnost pfijatelnd. Pro nasledujici méteni byla tedy vybrana uhlikova pastova elektroda,
elektrod¢ tedy Cinila 2,14%. Protoze povrch uhlikové pastové elektrody je mozné obnovit, byla
také zvazovana moznost obnovy povrchu pied kazdym méfenim, a proto byly provedeny dalsi
dvé sady méfeni, a to sada na stejném povrchu a sada pro obnovu povrchu pied kazdym
métfenim. Bylo zjiSténo, Ze neni vhodné obnovovat povrch pred kazdym métenim, nebot’

obnovou vnasime do méfeni vyssi odchylku.

Byl také zjistovan piinos vlozeni kondiciona¢niho kroku na zac¢atek méfeni. Byla sledovana
zména velikosti a opakovatelnosti signalu pii zméné doby michani pfed métfenim a pii zméné

velikosti kondiciona¢niho potencialu. Jako optimalni byla vybrana rychlost michani 10s a
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potencial kondicionace -0,2V vs. ref. Ag/AgCl. Déle byla zjisStovana optimalni frekvence pfi

SWYV meéteni. Jako nejlepsi byla zvolena hodnota 25Hz.

Po optimalizaci vSech podminek méfeni byla métfena kalibracni zavislost plochy piku na
koncentraci. Kalibrac¢ni kiivka byla linedrni v rozmezi koncentraci 10 az 150 umol/l. A ze
smérnice této zavislosti a smérodatné odchylky pro prvni méteni byla vypocitana hodnota meze
stanovitelnosti a meze detekce. Teoretickd mez detekce (LOD) tady ¢inila 1,459 umol/l a mez
stanovitelnosti (LOQ) 4,864 umol/l. Pfed ovéfenim spolehlivosti této metody modelovymi
vzorky bylo nutné zjistit moznost interference ostatnich latek pii méteni arekolinu. Jako mozny
interferent byl vybran nikotin, pro ktery bylo zjisténo, ze vykazuje rusivy vliv, jeho ptidavek

do roztoku arekolinu zvétSoval vysku a plochu méteného piku.

Spolehlivost této metody byla ovéfena proméfenim dvou modelovych vzorkii o rizné
koncentraci. Odchylka naméfené hodnoty od skute¢né hodnoty €inila pro modelovy vzorek ¢.1
1,7% a pro modelovy vzorek ¢.2 0,9%, coz poukazuje na spolehlivost metody. Tato metoda
byla tedy nakonec pouZita i pro méfeni realného vzorku, ve kterém byla zjisténa koncentrace
arekolinu 1,32 mg/g ofechu, coz ¢inni 0,132 %(m/m). Takto zji§téna hodnota byla nizsi nez
pramérnd koncentrace nalezena v literatufe, coz mohlo byt zptisobeno nizs$i koncentraci
arekolinu v tomto konkrétnim ofechu, nedostate¢nou extrakci arekolinu z ofechu, nebo
interferenci ostatnich slozek extrahovanych spolu s arekolinem. BohuZzel vSak realny vzorek
arekolinu nebyl proméfovan zadnou dalsi spolehlivou metodou, kterou bychom mohli
koncentraci arekolinu ovéfit. Jediné, co bylo provedeno bylo proméfeni realného vzorku
v kombinaci s modelovym vzorkem, ¢imz se snizila koncentrace inerferentll aniz by byla
sniZzena koncentrace arekolinu pod Uroven, na které by nebylo moZno vyhodnotit pik, takto
ziskana koncentrace vychazela mirné vys$si 0,185%, coZ naznauje pfitomnost interferentil

ruSicich méfeni.
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