Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Elektrochemicka analyza vitaminu Bg

Bakalatska prace

2022 Aneta Doubravova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, umeéleckého vykonu)

Jméno a prijment: Aneta Doubravova

Osobni cislo: C18159

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Klinicka biologie a chemie

Téma prace: Elektrochemicka analyza vitaminu Bs

Téma prace anglicky:  Electrochemical Analysis Of Vitamin B,
Zadavajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Z odbornych publikaci zpracujte prehled na téma elektrochemické detekce a stanoveni kyseliny
listové (vitaminu Bg). Vyuzijte pouze védecké databaze, jako napr. Web of Science nebo Scopus,
a na minimum omezte popularni clanky z internetu.

2. V (vodni Casti bakalarské prace shrite fyzikalné-chemické vlastnosti kyseliny listove, jeji vyskyt
v potravinach, funkci v lidském organismu a moznosti analytického stanoveni. Uvedte rovnéz, jak
se projevuje nedostatek, pripadné prebytek tohoto vitaminu v téle.

3. Jednotliva elektrochemicka stanoveni kyseliny listové vhodné rozdélte do skupin podle pouzitého
materialu pracovni elektrody a konfigurace elektrochemického senzoru a strucné je v textu
bakalarské prace popiste. Zavérem zpracujte prehledovou tabulku elektrochemickych metod
stanoveni publikovanych v odbornych védeckych casopisech s uvedenim zakladnich analytickych
parametrl jednotlivych metod.

4. Text zpracujte do formy bakalarske prace podle prislusne smérnice Univerzity Pardubice spolu se
spravnym citovanim zdrojové literatury podle normy CSN 1SO 690.



Rozsah pracovni zpravy: 25's.
Rozsah grafickych praci: dle potreby
Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci bakalarské prace: Ing. Radovan Metelka, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Datum zadani bakalarské prace: 18. prosince 2021
Termin odevzdani bakalarské prace: 1. Cervence 2022

L.S.

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. v.r. prof. Mgr. Roman Kand'ar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. Unora 2022



Prohlasuji:
Praci s nazvem elektrochemickd analyza vitaminu Bg jsem vypracovala samostatné. Veskeré
literarni prameny a informace, které¢ jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité

literatury.

Byl jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zékona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zadkonl (autorsky zdkon), ve zné€ni pozdéjSich predpisii, zejména se skuteCnosti, ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo
bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
poZadovat pfiméfeny piispévek na thradu ndkladi, které na vytvoteni dila vynaloZzila, a to

podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zméné a
doplnéni dalSich zakonl (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé&jsich predpisii, a smérnici
Univerzity Pardubice €. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetfejnovani a formalni upravu
zaverecnych praci, ve znéni pozd¢jSich dodatkti, bude prace zvefejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 29.6.2022



Pod¢kovani
Chtéla bych podékovat svému vedoucimu Ing. Radovanu Metelkovi, Ph.D. za jeho rady a
vedeni pii tvorbé této prace. Dale bych chtéla podékovat své rodiné, ptiteli a pratelim za jejich

podporu, pfizen a pochopeni.



ANOTACE

Prace je vénovana piehledu védeckych publikaci od 90. let 20. stoleti do soucasnosti, které se
vénuji elektrochemickému stanoveni vitaminu Bg. Publikace jsou rozd€lené podle materidlu
pouzité pracovni elektrody a jeho modifikace. V jednotlivych kapitolach jsou také shrnuty
latky, které byly pouzity na piipadnou modifikaci elektrod, prostiedi, ve kterych byla méteni
provadéna, elektrochemické techniky pouzité pro analyzy, linedrni rozmezi koncentrace, limity

detekce stanoveni a realné vzorky, ve kterych byl vitamin Bg stanovovan.

KLICOVA SLOVA

Vitamin By, kyselina listovd, elektrochemické stanoveni

TITLE

Electrochemical Analysis of Vitamin Bg

ANNONATION

The aim of this thesis is to summarize scientific articles that have been published from the
1990s to the present day, dealing with the topic of vitamin Bg determination. The publications
are divided according to the material of the working electrode and its modification. In the
individual chapters, the compounds used for potential modification of electrodes, media where
the measurements were performed, the electrochemical techniques used for analyses, the linear
ranges of concentration, the limits of detection, and real samples where vitamin By was

determined, are reviewed.
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Uvod

Vitamin Bg (kyselina listova) je velice dulezitou latkou pro lidsky organismus. Funguje jako
prekurzor koenzymt, které maji dilezitou roli v nékolika metabolickych procesech lidského
téla. Proto védci povazuji za dulezité vytvotit zpasob, jak vyvinout metodu, kterou by se tato
latka dala stanovit s optimalni citlivosti a specifi¢nosti. Zaroven se po této metodé pozaduje,
aby byla co nejméné Casové naro¢na, dala se provadét opakované a nebyla piilis nakladna.
V této préci je popsana struktura kyseliny listové a nékteré jeji dalsi parametry, jako fyzikalné-
chemickeé vlastnosti, funkce v lidském téle a nasledky jejiho nedostatku nebo nadbytku. Dale je
popsan princip jeji oxidace a redukce, ¢ehoz se vyuziva pii jejim elektrochemickém stanoveni,
coZ je povazovano za jednu z nejslibnéjSich metod pfi stanovani tohoto vitaminu. Déle tato
prace obsahuje pichled védeckych ¢lankt vydanych od 90. let 20. stoleti do soucasnosti na téma
elektrochemického stanoveni vitaminu Be. Tyto publikace jsou rozdélené podle typu materialu
elektrod a jejich podtypt a jsou doplnéné ilustrativnimi obrazky. Dale je zpracovana piechledna
tabulka, kde jsou uvedeny typy materialu elektrod, instrumentalni metoda pouzitd k méteni,
linearni rozmezi a detek¢ni limit tohoto métent, typ a pH prostiedi a také typ vzorku, ktery se

pouzil pro readlné¢ méteni.



1. Vitamin Bg (kyselina listova)

1.1. Obecna charakteristika

Vitaminy jsou latky, které jsou nezbytné v malém mnozstvi pro spravné fungovani
lidského metabolismu, ale lidské télo neni schopné si je vyrobit. Je tedy nezbytné ptijimat tyto
latky v potravé, Casto v jejich neaktivnich formach. Vitaminy délime podle typu prostiedi, ve

kterym se rozpousti, tedy na vitaminy rozpustné ve vodé a vitaminy rozpustné v tucich.

Kyselina listova (oznaCovana také jako vitamin Bg) patii do skupiny vitaminu
rozpustnych ve vodé. Vitaminy rozpustné ve vodé jsou z potravy do téla piijimany bez ucasti
tukt. Vétsina latek v této skupiné funguji jako prekursory kofaktori enzymi, coZ jsou
nizkomolekularni neproteinové ¢asti, které zastavaji fadu funkcei, napiiklad oxidoredukéni nebo
transferazové. Maji tedy v metabolismu funkci katalyzatord. Dalsi piiklady latek, které do této
skupiny patfi, jsou dalsi vitaminy skupiny B (B1, Bz, Bs, Bs, Bs, B12), vitamin H (biotin) nebo
vitamin C (kyselina askorbova). (Vodrazka, 1995)

1.2. Fyzikalné-chemické vlastnosti

Struktura kyseliny listové se d4 rozdé€lit na tii Casti. Prvni ¢asti je pterin, ktery je spojen
methylovym  mustkem sdruhou  ¢asti, kyselinou p-aminobenzoovou. Kyselina
p-aminobenzoova je nasledné spojena peptidovou vazbou s tieti ¢asti, kyselinou L-glutamovou.
(Batra, Narwal, Kalra, Sharma, & Rana, 2020)
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Obrazek 1 Struktura kyseliny listové (Di Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021)

Rozpustnost kyseliny listové ve vodé se udava jako 1,6 mg I, zatimco v tucich je tato

latka nerozpustna. Na vzduchu je stabilni, pfi¢emz pti pokojové teploté ma vzhled drobnych



zlutooranzovych krystalkll bez chuti a zapachu. Sumarni vzorec kyseliny listové je C1gH19N70s

a molekularni hmotnost je 441,404 g mol™. (Lovander, a dalsi, 2018)

1.3. Vyznam kyseliny listové v lidském organismu

Vyznam kyseliny listove vtéle je pomérné Siroky, protoze se ucastni nékolika
dtlezitych metabolickych procest. Podili se na stimulaci v hematopoetickém systému, jak
Vv organech (jatra), tak v tkanich zodpovédnych za tvorbu krve. Ma dileZitou tlohu v udrzovani
spravného chodu erytropoézy (syntéza Cervenych krvinek), syntéze purini a pyrimidind,
vzajemné konverzi aminokyselin, syntéze methylatu DNA a opravé DNA. Tato funkce je
obzvlasté dulezita v t€hotenstvi. Tetrahydrofolat, coz je redukovand forma kyseliny listové,
zajist'uje predevsim pienos jednouhlikatych fragmentd v metabolickych syntézach. (Di Tinno,
Cancelliere, & Micheli, 2021)

1.4. Mechanismy zpracovani kyseliny listové v lidském téle

Kyselinu listovou je mozné piijimat jako dopln€k stravy. V tomto piipadé se tato latka

vstiebava pasivné ve dvanacterniku, coz je po¢atecni ¢ast tenkého stieva napojena na zaludek.

Pokud je kyselina listovd pfijimana v potrave, jeji zpracovani v lidském téle se lisi.
Z potravy se kyselina listova dostava do lidského traviciho systému ve formé folata. Tyto formy
tohoto vitaminu jsou pifevazné hydrolyzované ve stievech, kde jsou prevedeny na
monoglutamatovou formu, ktera je aktivné vsttebavana sliznici tenkého stieva. Tato forma je
poté transportovana do jater, kde je dale redukovana na tetrahydrofolat (THF), ktery je poté
pieveden na formylovou nebo methylovou formu. Po takovémto zpracovani prechazi do krve.
V krvi je mozno nalézt tuto latku ve formé 5-methyl-tetrahydrofolatu. Dalsi ptijem folatu se

dgje prostiednictvim bakterii stievni flory (Di Tinno, 2021; Batra 2020)

1.5. Predavkovani a nedostatek vitaminu Bg

Kyselina listova se objevuje hned v nekolika tkanich. Celkem je to asi 10 — 30 mg
v lidském téle. V krevnim séru se udava hodnota 5 — 15 ng ml-!, v mozkomisnim moku je to
asi 16 — 21 ng ml%, v ¢ervenych krvinkach je to asi 175 — 316 ng mIL. Déle se kyselina listova
vyskytuje ulozena v jatrech nebo volng. JakoZzto vitamin rozpustny ve vod¢ se jeho metabolity
vylucuji moéi. Klinicky se zkouma hodnota folatu v séru. (Batra, Narwal, Kalra, Sharma, &
Rana, 2020)
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Doporucena denni davka pro dospélého ¢lovéka se udava 400 pg. Zvysuje se pro zeny

v dob¢ téhotenstvi az na 600 pg denné. (Umschau/Braus, 2000, s. 216)

Nedostatek kyseliny listové je spojen s mnoha zdravotnimi problémy, hlavné v dobé
téhotenstvi. Pii nedostatku kyseliny listové je zvySené riziko pro kongenitalni malformace jako
rozs§té€py neuralni trubice pii tvorbé nervové soustavy embrya. Dale je nedostatek spojen
se zvySenym rizikem vzniku megaloblastické anémie (nemoc, kdy kostni dien vytvari velké
nedospélé Cervené krevni buiky s nespravnou strukturou), kardiovaskularnich obtizi nebo
rakoviny kvuli nespravnému fungovani pti syntéze DNA. Nadbytek kyseliny listové neni moc
bézny, vzhledem k tomu, Ze je to vitamin rozpustny ve vodé. Lidské télo je diky tomu schopné
prebytek kyseliny listové vylouc¢it mo¢i. (Umschau/Braus, 2000; Batra, 2020; Di Tinno 2020;
Lovander, 2018)

1.6. Piirozeny vyskyt

Kyselina listova se piirozené vyskytuje v potravé ¢loveka. Pfijimame ji 1 z Zivo¢iSnych
produktt jako jatra, maso nebo vajecny zloutek, ale hlavné z rostlinnych slozek nasi potravy.
Rostlinna strava bohata na kyselinu listovou je listova zelenina, lusténiny i nékteré ovoce. (Di

Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021)
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2. Analytické stanoveni kyseliny listove

Jak jiz bylo feceno v piedchozi kapitole, kyselina listova ma velice rozsahly a dilezity
vyznam V lidském téle. Pravé tato skutecnost vedla k tomu, Ze se vyzkumnici snazi navrhnout
razné analytické metody pro detekci a stanoveni tohoto vitaminu. Téchto analytickych metod
je n€kolik. (Batra, Narwal, Kalra, Sharma, & Rana, 2020)

2.1. Elektrochemické metody

Oproti ostatnim metodam, elektrochemické stanoveni je wvelice cennd varianta.
V porovnani s ostatnimi metodami, tyto metody vynikaji tim, Ze jsou jednoduché, spolehlivé,
reprodukovatelné, jejich provedeni je nakladové efektivni, maji vysokou citlivost a daji se
provadét v malém méfitku. Diky tomu jsou metody s elektrochemickymi biosenzory uzivany
Vv riznych oborech jako farmacie, potravinaistvi nebo klinicka analyza. (Huang, Tian, Zhao,

Liu, & Guo, 2021)

2.2. Ostatni metody

N¢ékolik jinych metod bylo také experimentalné pouzito ke stanoveni kyseliny listové.
Instrumentalni metodou kapalinové chromatografie HPLC-UV-Vis bylo zkoumano mnozstvi
kyseliny listové v zelening, kdy linearni rozmezi bylo od 0,3 do 100 ng ml? s detekénim
limitem 0,1 ng ml. Dale spektrofotometrickymi metodami, kdy se méfilo mnozstvi kyseliny
listové ve farmaceutickych pfipraveich. Z téchto spektrofotometrickych méfenich byly
vysledky linearniho rozmezi od 0,1 do 8,0 ug ml? s detekénim limitem 0,0469 pg mil™.
Metodou hmotnostni spektrometrie se méfilo mnozstvi kyseliny listové v pivu. Vysledky
tohoto experimentu byly takové, Ze detekéni limit byl 0,3 pg 1I"t. Hmotnostni spektrometrie se
také pouzila k méteni mnozstvi kyseliny listové ve vaje¢ném Zloutku, kdy vysledky lineadrniho
rozmezi byly od 0,1 do 100 ng ml?! sdetekénim limitem 18,3 ng ml?. P pouziti
fluorescencnich metod pfi méfeni mnozstvi kyseliny listové ve farmaceutickych piipravcich
bylo linearni rozmezi od 6,0 do 114 pg ml? a detekéni limit 2,0 ug ml™. Metoda kapilarni
elektroforézy byla také vyzkousena, tentokrat pti méfeni mnozstvi kyseliny listové v lidské
modi. Linearni rozmezi pii tomto méfeni bylo v hodnotach od 0,5 do 6,0 mg I* a detekéni limit
byl 0,30 mg I. Tato metoda byla pouZita i pii stanovovani mnozstvi kyseliny listové ve
farmaceutickych ptipravcich, kdy linearni rozmezi bylo od 5,010 do 5,0:10° M s detek&énim
limitem 2,0-10® M. Dale se provadi pokusy s pouzitim i jinych instrumentalnich metod, jako

termogravimetrie nebo kolorimetrické metody. (Di Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021)
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3. Elektrochemicka analyza kyseliny listove

Pii elektrochemickych analytickych metodach elektrochemické senzory ve valné
vétsSin€ ptipadii zméfi a zaznamenaji proud na pracovni elektrod¢é. Hodnota tohoto proudu je
potom umérna koncentraci stanovovaného analytu. Obvykle se jednd o takovou situaci, zZe
zméfeny proud je linearné imérny koncentraci analyzované latky. V posledni dobé se nejcastéji
pouziva amperometrie, kdy se zjistuje proudova odezva za konstantniho potencialu pracovni
elektrody, a voltametrie, pii které se méti proud pii rizném Casovém prub&hu potencialu
vkladaném na pracovni elektrodu. Do voltametrickych technik patii ¢tyfi techniky, které se
uvadi nejbéznéji. Jsou to cyklicka voltametrie (CV) a voltametrie s linearnim skenem (LSV).
Tyto dvé metody jsou jednoduché na provedeni. Dalsi dvé metody, které vyuzivaji aplikaci
potencialovych pulzd, jsou square wave voltametrie (SWV) a diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV). (Huang, Tian, Zhao, Liu, & Guo, 2021, str. 1)

3.1. Elektrochemickeé vlastnosti kyseliny listovée

Kyselina listova je elektrochemicky aktivni latka. Jeji elektrochemické chovani bylo
zkoumano cyklickou voltametrii. Chovani kyseliny listové pii této metodé bylo provadéno

v kyselém a v neutralnim prostiedi pii hodnotach pH od 5 do 7.

V kyselém prostiedi byly zaznamenany tii viny, které se pfipisuji tiem krokiim
elektrochemické redukce kyseliny listové na rtutové elektrodé. Prvni vlna je pfipisovana
reverzibilni redukci kyseliny listové. V tomto prvnim kroku kyselina listova piijme dva
elektrony a dva protony a podléha redukci se na 5,8-dihydrolistovou kyselinu. Tato latka poté
podléha tautomerizaci a pievede se na 7,8-dihydrolistovou kyselinu. Druha vina je ptipisovana
redukénimu roz8tépu latky 7,8-dihydrolistova kyselina, kdy se roz$té€pi vazba mezi C a N. Treti
vlna je ptipisovana irreverzibilni redukci 7,8-dihydro-6-methylpterinu na 5,6,7,8-tetrahydro-6-

methylpterinu.
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Obrazek 2: Reakcni schéma elektrochemicke redukce kyseliny listové v pH prostredi od 5 do 7
(Akbar, Anwar, & Kanwal, 2016).
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Déle Akbar a kol. provedli méfeni v ptirozeném prostiedi, kdy byly zaznamenany dveé
viny. Tomuto se pfipisuje jiné reak¢éni schéma. V prvnim kroku se schéma shoduje s navrzenym
schématem pro kyselé prostiedi, kdy kyselina listova podléha reverzibilni redukci a prechazi
na 5,8-dihydrolistovou kyselinu diky tomu, Ze pfijme dva elektrony a dva protony.
5,8-dihydrolistova kyselina poté zase podléha tautomerizaci. Experimentalné byly zjistény
latky 7,8-dihydro derivat a 6,7-dihydro derivat derivat kyseliny listové. Druha vina je
piipisovana reverzibilni redukci téchto derivati na 5,6,7,8-tetrahydro derivat kyseliny listové.
Vzhledem k tomu, Ze tautomerizace je proces, ktery je katalyzovan protony, pii vyssi hodnoté

pH v prostiedi se predpoklada, ze nebude tato reakce probihat ptilis dobie.

Z obou méfeni a z literatury vychdzi, Ze prvni vlna odpovid4 reverzibilni redukci
kyseliny listové na 5,8-dihydrolistovou kyselinu. Z toho je usouzeno, Ze tato reakce se neméni

se zménou pH prostiedi.
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Obrazek 3: Reakcni schéma redukce kyseliny listové pri pH 9 (Akbar, Anwar, & Kanwal, 2016).

Byla také prozkoumana elektrochemickd oxidace kyseliny tetrahydrolistové. Pro
anodickou oxidaci tetrahydrolistové kyseliny byla zaznamenana jedna vina spojena s pfijetim
jednoho elektronu a jednoho protonu. Bylo sestaveno reakéni schéma, které ukazuje, Ze
tetrahydrolistova kyselina se oxiduje, poskytuje radikal, ktery mize piejit na dimer nebo se

tento radikal oxiduje na 6,7-dihydrolistovou kyselinu.

Elektrochemickd analyza kyseliny listové je tedy zaloZena na oxidaénim nebo
redukénim Stépeni vazby mezi C a N, coZ potvrzuje elektrochemickou aktivitu této latky.
V kyselém prostfedi je tato ¢ast dihydrolistové kyseliny elektrochemicky redukovana na
dihydropterin derivat kyseliny listové a p-aminobenzoylglutamatovou kyselinu. Pfi oxida¢nim

Stépeni tato vazba poskytuje derivat pterinu. (Akbar, Anwar, & Kanwal, 2016)
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3.2. Elektrodové materialy pro stanoveni kyseliny listové

3.2.1. Uhlik

Pii experimentdlnim stanoveni kyseliny listové se nejbéznéji pouziva nékolik druht
modifikovanych uhlikovych elektrod. Nejcastéji byly uplatnény elektrody ze skelného uhliku,
pastové elektrody nebo tuzkové grafitové elektrody. Daly byly pouzity dalsi typy uhlikovych

elektrod, jako jsou uhlikové tisténé elektrody nebo elektrody z redukovaného oxidu grafenu.

3.2.1.1. Skelny uhlik

V roce 2016 Lavanya a kol. vytvofili selektivni elektrochemicky sensor na stanoveni
kyseliny listové. Tento elektrochemicky sensor byl zaloZeny na elektrod¢ ze skelného uhliku,
ktera byla modifikovana manganem a nanocasticemi oxidu cini¢itého (Mn-SnO./GCE).
V prostiedi, ve kterém se kyseliny listova stanovovala, se nachazelo vysoké mnozstvi kyseliny
askorbové (vitamin C), ktery se b&ézné nachazi v tekutinach lidského téla spolu s kyselinou
listovou a rusi stanoveni. Analyzovane prostfedi obsahovalo 200 uM kyseliny askorbové
v 0,1 M PBS (pufrovany fyziologicky roztok). PBS mélo pH rovno 6,0. Linearni rozmezi
stanoveni kyseliny listove bylo od 1 do 500 uM. Detekéni limit byl 0,038 uM. Elektrochemicka
technika pouzita pro méfeni byla square wave voltametrie (SWV). Mnozstvi kyseliny listové
bylo méteno ve farmaceutickych produktech. Pro tabletu, kde bylo udano od vyrobce mnozZstvi
5 mg na jednu tabletu, bylo zméfeno a kvantifikovano mnozstvi 4,88 mg na tabletu, coz
odpovida vytéznosti 99,4 %. (Di Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021)
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Obréazek 4: SWV pro rizné koncentrace kyseliny mocové (A), kyseliny listové (B) a redlného
vzorku (C) na modifikované elektrodeé v pritomnosti kyseliny askorbové v prostredi PBS (Di
Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021).
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Chekin a kol. stanovovali kyselinu listovou pomoci elektrody ze skelného uhliku ve
vzorcich lidského séra. Tato elektroda byla modifikovana sulfidlem molybdeni¢itym a
redukovanym oxidem grafenu. Analyza probihala v prostiedi 0,1 M PBS s hodnotou pH 7,4.
Lineéarni rozsah stanoveni kyseliny listové byl od 0,01 uM do 100 uM, pticemz limit detekce
byl 10 nM. Jako detekéni technika byla pouzita diferenéni pulzni voltametrie.
Reprodukovatelnost stanoveni byla vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD)
s hodnotou 6,3 %. (Chekin, a dalsi, 2016)

Qiwen Wang a kol. pouzili k modifikaci elektrody ze skelného uhliku hybridni
nanocastice oxidu zirkonicitého a oxidu zine¢natého. Tuto elektrodu poté pouzili k sou¢asnému
stanoveni epinefrinu, kyseliny mocové a kyseliny listové, protoze tyto latky Casto koexistuji
v redlnych vzorcich. Méfeni bylo provedeno v prostiedi fosfatového pufru pii hodnoté pH 7,0.
Z vysledku bylo zjisténo, Ze tato elektroda je schopna dobie detekovat vSechny tii latky i pfi
simultannim stanoveni. Linearni rozsah stanoveni pro kyselinu listovou byl uréen s hodnotami
od 2 uM do 480 uM a limit detekce shodnotou 0,037 uM. RSD byla mensi nez 5 %.
Elektrochemicka technika pouzitd k méfeni byla diferen¢ni pulzni voltametrie. Jako realny

vzorek bylo pouzito lidské sérum. (Wang, a dalsi, 2020)

stirring

60 UA
50 EP

40

301 A
3 20
10

03 00 03 06 09 12
Potential/V vs Ag/AgCl

rrent/pA

Obréazek 5: Schéma pripravy GCE modifikované hybridnimi nanocdsticemi ZrO2 a ZnO.
(Wang, a dalsi, 2020)

Hong Xia Guo a kol. modifikovali elektrodu ze skelného uhliku fosfomolybdenanem
dopovanym polypyrolem. Jako prostedi, ve kterém bylo méteno, byl zvolen pufr z kyseliny
sirové a siranu draselného o koncentraci 0,01 M. Instrumentalni metody, které byly pouzité pro
méfeni, byly cyklicka voltametrie a diferencialni voltametrie. Linearni rozmezi stanoveni bylo
od 1-10® do 1-107 mol I'* a detekénim limitem 1-10*° mol I, (Guo, Li, Fan, Wu, & Guo,
2006)
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Kondori a kol. méfili mnozstvi kyseliny listové ve vzorku s pouzitim elektrody ze
skelného uhliku, ktera byla modifikovana nanoc¢asticemi oxidu kobaltnato-kobaltitého. Pufr,
ktery byl pouzit jako prostiedi, byl PBS s hodnotou pH 7. Linearni rozsah stanoveni byl od
1,0 pmol It do 900 pumol It s detekénim limitem 0,8 pmol I, Jako metoda pro méfeni byla
zvolend diferen¢ni pulzni voltametrie. VVzorky, které byly analyzovany, byly tablety s obsahem

kyseliny listové a vzorky moci. (Kondori, 2018)
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Obrazek 6: DPV modifikované elektrody v prostiedi s riznymi hodnotami koncentrace kyseliny
listové (Kondori, 2018).

Zonghua Wang a kol. modifikovali elektrodu k citlivému méteni kyseliny listové ve
vzorku lidského séra. Elektroda byla vyrobena ze skelného uhliku a modifikovana grafenem,
polyoxometalatovymi anionty, piesnéji fosfomolybdenanem (PMo12), a polypyrrolem. Vzorky
byly poté méfeny Vv prostiedi 0,01 M kyseliny sirové. Linedrni rozsah méfeni byl zjistén
v rozmezi hodnoty 1,0-10° do 2,0-107 mol I, Detekéni limit byl vypo¢itan 3,3-10°1* mol I2.
Pouzité metody méfeni byly cyklicka voltametrie a diferencialni pulsni voltametrie. (Wang, a

dalgi, 2014)

Obréazek 7: TEM snimky grafenu (a), SEM snimky PMo1.-PPy (b) a PMo1.-PPy/GR (c) (Wang,
a dalsi, 2014).
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Zuoyi Zhu a kol. pouzili k souc¢asnému méfeni methotrexatu a kyseliny listové elektrodu
ze skleného uhliku, kterou modifikovali vicesténnymi uhlikovymi nanotrubicemi
funkcionalizovanymi kvartérnimi amino skupinami. Méteni vzorku bylo provadéno v prostredi
fosfatového pufru (PBS) s hodnotami pH od 0,3 do 8,0. Jako idealni pH pro méfeni téchto
analytd byla vybrana hodnota 5,0. Metoda pouzita k analyze byla cyklicka voltametrie. Linearni
rozmezi méfeni bylo od 0,01 mg I'* do 20 mg I'X. Detekéni limit pro méfeni mnozstvi kyseliny
listové byl 0,04 ug IX. Jako vzorky pro toto méfeni byly zvoleny farmaceutické vyrobky, lidska

plazma a mo¢ od pacienta s revmatoidni artritidou. (Zhu, a dalsi, 2013)

P. Kanchana a C. Sekar modifikovali elektrodu ze skelného uhliku nanocasticemi
hydroxyapatitu za UCelem zvySeni plochy efektivniho povrchu, a tim zvySeni citlivosti
stanoveni kyseliny listové pfi jeji oxidaci. Stanoveni bylo provadéno v prostiedi fosfatového
pufru s hodnotou pH 7,0. Pti porovnani modifikované a nemodifikované elektrody ze skelného
uhliku se ukéazalo, Ze s modifikovanou elektrodou kyselina listova Iépe elektrochemicky
interaguje. Poté bylo provedeno amperometrické stanoveni kyseliny listové, kdy linearni
rozmezi méfeni bylo od 1,0:107 mol It do 3,5-10* mol I'1. Detekéni limit byl vypog&itan jako
75 nmol IL. Zaroven bylo uskute¢néno experimentalni stanoveni vitaminu Bg ve vzorku, kde
byla zaroven piitomna kyselina askorbova (vitamin C). Koncentrace vitaminu C, ktery také
podléhéd oxidaci, byla mnohem vys$i v porovnani s mnozstvim kyseliny listové. Vysledky
ukazaly, ze modifikovana elektroda je vice selektivni viici kyselin€ listové. Jako redlny vzorek

pro tento experiment byly vybrany farmaceuticke tablety. (Kanchana & Sekar, 2015)

Maiyalagan a kol. modifikovali elektrodu ze skelného uhliku pfidanim nanovlaken
a-Fe;O3 (hematitu). Tato latka byla zvolena pro svou nizkou pofizovaci cenu, stabilité a
reverzibilité. Elektrochemickou aktivitu kyseliny listové na takto modifikované elektrodé autofi
porovnavali s elektrodou ze skelného uhliku s oxidem Zzelezitym a Kklasickou elektrodou ze
skelného uhliku. Vysledky ukazaly, Ze elektroda s a-Fe-O3 ma vyssi aktivitu pfi simultdnnim
méfeni kyseliny listové a kyseliny askorbové nez zbyvajici dvé elektrody a zaroven ma vyssi
citlivost viic¢i kyselin¢€ listové. Autofi poté pouzili tuto elektrodu ke stanoveni kyseliny listové
ve vzorcich s velkym obsahem kyseliny askorbové. Méteni probihalo v prosttedi fosfatového
pufru s fyziologickou hodnotou pH 7,2. Metoda méteni byla diferencialni pulsni voltametrie a
amperometrie. Linearni rozmezi hodnot bylo od 6,0-10® mol I* do 6,0-10° mol It s korela¢nim
koeficientem 0,9991. Hodnota experimentéalniho detekéniho limitu byla 6,0-10° mol I'L. Jako

realny vzorek bylo pouzito lidské krevni sérum. (Maiyalagan, a dalsi, 2013)
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Obréazek 8: FE-SEM snimky elektrostaticky zvlaknovanych nanovlaken z Fe(acetylacetonat)s-
polyvinylpyrrolidonu (a) a a-Fe2O3 nanovidken po kalcinaci pri 500 °C po dobu 5 hod (b)
(Maiyalagan, a dalsi, 2013).

Xiao-li Jiang a kol. pouzili elektrodu ze skelného uhliku, kterou modifikovali
vicesténnymi uhlikovymi nanotrubiCkami. Nejprve zjistovali roli pH v tomto méfeni, kdy
cyklickou voltametrii zkoumali elektrochemické chovani kyseliny listové v rozmezi pH od 6,0
do 8,0 v n¢kolika rozdilnych pufrech. Tyto pufry byly kyselina octova-NaOH, fosfore¢nan
draselny, Brittoniiv-Robinsontv pufr, hydrogenftalat draselny-NaOH a fosfore¢nan draselny-
citronova kyselina. Podle vysledku bylo ur¢eno idealni pH prostiedi 6,4, kterou mél pufr
z fosfore¢nanu draselného. Modifikovana elektroda vykazovala lepsi odezvy a reverzibilitu pti
meétfeni nez nemodifikovana elektroda ze skelného uhliku, ktera byla pouzita pro srovnani.
Metoda, kterou autofi pouzili ke stanoveni kyseliny listové, byla square wave rozpoustéci
voltametrie. Linearni rozmezi stanovovanych koncentraci bylo od 3,0-107 mol I do 8,0-10°
mol I'L. Jako detekéni limit byla vypo¢itana hodnota 1,34-107 mol I1. Jako reélny vzorek byly
pouzity farmaceutické tablety. (Jiang, Li, Li, & He, 2009)

Yuan a kol. modifikovali elektrodu ze skelného uhliku latkou, ktera se skladala
z nékolika komponent. Tento modifikator byl vytvofen kombinaci platinovych nanocastic,
grafenovych nanodestiéek, vicesténnych uhlikovych nanotrubiek a B-cyklodextrinu. Autofi
tuto elektrodu pouzili pro citlivé stanoveni kyseliny listové. Nejdiive bylo zjistovano
elektrochemické chovani kyseliny listové pfi riiznych hodnotach pH a to od 4,0 do 9,0. Nejlepsi
odezva byla pozorovana pii pH 7,0 v prostfedi 0,1 M PBS. K méfeni byla pouZzita metoda
cyklické voltametrie. Linearni rozmezi stanoveni bylo od 0,02 do 0,50 mmol It s detekénim
limitem 0,48 umol I'Y. V porovnani s klasickou nemodifikovanou elektrodou ze skelného
uhliku byly vysledky vice pfesné. Jako diivod autofi uvadéji vétsi plochu elektrody pro

specifickou detekci kyseliny listové a zaroven i lepsi vodivost po modifikaci. Realné vzorky
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farmaceutickych tablet s kyselinou listovou byly kvantifikovany metodou standardniho
ptridavku. (Yuan, Zou, Huang, Peng, & Yu, 2020)

45i1m 45.0 nm
-45.0 nm -45.0 nm

Height Sensor 600.0 nm Height Sensor 600.0 nm

Obrazek 9: AFM snimky elektrod: (a) hol& elektroda ze skelného uhliku, (b) modifikovana
elektroda (Yuan, Zou, Huang, Peng, & Yu, 2020).

Huiming Ye a kol. publikovali ¢lanek, kde popisuji, Ze pouzili k méfeni modifikovanou
elektrodu ze skelného uhliku. Tato elektroda byla modifikovana uhlikovymi dutymi
nanosférami (CHN) obohacenymi nanovrstvami sulfidu molybdenicitého. Experiment byl
provadén v prostiedi 0,1 M fosfatového pufru. Nejdiive se méfeni provedlo v rozmezi pH od
pH 9,0) se proud oxidace zacal snizovat vzhledem k tomu, ze protony jsou také soucasti
elektrochemické oxidace kyseliny listové. Proto byla jako idealni pro nejcitlivéjsi stanoveni
zvolena hodnota pH 7,0. Linearni rozmezi méteni bylo pomérné Siroké s hodnotami od 0,08 do
10,0 umol IX. Detekéni limit byl pomérmné nizky a jeho hodnota byla 0,02 umol I'X. Stanoveni
bylo provedeno pomoci diferenéni pulzni voltametrie ve vzorcich lidské moc¢i. (YE, a dalsi,

2021)
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Obrézek 10: SEM snimky (A) MoS., (B) CHN, (C) CHN@MoS;, TEM snimky: (D) MoS, (E)
CHN a (F) CHN@MoS; (YE, a dalsi, 2021).
3.2.1.2. Uhlikova pastova elektroda

V roce 2019 Mollaei a kol. pracovali s elektrochemickymi senzory pro kyselinu listovou
na uhlikové pastové elektrodé (CPE). Tato elektroda byla modifikovana dodecylpyridinium
chloridem (DPC). Prostiedi, ve kterém se latka stanovovala, bylo 0,1 M PBS s pH 8. Linearni
rozsah koncentraci byl mezi 0,01 a 10,69 mmol It a limit detekce roven 2,9 nmol I,
Elektrochemicka technika pouzita pro méfeni byla DPV. Byly analyzovany dva realné vzorky:
vzorek lidské moci a farmaceuticka tableta. (Di Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021)
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Obrazek 11: DPV uhlikové pastové elektrody v prostiedi fosfatového pufru a rozpusténé
farmaceutické tablety (Di Tinno, Cancelliere, & Micheli, 2021).

Vishwanath D. Vaze a Aswini K. Srivastava porovnavali klasickou uhlikovou pastovou
elektrodu a jeji modifikaci kalixarenem. Védci pouzili tii typy kalixarenu, pfi¢emz nejvyssi
citlivost pii detekci kyseliny listové mél p-terc-butyl-kalix[6]aren. Modifikovana elektroda
méla lepsi citlivost. Pro méfeni byl vyuzit Brittoniv-Robinsonav pufr s hodnotou pH 4,0.
Metodou diferenéni pulzni adsorptivni rozpoustéci voltametrie (DPAdSV) bylo mozné
analyzovat kyselinu listovou v linearnim rozsahu od 8,79:102 do 1,93-10° mol I't. Detekéni
limit byl vypo¢itan jako 1,24-10*2 mol I'X. Jako realné vzorky byly vybrany farmaceutické
vyrobky. Vysledky byly porovnany s hodnotami danymi vyrobcem a s hodnotami, které védci
ziskali srovnavaci spektrofotometrickou metodou. Bylo analyzovano n€kolik redlnych vzorka,
a to lidské krevni sérum, chiest, Spenat, pomeran¢ a multivitaminové piipravky. (Vaze &
Srivastava, 2007)
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Obrézek 12: DPAASV zdznam kyseliny listové na modifikované elektrodé v prostredi BR pufru
s pH 4,0 (Vaze & Srivastava, 2007).

Baghbamidi a kol. pouzili k méteni kyseliny listovy modifikovanou uhlikovou pastovou
elektrodu. Elektroda byla vytvoifena z grafitového prasku a parafinového oleje a modifikovana
uhlikovymi nanotrubickami a ferrocenem. Fosfatovy pufr, ktery byl pouzity jako detekéni
prostiedi, mé&l rozmezi hodnot pH od 2,0 do 11,0. Pro méfeni se ukazalo jako idedlni hodnota
pH 7,0. Linearni rozsah pro kyselinu listovou byl v pfipadé tohoto méfeni od 20,0 do
1200 umol I, Detekéni limit byl uréeny jako 15,0 umol It. Metoda pouzita pro kvantifikaci
byla SWV. Vzorek, ve kterém bylo mnozstvi kyseliny listové stanovované, byl vzorek moci.

(Baghbamidi, a dalsi, 2013)
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Obrézek 13: SWV zdznamy modifikované elektrody v prostredi PBS (pH 7,0) a pFi riiznych
koncentracich kyseliny mocové, kyseliny listové a benzerazidu (Baghbamidi, a dalsi, 2013).
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Taherkani a kol. pouzili pro stanoveni kyseliny listové uhlikovou pastovou elektrodu
s iontovou kapalinou. Tu modifikovali nanocasticemi oxidu zine¢natého. M¢éteni provadéli
v prostiedi 0,1 M fosfatového pufru s rozmezim pH od 6,0 do 10,0. Jako idealni hodnota pH
byla urc¢ena hodnota 9,0. Pfi téchto podminkach pouzitim metody square wave voltametrie
autofi ziskali linearni rozsah méfeni od 0,05 do 550 pmol I'Y. Zaroven detekéni limit byl
vypoéitan jako 0,01 umol IL. Pro experimentalni méfeni realnych vzorkl byly pouzity tablety

S kyselinou listovou, vzorky lidské moci a jable¢ny dzus. (Taherkhani, a dalsi, 2014)
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Obrazek 14: (a) SEM snimek ZnO/NP, (b) TEM snimek ZnO/NP (Taherkhani, a dalsi, 2014)

Tahernejad-Javazmi a kol. publikovali pouziti uhlikové pastove elektrody s iontovou
kapalinou n-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat. Tato elektroda byla dale
modifikovana redukovanym oxidem grafenu a FeNis. Ugel tohoto experimentu bylo analyzovat
antioxidant a potravinaiské aditivum terc-butylhydrochinon v prostiedi kyseliny listové a
zaroven i stanovit mnozstvi této kyseliny. Méfeni bylo provadéno v prostfedi, které mélo pH
7,0. Pti pouziti metody square wave voltametrie byl pro kyselinu listovou zjistén linearni rozsah
méfeni od 0,6 do 1100 pmol I a detekéni limit 0,1 pumol 2. Jako reélné vzorky byly poté
analyzovany potravinaiské vyrobky, a to sezamovy olej, olej ze s6jovych bobt a jable¢ny dzus.
(Tahernejad-Javazmi, Shabani-Nooshabadi, & Karimi-Maleh, 2019)

Shirin Movaghgharnezhad a Ali Mirabi pouzili ke stanoveni kyseliny listové elektrodu
z uhlikové pasty, kterd ke zvySeni citlivosti byla modifikovdna nanocésticemi oxidu
hote¢natého. Oxidace kyseliny listové je zavisla na hodnoté pH. Proto byl nejdiive méten proud
v rozmezi pH od 6,0 do 10,0. Nejvyssi odezva byla pii hodnoté pH 9,0, proto byla tato hodnota
urc¢ena jako idedlni pro dalsi stanoveni kyseliny listové. Jako prostifedi byl pouzity 0,1 M
fosfatovy pufr. Linearni rozmezi méfeni bylo pomérné $iroké s hodnotami od 0,09 do
1000 umol I'Y, Jako instrumentalni metoda byla pouZita square wave voltametrie. Detekéni
limit byl uréen jako 0,04 umol I, Byly analyzovany realné vzorky farmaceutickych tablet a

ovocnych dzusi. (Movaghgharnezhad, 2019)
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Sadeghi a kol. modifikovali uhlikovou pastovou elektrodu oxidem méd’natym,
uhlikovymi nanotrubi¢kami a 1-butyl-2,3-dimethylimidazolium hexafluorofosfatem. Tim se
zvysil povrch elektrody i citlivost. Prostiedi, které bylo pouzito pro méteni, byl fosfatovy pufr.
Nejdtive byly prométeny odezvy pii hodnotach pH od 6,0 do 11,0. Poté bylo uréeno jako idealni
pH 9,0. Pfi tomto pH kyselina listova podstupovala oxidaci nejlépe. Diferenéni pulzni
voltametrii byly zméfeny hodnoty v rozmezi od 30 nmol It do 250 umol I a detekéni limit
byl uréen jako 0,8 nmol 2. Jako realné vzorky byly analyzovany jable¢né a pomerancové
dzusy. (Sadeghi, 2020)
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Obrazek 15: Kalibracni zavislost pro oxidaci kyseliny listové a prislusné DPV voltamogramy
(Sadeghi, 2020).

Venu a kol. pouzili pro stanoveni kyseliny listové uhlikovou pastovou elektrodu, kterou
modifikovali oxidem kobaltnato-kobaltitym a redukovanym oxidem grafenu. Zaroven pfitom
stanovovali také dopamin a kyselinou mo¢ovou. Prostiedi, ve kterém bylo provadéno méfeni,
byl 0,1 M fosfatovy pufr pii fyziologickém pH 7,0. Jako instrumentalni metoda pro méfeni byla
zvolena diferenéni pulzni voltametrie. Linedrni rozsah stanoveni kyseliny listové byl od
30 pmol It do 320 pmol I%, korelagni koeficient 0,9990 a detekéni limit byl vypog&itan jako
19 umol I'Y. Zkoumané vzorky byly farmaceuticky vyrobek a lidské sérum. (Venu, 2018)

Obrézek 16: TEM snimky GO (a) a Co304/rGO/CTAB (b) (Venu, 2018).
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Majid Arvand a kol. modifikovali uhlikovou pastovou elektrodu zlatymi nanocasticemi.
Tato modifikace byla provedena za G¢elem zvétSeni plochy a porovitosti elektrody, coz mélo
za nasledek zlepSeni pfenosu elektronu mezi roztokem a elektrodou. Autofi experimentalné
stanovili mnozstvi kyseliny listové zaroven s kyselinou askorbovou a kyselinou mo¢ovou. Tyto
latky totiz b&zné doprovazi kyselinu listovou v biologickych tekutinach. Byla testovana
elektrochemicka odezva vsech latek v prostfedi fosfatového pufru v riznych intervalech pH:
od 5,5 do 7,5 pro kyselinu listovou, od 4 do 7,5 pro kyselinu moc¢ovou a od 5 do 7,5 pro kyselinu
askorbovou. Z téchto experimentalnich méteni bylo potom urceno idealni pH pro kazdou latku.
Ke stanoveni kyseliny listové pti pH 6 byly zvoleny techniky cyklickd voltametrie a square
wave voltametrie. Linearni rozsah stanoveni pro kyselinu listovou byl od 5,2:10° mol I'! do
1,0-10* mol It s limitem detekce 2,7-10® mol IX. Jako realny vzorek byla analyzovana lidska
mo¢. (Arvand, Pourhabib, & Giahi, 2017)

06 14

Obrazek 17: UV-Vis spektrum syntetizovanych koloidnich zlatych nanocdstic (GNPs) (A), TEM
snimek kolidnich GNPs (B), SEM snimek uhlikové pastové elektrody pred pridanim GNPs (C)
a po pridani GNPs (D) (Arvand, Pourhabib, & Giahi, 2017).

V roce 2009 Reza Ojani a kol. modifikovali uhlikovou pastovou elektrodu nikelnatymi
ionty a poly(o-anisidinem) (POA). Poté pouzili cyklickou voltametrii ke zkoumani jejiho
elektrochemického chovani za ucelem pouziti této elektrody k elektrokatalytické oxidaci
kyseliny listové. Autoti porovnavali chovani elektrody v ptitomnosti dodecylsiranu sodného a
pfi jeho absenci a zjistili, Ze pii ptidani surfaktantu je stanoveni citlivéjsi. Redoxni chovani bylo
také zavislé na hodnoté pH. Jako zakladni elektrolyt byl zvolen 0,1 M roztok NaOH. Lineérni
rozmezi stanoveni kyseliny listové mélo hodnoty od 0,1 mmol I'* do 5 mmol It s korelaénim
koeficientem 0,9994 a detek&nim limitem 0,091 mmol |2, Jako reélny vzorek byly analyzovany

farmaceutické tablety. (Ojani, Raoof, & Zamani, 2009)
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Raoof a kol. experimentovali s uhlikovou pastovou elektrodou, kterou modifikovali
oxidem zine¢natym, uhlikovymi nanotrubickami a poté jesté 4,5-bis(4-chloroanilino)-1,2-
benzendiolem (BCD). BCD méa vyhodu v tom, Ze neni rozpustny ve vodném prostiedi. Citlivost
takto upravené elektrody métili S vyuzitim square wave voltametrie v piitomnosti glutathionu,
NADH a kyseliny listové. Experiment byl proveden v prostiedi fosfatového pufru pii pH 7,0.
Autofi uvadi linedrni rozsah stanoveni pro kyselinu listovou od 3,0 pmol It do 700 umol I
s limitem detekce 1,0 umol L. Analyzovany byly realné vzorky farmaceutickych tablet a lidské
moci. (Raoof, Teymoori, Khalilzadeh, & Ojani, 2015)

Michele Kuceki a kol. experimentovali ohledné stanoveni kyseliny listové ve vzorku
s uhlikovou pastovou elektrodou, kterou modifikovali poly(methakrylovou) kyselinou a
oxidem kiemi¢itym. Jako zékladni elektrolyt byl zvolen Brittontiv-Robinsoniv pufr
s hodnotami pH od 2,0 do 6,5 a detek¢ni technika square wave voltametrie. Po tomto méfeni
bylo jako optimalni pH zvoleno 4,5. Pro stanoveni kyseliny listové byl zjistén linearni rozsah
od 5 pmol I do 100 pmol It s detekénim limitem 0,72 pumol I'L. Jako realné vzorky byly
testovany farmaceutické dopliky stravy. (Kuceki, a dalsi, 2018)
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Obrazek 18: SWV voltamogramy a kalibracni kiivka pro stanoveni kyseliny listové v prostredi
Brittonova-Robinsonova pufru s pH 4,5 (Kuceki, a dalsi, 2018).

3.2.1.3. Tuzkova grafitova elektroda

Guney popisuje stanoveni kyseliny listové ve vzorku, kdy byla pouzita tuzkova
grafitovd elektroda. Tato elektroda byla modifikovana uhlikovymi nanoteckami a
p-aminobenzensulfonovou kyselinou. Méteni bylo provadéno ve fosfatovém pufru s hodnotou
pH v rozmezi hodnot od 3,0 do 8,0 upraveného pridavkem kyseliny fosforecné nebo NaOH.
Jako idealni pH prostiedi byla uréena hodnota 6,2. Linedrni rozsah méfeni byl od 2,2 ng ml
do 30,8 ng ml. Limit detekce byl 2,02 ng ml. Stanoveni probihalo s vyuzitim cyklické

voltametrie a diferen¢ni pulzni voltametrie. Byly analyzovany redlné vzorky farmaceutické
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tablety a vzorek lidské moci. Obsah kyseliny listové byl kvantifikovan metodami standardniho
ptridavku a kalibra¢ni kiivky. Spravnéjsi vysledky poskytovala metoda standardniho piidavku.
(Glney, 2019)

Obrézek 19: TEM snimek elektrochemicky syntetizovanych wuhlikovych nanotecek (Glney,
2019).

Mirmoghtadaie a kol. pouzili ke stanoveni kyseliny listové ve vzorku tuzkovou
grafitovou elektrodu, kterou modifikovali dvoufetézcovou DNA z lososiho spermatu. Jako
prostiedi pro méteni byl pouzity Tris-HCI pufr, ktery mél hodnotu pH 8,5. Linearni rozmezi
méfeni pomoci diferenéni pulzni voltametrie bylo od 0,1 do 10 pmol I't. Auto#i uvadi detekéni
limit stanoveni 1,06-10°® pmol I'}; tato hodnota je ale nerealnd, 1idi se od niz§i hodnoty
linearniho rozsahu o 7 fadi a ziejmé jde o preklep. Vzorky, které byly analyzovany, byly tableta
S kyselinou listovou, bila mouka obohacend kyselinou listovou a Spenatové listy.

(Mirmoghtadaie, Ensafi, Kadivar, & Norouzi, 2013)

3.2.1.4. Uhlikové tisténé elektrody

Mohadesh Safaei a kol. vyuzili k selektivnimu urceni kyseliny listové uhlikovou
tiSténou elektrodu, na které byly syntetizovany oxid Zeleznato-zelezity a oxid kiemicity.
Kyselina listova byla stanovovana diferen¢ni pulzni voltametrii v prostfedi 0,1 M PBS s pH
vrozmezi od 2,0 do 9,0. Ukazalo se, ze elektrochemicka oxidace kyseliny listové na této
elektrodé probiha nejlépe v neutralnim prostiedi, zatimco v kyselém a bazickém prostiedi
neprobiha tak dobte. Proto byla jako idealni zvolena hodnota pH 7,0. Linearni rozsah stanoveni
byl od 0,1 do 600 umol I'* s detekénim limitem 0,05 pmol 2. Metoda byla ovéfena na dvou
realnych vzorcich. Jeden ze vzorkl byla tableta, ktera obsahovala kyselinu listovou, a druhy

vzorek byly vzorky moci. (Mohadeseh Safaei, Beitollahi, & Shishehbore, 2020)

Maryam Zare a Hamid Sarhadi modifikovali uhlikovou tisténou elektrodu
nanocasticemi ZnFe;O4. Touto elektrodou poté provadéli méteni v prostiedi fosfatového pufru

PBS Vv rozmezi hodnot pH od 2,0 do 9,0. Jako idealni pH prostiedi ale bylo ur¢eno 7,0. Pro
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stanoveni byla pouzita diferenéni pulzni voltametrie a byl zjistén linearni rozsah od 1 do
100 pmol It a detekéni limit 0,3 umol I, Byly analyzovany vzorky farmaceutickych tablet

kyseliny listové a lidska mo¢. (Sarhadi & Maryam, 2015)
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Obréazek 20: DPV voltamogramy kyseliny listové s koncentracemi od 1,0 do 100,0 pmol I na
SPCE modifikované ZnFe;Os v prostredi PBS (pH 7,0) (Sarhadi & Maryam, 2015).

Gheorghe Melinte a kol. pouzili ke stanoveni kyseliny listové uhlikovou tisténou
elektrodu, na kterém byl polymericky surfaktant. Tuto elektrodu dale modifikovali
polypyrrolem s karboxylovymi funk¢énimi skupinami. Méteni provadéli v prostiedi fosfatového
pufru s hodnotou pH 7,4 technikami cyklické voltametrie a diferen¢ni pulzni voltametrie.
Linearni rozsah méfeni byl od 2,5 pmol It do 200 umol I'* a byl vypoéten detekéni limit 0,8
umol I, Jako readlny experimentalni vzorky byly analyzovany vzorky lidského séra a
farmaceutické tablety. (Melinte, a dalsi, 2020)

Obrazek 21: (A-C) nemodifikovana uhlikova elektroda a (D-F) 3-karboxypyrrol (0,05 M)
v 0,1 M LiClO4 s 9 mg mIt PVP v riizném zvétseni (Melinte, a dalsi, 2020).
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Veerappan Mani a kol. vytvofili uhlikovou tisténou elektrodu, na kterou aplikovali
hybridni 2D modifikator, ktera se skladal z grafenovych nanodesti¢ek, sulfidu molybdeni¢itého
a zlatych nanocastic. Poté experimentalné zméftili oxidaci kyseliny listové metodou cyklické
voltametrie v prostfedi fosfatového pufru, ktery byl neustile michan a mél hodnotu pH 7,4.
Vysledky ukazaly, Ze tato modifikovana elektroda méla vétsi katalytickou plochu pro oxidaci
stanovované latky nez elektroda nemodifikovand. Autofi poté provadéli amperometrické
stanoveni vitaminu By ve stejném prostiedi. Linearni rozsah méfeni byl od 50 nmol It do
1150 pmol It s detekénim limitem 38,5 nmol IX. Analyzovany byly realné vzorky lidské mo¢i.

(Mani, 2017)

Obrazek 22: (A) SEM snimky GNS-MoS;, (B) GNS-Mo0S2-AuNPs (Mani, 2017).

3.2.1.5. Ostatni uhlikové elektrody

Xin Gao a kol. pfipravili uhlikovou elektrodu, kterd byla z grafenové pény. Dale na
plose této elektrody vytvofili pole nanodratd (NWA) ZnO, které nasledné obohatili o grafen.
Tim zvysili efektivni plochu a vodivost elektrody. Méteni provedli v prostiedi fosfatového
pufru s hodnotou pH 7,4 technikou diferen¢ni pulzni voltametrie. Linearni rozsah stanoveni byl
od 1 pmol I'* do 60 umol I'? a detekéniho limitu 1,0 pmol 2. Ke kvantifikaci realnych vzork

lidské moc¢i byla pouzita metoda standardniho ptidavku. (Gao, a dalsi, 2018)
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Obréazek 23: (a-d) SEM snimky Gr/ZnO NWAS/GF, (e) ez ZnO NWAs, (f) EDX spektrum
Gr/ZnO NWAS/GF (Gao, a dalsi, 2018)
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3.2.2. Zlato

Experimentélni stanoveni vitaminu Bg na zlatych elektrodach je méné casté nez
na elektrodach z uhlikovych materiala. Jeden z divodi muze byt to, ze zlato je finan¢né
nakladnéjsi nez uhlik a materidly z né¢ho vytvotfené nebo Ze nema tak idealni elektrochemické

vlastnosti ke stanoveni této latky.

Qijin Wan a Nianjun Yang popisuji pouziti zlaté elektrody modifikované
2-merkaptobenzothiazolem, ktery aplikovali ve formé monovrstvy na povrch elektrody
metodou samouspotadani ke stanoveni a zkoumani elektrochemického chovani kyseliny
listové. Snazili se tim zvysit selektivitu a citlivost elektrody ke stanovované latce a zlepsit dobu
odezvy pii méfeni. Jako prostiedi byl pouzit fosfatovy pufr s hodnotou pH 7,4. Instrumentalni
metoda pro stanoveni kyseliny listové byla cyklicka voltametrie. Byl uréen linearni rozsah
stanoveni od 8,0-10° mol I'* do 1,0-10°® mol I'! a detekéni limit 4,0-107° mol I, Jako reéalné

vzorky byly analyzovany farmaceutické tablety. (Wan & Yang, 2002)

Mirmoghtadaie a kol. modifikovali polykrystalickou zlatou elektrodu zlatymi
nanocasticemi. Tim zvysili jeji elektrochemickou aktivitu, jelikoz pevna zlaté elektroda mitize
byt malo elektrochemicky aktivni. Modifikace méla za cil zlepSit jeji elektrochemické
vlastnosti a citlivost a selektivitu vii¢i kyseliné listové. Dale byla jesté provedena aktivace této
modifikované elektrody. Porovnani s klasickou zlatou elektrodou se ukazalo, ze modifikovana
elektroda vykazuje intenzivngjsi elektrooxidaci v prostiedi 0,1 M NaOH. Pro méfeni byla
pouzita diferenéni pulzni voltametrie a zjistén linearni rozsah koncentraci od 1,0-10® mol I
do 1,0:10°% mol I, Hodnota detekéniho limitu byla 7,5:107° mol I'Y, RSD pak 3,2 %. Byly
analyzovany realné vzorky farmaceutickych tablet, bilé mouky, obohacené bilé mouky a
$penat. (Mirmoghtadaie, 2013)
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Obrézek 24: SEM snimek elektrodepozice zlatych nanocastic pred a po zlaté elektrody
(Mirmoghtadaie, 2013).
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Chekin a kol. modifikovali k méfeni mnozstvi kyseliny listové zlatou elektrodu. Latka
pouzita k modifikovani byl redukovany oxid grafenu a ligandy dopaminu modifikovany
B-cyklodextrin. Prostiedi, ve kterém se provadélo méfeni, byl 0,1 M fosfatovy pufr s hodnotou
pH 7,4. Metoda pouzita k analyzovani vzorku byla diferenéni pulzni voltametrie. Detek¢ni limit
méfeni byl 1 nmol It a linearni rozmezi az do hodnoty 10 umol I, Kyselina listova byla

analyzovana ve vzorcich lidského séra. (Chekin, a dalsi, 2019)

a b
unmodified rGO/PEI modified Au modified with rGO/PEI
. N

Contact pad

Obrazek 25: (a) Fotografie integrované zlaté elektrody pred a po modifikaci, (b) SEM snimek
povrchu elektrody po modifikaci (Chekin, a dalsi, 2019)

Shuhong Wei a kol. modifikovali zlatou elektrodu vicesténnymi uhlikovymi
nanotrubi¢kami. Vicesténné uhlikové nanotrubicky jsou znamé tim, ze maji velkou plochu,
mechanickou stabilitu, jsou dobie vodivé a chemicky stabilni. Pfidanim téchto trubicek tedy
zvysili elektrochemickou aktivitu elektrody. Méfeni bylo provadéno Vv prostiedi fosfatového
pufru. Nejdiive byl zkouman vliv pH na elektrochemické chovani kyseliny listové. Autofi
meétili nejprve pii hodnotach pH od 1,3 do 4,2 a z vysledki bylo patrno, Ze idealni podminky
pro méfeni jsou pii pH 2,5. Pro elektrochemickou analyzu bylo pouzito vice instrumentalnich
metod: cyklicka voltametrie, diferenéni pulzni voltametrie, chronoamperometrie a
chronocoulometrie. Pfi porovnani cyklickych voltametrickych méfeni modifikované a klasické
zlaté elektrody lze vycist, Ze modifikované elektroda ma silny katalyticky efekt na oxidaci
kyseliny listové, coz je dulezité pro jeji stanoveni. Byl zjistén linearni rozsah stanoveni od
2,0-10® mol It do 1,0-107° mol It a detekéni limit 1,0-10°8 mol I, Jako realné vzorky byly
analyzovany farmaceutické tablety. (Wei, Zhao, Xu, & Zeng, 2006)
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Obrézek 26: CV kyseliny listové na modifikované elektrodé (a,b) a na isté zlaté elektrodé (c):
(a,c) roztok obsahuje 5,0 umol It kyseliny listové, (b) bez kyseliny listové (Chekin, a dalsi,
2019).

3.2.3. Rtut’ a amalgdmy

Rtut’ a amalgamy jako elektrody se pouzivali k experimentalnim stanovenim kyseliny
listové spiSe v minulych letech. V posledni dobé se pouzivaji méné kvili toxicité rtuti na Zivotni
prostiedi. V ¢lancich, které jsou nize shrnuté, se rtutové elektrody nemodifikovali, pouze
amalgamoveé. Bandzuchova a kol., kteti experimentovali s modifikovanou amalgamovou
elektrodou, uvadi, ze na této elektrodé probiha redukce kyseliny listové v kyselém prostiedi
ttemi kroky a pouze jednim redukénim krokem v zasaditém prostiedi. (Bandzuchova,
Selesovska, Navratil, & Chylkova, Electrochemical behavior of folic acid on mercury meniscus

modified silver solid amalgam electrode, 2011)

3.2.3.1. Rtut'ové elektrody

V roce 1991 Jilin Han a kol. pouzili rtutovou elektrodu ke zkoumani adsorbcniho
chovani kyseliny listové ve vzorku. Prostfedi, ve kterém autoii provad¢li stanoveni pomoci
adsorptivni rozpoustéci voltametrie, byl Brittontiv-Robinsontv pufr s hodnotou pH 5,0. Byl
urcen linedrni rozsah stanoveni od 1:10® mol It do 1-107** mol I'! s korela¢ni koeficient 0,998
a vypoé&itan detekéni limit 2-10712 mol I'X. (Han, Chen, & Gao, 1991)

V roce 1993 Gall a Berg vydali praci, kde popisuji, jak vyuzili kapajici rtutovou
elektrodu ke stanoveni kyseliny listové s pouzitim katodické adsorptivni voltametrie. Nejdiive
pomoci cyklické voltametrie zjistili, Ze redukce kyseliny listové se sestava ze tfi krokd a toho
vyuzili pfi jejim stanoveni. Podle vysledki z ptedbéznych méfeni urcili, ze K dosazeni

maximalni citlivosti stanoveni v boratovém pufru je idealni hodnota pH 8,5. Poté pouzitim
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katodické adsorptivni voltametrie s akumulaci 60 sekund byl dosazen linedrni rozsah stanoveni
do 500 nmol I'! a detekéni limit 0,09 nmol I1. Méfeni bylo provedeno ve vzorku motské vody.
(Le Gall & van den Berg, 1993)

5 T T T T T T T > E(-V)

02 0.6 Lo 14

Obrazek 27: Tenzametrie kyseliny listové v morské vodé s pH 8,5. (a) bez kyseliny listové, (b)
0,5 umol I kyseliny listové, (c) 1 pmol I* kyseliny listové (Le Gall & van den Berg, 1993).

Villamil a kol. popsali vyuziti rtutové kapajici elektrody k simultannimu stanoveni
kyseliny listové a riboflavinu ve vzorku. Experiment probihal v prostiedi pufru octanu sodného
s hodnotou pH 5,0. Pii méfeni kyseliny listové v pfitomnosti riboflavinu byly zjistény hodnoty
linedrniho rozmezi koncentraci od 1-10° do 1-107 mol I'! a detekéeniho limitu 1-10°° mol I 2,
Jako metoda pro toto stanoveni byla pouzita adsorptivni rozpoustéci voltammetric. Jako realny
vzorek byly potom analyzované multivitaminové ptipravky. (Villamil, Miranda Ordieres, Costa
Garcia, & TufiOn Blanco, 1993)
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Obrazek 28: Adsorptivni rozpoustéci voltamogram (A) riboflavinu a (B) kyseliny listové v
roztoku pufru octanu sodného (pH 5,0) (Le Gall & van den Berg, 1993).

3.2.3.2. Amalgamy

BandZzuchova a kol. pouzili metody linearni voltametrie, diferen¢ni pulzni voltametrie
a adsorptivni rozpoustéci diferen¢éni pulzni voltamterie ke zkoumani elektrochemického
chovani kyseliny listové na elektrod¢ ze stiibrné amalgamy. Tato elektroda byla navic
modifikovana rtutfovym meniskem. Po urceni idedlniho prostfedi, coz byla smés methanolu a
vodného roztoku acetatoveho pufru v poméru 1:9, provedli méfeni a zjistili detek¢ni limit
0,5 nmol It a RSD 4 %. Jako realné vzorky poté testovali tfi riizné vitaminové piipravky a dva
multivitaminové dzusy. (Bandzuchova, Selesovska, Navratil, & Chylkova, Electrochemical

behavior of folic acid on mercury meniscus modified silver solid amalgam electrode, 2011)
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Typ materidlu | Métici metoda | Limit detekce Linearni rozsah roztok (pH) | pH | vzorek odka
elektrody
Uhlik (GCE) SWV 0,038 uM 1-500 uM PBS 6,0 | farmaceutické Di Ti
produkty
Uhlik (GCE) DPV 10 nM 0,01-100 uM PBS 7,4 | lidské sérum Chek
Uhlik (GCE) DPV 0,037 uM 2 - 480 uM fosfatovy 7,0 | lidské sérum Wan
pufr
Uhlik (GCE) | CV, ODV 1-101° M 1,0-108-1-10"M | H2SO4 + Guo,
Na2S04
Uhlik (GCE) DPV 0,8 uM 1,0 - 900 uM PBS 7,0 | lidska mo¢ Konc
Uhlik (GCE) CV, DPV 3,3-10" M 1,0:10°-2,0-10" M | H2SO4 lidské sérum Wan(
Uhlik (GCE) CVv 0,04 pg/l. 0,01 - 20 mg/I PBS 5,0 | lidska plasma, Zhu,
moc¢ a
farmaceuticke
vyrobky
Uhlik (GCE) amperometrie | 75 nM 1.0-107-3.510* M | fosfatovy 7,0 | farmaceutické | Kanc
pufr tablety
Uhlik (GCE) DPV, 60 nM 60 - 60 000 nM fosfatovy 7,2 | lidské sérum Maiy
amperometrie pufr
Uhlik (GCE) SWSV 1,34- 10" M 3,0-107-8,0-10° | potassium | 6,4 | farmaceutické | Jiang
M phosphate tablety
Uhlik (GCE) CVv 0,48 uM 0,02 - 0,50 mmol/I PBS 7,0 | farmaceutické Yuar
tablety
Uhlik (GCE) | CV 0,02 M 0,08 - 10,0 uM fosfatovy | 7,0 | lidska mo¢ Ye, 2
pufr
Uhlik (CPE) DPV 2,9 nM 0,01 - 10,69 mM PBS 8,0 | farmaceuticka Di Ti
tableta a lidska
mo¢
Uhlik (CPE) DPASV 1,24 - 1012 M 8,79-10%-1,93- | BR pufr 4,0 | potraviny, Vaze
10° M lidské sérum a
multivitaminové
piipravky
Uhlik (CPE) SWV 15,0 pmol-1 20,0 - 1200,0 uM PBS 7,0 | lidska mo¢ Bagh
Uhlik (CPE) SWv 0,01 uM 0,05 - 550 uM fosfatovy 9,0 | farmaceutické Take
pufr tablety, lidska
mo¢ a jable¢ny
dzus
Uhlik (CPE) SWvV 0,1 uM 0,5-1100 uM 7,0 | potravinaiské Tahe
vyrobky 2019
Uhlik (CPE) SWvV 0,04 uM 0,09 - 1000 uM PBS 9,0 | farmaceutické Mov:
tablety a ovocné | 2019
dzusy
Uhlik (CPE) DPV 0,8 nM 30 NnM - 250 uM fosfatovy 9,0 | jable¢né a Sade
pufr pomerancoveé
dzusy
Uhlik (CPE) DPV 19 uM 30 - 320 uM PBS 7,0 | farmaceutické Venu
vyrobky a
lidské sérum
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Uhlik (CPE) CV, SWV 2,7-108 M 52-10% - 1-10* M | fosfatovy | 6,0 | lidska mo¢ Arva
pufr
Uhlik (CPE) CVv 0,091 mM 0,1-5mM NaOH (0,1 farmaceutické Ojan
M) tablety
Uhlik (CPE) SWV 1,0 uM. 3,0 -700 uM fosfatovy 7,0 | farmaceutické Raoa
pufr tablety a lidska
moc¢
Uhlik (CPE) SWV 0,72 uM 5,0 - 100,0 uM BR pufr 4,5 | farmaceuticke Kuce
tablety
Uhlik (tuzkova) | CV, DPV 2,02 ng/ml 2,2 -30,8 ng/ml PBS 6,2 | farmaceutickd | Gune
tableta a lidska
mo¢
Uhlik (tuzkova) | DPV 1,06 - 10% uM 0,1-10,0 uM Tris-HCI 8,5 | farmaceuticka Mirn
tableta a 2013
potraviny
Uhlik (ostatni) | DPV 0,05 uM 0,1 -600,0 uM PBS 7,0 | farmaceuticka Safei
tableta a lidska
mo¢
Uhlik (ostatni) | DPV 0,3 uM 1,0-100,0 uM PBS 7,0 | farmaceuticka Sarh:
tableta a lidska
mo¢
Uhlik (ostatni) | DPV 0,8 uM 2,5 uM - 200 uM fosfatovy 7,4 | farmaceutické Melir
pufr vyrobky a
lidské sérum
Uhlik (ostatni) | amperometrie | 38,5 nM 50 nM - 1150 uM fosfatovy 7,4 | lidska mo¢ Mani
pufr
Uhlik (ostatni) | DPV 1,0 uM 1-60uM fosfatovy 7,4 | lidska mo¢ Gao,
pufr
Zlato CcVv 40-10°M 8,0-10°-1,0-10% M | fosfatovy 7.4 | farmaceutické | Wan,
pufr tablety
Zlato DVP 7,5:10° M 1,0-10%-1,0-10° M | NaOH (1,0 farmaceutické | Mirn
M) tablety a 2013
potraviny
Zlato DPV 1 nM do 10 uM fosfatovy 7,4 | lidské sérum Chek
pufr
Zlato CV, DVP 1,0-10% M 2,-108 M - 1,0-10° | fosfatovy 2,5 | farmaceutické | Wei,
M pufr tablety
Rtut’ (Cista) ASV 2:1012 M 1-108-1-101 M BR pufr 5,0 Han,
Rtut’ (Cista) CAV 0,09 nM do 500 nM boritanovy | 8,5 | mofska voda Le G
pufr
Rtut’ (&istd) ASV 1-10°M 1-10°-1-10" M octan sodny | 5,0 | multivitaminové | Villa
pufr piipravky
Rtut’ DCV, DPV, 0,5 nM methanol a vitaminove Band
(amalgam) ASDPV acetatovy ptipravky a
pufr ovocné dzusy

Tabulka 1: Shrauti jednotlivych clankii
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Zaver

Tato prace shrnovala mnozZstvi védeckych ¢lanki o elektrochemickém stanoveni
kyseliny listové zarovenn doplnéné o ilustrace. Z tohoto shrnuti lze vidét, ze nejb&znéji
pouzivanymi materidly elektrod pii experimentalni stanoveni vitaminu Bg jsou nejcastéji
Z uhliku kviili jeho dobrym elektrochemickym vlastnostem a malé finan¢ni nakladnosti. Tyto
uhlikové materialy maji n€kolik podtypt a to elektrody ze skelného uhliku, pastové uhlikové
elektrody, tuzkové elektrody a potom méné bézné jako uhlikové elektrody vytvofené metodou
screen-printed nebo elektroda z grafenové pény. Jejich vlastnosti jako citlivost a selektivita ke
stanovované latce, schopnost replikovatelnosti méfeni a stabilita se jeSté zvySovali riznymi
druhy modifikaci. Dal$imi materidly, ze kterych byly vyrobeny elektrody pouzité ke stanoveni
vitaminu Bg, které jsou zahrnuty v této praci, jsou zlato a rtut’. Védeckych ¢lanki, které popisuji

experimentalni modifikaci a pouziti téchto elektrod ze zlata, rtuti a amalgamu, je ale méné.
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