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Glownym celem pracy bylo zbadanie przydatnosci kilku rzadko stosowanych lub tez wrecz
nowych elektrochemicznych metod detekcji z zastosowaniem mikroelektrod platynowych i ztotych
w warunkach wstrzykowej analizy przeptywowej (FIA) i elektroforezy kapilarnej (CE). Metody te
zastosowano do oznaczania flawonoidow.

W czgéci teoretycznej przedstawiono najwazniejsze informacje o flawonoidach, ich
rozpowszechnieniu w $wiecie roslinnym 1 zwierzecym, wiasciwosciach farmakologicznych i
leczniczych. Na podstawie przegladu literatury omdwiono metody oznaczania flawonoidow - bez
uprzedniego ich rozdzielania - z wykorzystaniem detekcji spektrofotometrycznej i1 technik
elektrochemicznych, a takze metody rozdzielania i oznaczania w elektroforezie kapilarne;.
Nastgpnie opierajac si¢ na nielicznych dostgpnych pracach przedstawiono wlasciwosci
elektrochemiczne badanych flawonoidow. Oméwiono rowniez stosowane w pracy techniki detekcji
elektrochemicznej: woltamperometri¢ cykliczng (CV), woltamperometrig fali prostokatnej z szybka
transformacja Fouriera (FFT SWV) oraz chronopotencjometri¢ (CP). Te dwie ostatnie techniki sa
nowymi technikami oznaczania analitow intensywnie rozwijanymi w Zakladzie Metod
Fizykochemicznych Uniwersytetu w Biatymstoku. Teoretyczny opis metody wykorzystujacej
cykliczna chronopotencjometri¢ do detekcji roznego rodzaju analitow zostal szerzej przedstawiony
w publikacjach w Analytical Chemistry [1] i Journal of Chromatography A [2].

W kolejnym rozdziale omowiono wplyw temperatury na procesy elektrodowe. Obszernie
przedstawiono zagadnienia zwiazane z grzaniem elektrod. Oméwiono metode zaproponowana
przez Griindlera 1 wspotpracownikéw [3, 4] oraz nowa, inng metod¢ przedstawiona w pracy
Baranskiego odnoszaca si¢ do grzania mikroelektrod [5]. Opisano konstrukcj¢ ,,goracych” elektrod,
techniki grzania, zastosowanie tych elektrod w metodach analitycznych (elektrody Griindlera), a
takze sposoby wyznaczania temperatury elektrody i warstewki przyelektrodowej stosowane przez
obu autorow.

Grzanie elektrod przedstawione przez Griindlera i wspoipracownikow polega na stosowaniu
pradu o wysokim natgzeniu (powyzej 6 A) i czgstotliwosci 100 kHz, ktory ptynie przez rdznego
rodzaju elektrody [6-8]. Griindler przedstawia dwie techniki grzania tych elektrod. Pierwsza z nich
jest grzanie elektrody w taki sposob, by temperatura przez caly czas eksperymentu pozostawala
stata [9]. Technika ta pozwalata przeprowadza¢ badania tylko w temperaturze ponizej punktu
wrzenia roztworu. Drugi sposob to grzanie pulsowe TPV (Temperature Pulse Voltammetry) [10].
Technika ta przypomina woltamperometri¢ pulsowa réznicowa (DPV), ale w przeciwienstwie do
niej w TPV wystepuja pulsy grzania.

W pracy szczegdlng uwage zwrocono na omowienie nowego sposobu grzania mikroelektrod,
ktoéry zaproponowat Baranski [5]. Sposob grzania mikroelektrod przedstawiony w pracy [5]
zastosowany zostal w moich badaniach. Metoda Baranskiego to ogrzewanie bardzo cienkiej
warstewki przy powierzchni dyskowej mikroelektrody za pomoca pradu zmiennego o duzej
amplitudzie do 2 Vi,s 1 wysokiej czgstotliwosci 0,1-2 GHz (1000 — 20 000 razy wigkszej niz u
Griindlera). Material mikroelektrody nie nagrzewa sig, grzana jest bowiem warstewka roztworu

przylegajacego do elektrody, dzigki temu nastgpuje wzrost powierzchniowej temperatury dyskowej



mikroelektrody. W roztworach wodnych powierzchniowa temperatura dyskowej elektrody o
Srednicy 25 pm moze wynosi¢ nawet 225°C iby¢ utrzymywana przez dtugi czas (powyzej 15
minut). Baranski zaproponowal oszacowanie temperatury warstwy przyelektrodowej na podstawie
analizy logarytmicznej krzywych woltamperometrycznych zarejestrowanych przy bardzo matych
szybko$ciach zmian potencjatu.

W dalszej czesci pracy zamieszczono rowniez podstawowe informacje dotyczace rozdzielania
elektroforetycznego i detekcji elektrochemicznej w elektroforezie kapilarne;.

W czgsci eksperymentalnej przedstawiono woltamperometryczne i chronopotencjo-metryczne
krzywe dla kwercetyny i1 rutyny rejestrowane w warunkach przeptywowych z zastosowaniem
mikroelektrody platynowej i ztotej. Oba anality powoduja tylko niewielkie zmiany ksztaltu tych
krzywych (Rys.1 a). Sa one jednak mierzalne i mozna wykorzysta¢ je do oznaczenia tych
flawonoidow z wykorzystaniem obu mikroelektrod. We wszystkich badaniach jako elektrolit
podstawowy wykorzystywano roztwor boraksu o stgzeniu 0,04 M. W roztworze tym oznaczane
anality uzyskuja fadunek ujemny, dzigki czemu moga by¢ rozdzielane w elektroforezie kapilarne;.

Zbadano tez przydatno$¢ woltamperometrii cyklicznej, woltamperometrii fali prostokatnej z
szybka transformacja Fouriera oraz chronopotencjometrii cyklicznej do iloSciowego oznaczania
kwercetyny i rutyny. Dla kazdej z tych elektrochemicznych technik detekcji ustalono optymalne
warunki oznaczania w warunkach wstrzykowej analizy przeplywowej z zastosowaniem obu
mikroelektrod. Ustalone warunki detekcji wykorzystano do sporzadzenia krzywych kalibracyjnych
oraz wyznaczenia zakresow liniowosci i1 granic wykrywalno$ci badanych flawonoidow w
warunkach FIA. W eksperymentach CV z zastosowaniem mikroelektrody platynowej w przypadku
rutyny otrzymano zakres liniowosci od 8x107 do 5x10° M, za$ dla mikroelektrody ztotej od 107
do 10°M. Dla FFT SWV z zastosowaniem mikroelektrody zlotej zakres jest szerszy niz w
przypadku mikroelektrody platynowej i wynosi od 8<10™® do 5x10™ M. Zakresy liniowosci dla CCP
na mikroelektrodzie ztotej wynosza od 107 do 7,5-10x107° M.

Granice wykrywalnosci (DL) obliczono na dwa rézne sposoby. W pierwszym z nich
wykorzystano odchylenie standardowe szumu (SD) 1 wspotczynniki kierunkowe (m) wyznaczone z
krzywych kalibracyjnych, w drugim - stosunek sygnalu do szumu (S/N) wyznaczony za pomoca
programu ,,MicroVoltammetry-3” dla najnizszego badanego st¢zenia analitu. W obu przypadkach
otrzymano rézne warto$ci granic wykrywalnosci. Bardziej wiarygodne wydaja si¢ wartosci
obliczone na podstawie odchylenia standardowego szumu. Najnizsze stgzenia kwercetyny i rutyny
jakie mozna oznaczy¢, otrzymano w detekcji na mikroelektrodzie ztotej. Wynosza one odpowiednio
9,5x10™"" 1 5,6x10"" M (w CV). Dla pozostatych technik detekcji otrzymano wyzsze warto$ci DL.

Wybrane elektrochemiczne techniki detekcji zastosowano do oznaczania kwercetyny i rutyny
rozdzielanych w warunkach CE. Na podstawie otrzymanych elektroferogramow sporzadzono
krzywe kalibracyjne. Wyznaczono granice wykrywalnosci, a takze liczbg poétek teoretycznych.
Liniowa zalezno$¢ wysokosci pikow od stezenia obu analitow otrzymano w zakresie wyzszych
stezen niz w warunkach FIA. Najnizsze granice wykrywalnos$ci uzyskane na podstawie SD szumow
wynosza 2,6x10®* M (0,01 fmol) dla rutyny i 5,3x10™* M (0,02 fmol) dla kwercetyny (CV na pPt).



Zastosowanie FFT SWV 1 CCP (mikroelektroda Pt i Au) prowadzi do wyzszych granic
wykrywalnosci. Na podstawie elektroferogramow obliczono liczby potek teoretycznych. Najwyzsze
warto$ci wydajnosci uzyskano dla kwercetyny w warunkach detekcji FFT SWV z wykorzystaniem
elektrody platynowej (184 000).

W dalszej czesci pracy przedstawiono badania dotyczace oznaczania kwercetyny i rutyny z
zastosowaniem ,,goracych” mikroelektrod platynowych i ztotych. Pod wplywem grzania nastgpuje
znaczny wzrost temperatury w warstewce przyelektrodowej. W technice CV z zastosowaniem

»goracej” elektrody platynowej obserwuje si¢ znaczny wzrost pradu w obszarze tworzenia tlenku

platyny w stosunku do elektrody ,,zimne;j” (Rys.1).
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Rys.1. Krzywe zmian natgzenia pradu w funkcji potencjatu rejestrowane na ,,zimnej” mikroelektrodzie platynowe;j (a), na ,,gorace;j”
mikroelektrodzie (b) oraz réznice zmian natezenia pradu w funkcji potencjatu (c) (krzywa wyzej — ,,zimna”, krzywa nizej - ,,goraca”
mikroelektroda) w trakcie wstrzykiwania kwercetyny o stezeniu 10~ M do 0.04 M boraksu. d) piki wywotane wstrzykiwaniem
kwercetyny o stezeniu 10 M do 0.04 M boraksu na ,,zimnej” (linia ciagta) i ,,goracej” (linia przerywana) mikroelektrodzie

platynowej w warunkach FIA, detekcja CV. Szczegdtowe warunki detekcji zamieszczono w rozprawie doktorskiej. Temperatura
warstewki przyelektrodowej ok. 200°C.

Podobne zmiany wida¢ tez w przypadku elektrody ztotej. Integracja w obszarze tych zmian
pozwala otrzymaé sygnaly analityczne znacznie wyzsze niz w eksperymentach z zastosowaniem

»zimnych” elektrod. Zmiany admitancji czy potencjalu obserwowano réwniez w badaniach z
zastosowaniem FFT SWV i CCP.



W tej czesSci pracy dokladnie omédwiono rowniez zaproponowana metodyke pomiaru
temperatury. Temperatur¢ warstewki przyelektrodowej oszacowano na podstawie pomiaru
wysokos$ci piku redukcji tlenku platyny lub ztota na krzywych CV oraz analizy logarytmicznej
odpowiednich krzywych woltamperometrycznych. Jako parametr pozwalajacy okresli¢ temperature
wykorzystano stosunek wysokos$ci piku rejestrowanego na ,,goracej” (Y,) do wysokosci piku na

»zimnej” (Yo) mikroelektrodzie w technice CV (Rys.2).
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Rys.2 Zaleznos¢ Y,/Y, (®) oraz temperatury (A ) od mocy generatora grzania w 0.04 M boraksie na mikroelektrodzie platynowe;j
(naczynko z przeptywajacym elektrolitem). Y, — wysokos$¢ piku redukcji tlenku ,,goracej” mikroelektrody, Y, — wysoko$¢ piku
redukcji tlenku ,,zimnej” mikroelektrody.

Korzystajac z tej] metody oszacowano temperatur¢ w roztworze boraksu w warunkach
przeptywowych. Stwierdzono, ze mozliwe jest osiagnigcie w warstewce przyelektrodowe;
temperatury powyzej 190°C.

W pracy przedstawiono tez wpltyw wielu czynnikéw, migdzy innymi czgstotliwo$ci 1 mocy
generatora grzania, na efekt grzania, wzmocnienie sygnaldow 1 szumoéw. W technice
woltamperometrii cyklicznej z zastosowaniem mikroelektrody platynowej otrzymano najwyzsze
wzmocnienie sygnalu. Dla kwercetyny zaobserwowano bowiem prawie 14-krotny wzrost sygnatu
na ,,goracej” elektrodzie w stosunku do sygnatlu na elektrodzie ,,zimnej”, natomiast dla rutyny
wzrost ten byt az 21-krotny. W przypadku zastosowania mikroelektrody ztotej wzrost sygnatu
analitycznego byl znacznie mniejszy niz na elektrodzie platynowej. W technikach FFT SWV 1 CCP
wzmocnienie sygnatu wynosito dla kwercetyny od 2,5 do 4,0, adla rutyny od 1,5 do 5,0,
jednoczesnie zaobserwowano znaczny wzrost SZumow.

W kolejnym rozdziale poréwnano krzywe kalibracyjne sporzadzone dla ,,zimnej” i ,,goracej”
mikroelektrody platynowej z zastosowaniem woltamperometrii cyklicznej i chronopotencjometrii
cyklicznej w warunkach FIA. Zaleznosci te prawie w catym zakresie badanych stezen sa liniowe, a
odchylenia punktéw pomiarowych dla wyzszych stezen rutyny z zastosowaniem ,,goracej”
elektrody najpewniej spowodowane sa przegrzewaniem si¢ roztworu w  warstewce

przyelektrodowe;.



W pracy przedstawiono rowniez wyniki otrzymane podczas rozdzielania kwercetyny i rutyny
w elektroforezie kapilarnej z zastosowaniem detekcji na ,,zimnej” 1 ,,goracej” mikroelektrodzie
platynowej. W analizowanych probkach - w roztworze wzorcowym i w probkach naturalnych:
ekstrakcie z paczkoéw topoli (Populus) i z owocow rokitnika zwyczajnego (Fructus Hippophaés
Rhamnoides) zidentyfikowano piki pochodzace od oznaczanych flawonoidéw. Podczas badan z
wykorzystaniem ,,goracych” mikroelektrod uzyskiwano wzmocnienia sygnatéw od 1,3 do 2,5 dla
kwercetyny 1 od 1,9 do 3,4 dla rutyny. Wzmocnienie to jest znacznie mniejsze niz w FIA, gdyz
obecno$¢ kapilary w odlegtosci od kilku do kilkudziesigciu mikrometrow od elektrody powoduje
chlodzenie strefy goracej. Niemozliwe staje si¢ wtedy osiagnigcie wysokich temperatur. Na
podstawie elektroferograméw zarejestrowanych z zastosowaniem detekcji na ,,goracej”
mikroelektrodzie platynowej oszacowano st¢zenia obu analitow w ekstrakcie z owocodw rokitnika
zwyczajnego. Stezenia kwercetyny i rutyny wynosily odpowiednio 3,7x107 i 1,6x10™ M.

Przeprowadzone i opisane w pracy badania pozwalaja stwierdzi¢, ze stosowane techniki
detekcji sa przydatne do oznaczania flawonoidéw z zastosowaniem ,,zimnych” 1 ,,goracych”
mikroelektrod platynowych i zlotych w warunkach przeptywowych (FIA oraz CE), réwniez w

probkach naturalnych po uprzednim rozdzieleniu w CE.
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