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Abstract

Carbon paste electrode modified with 15 % wt. of silicagel was prepared for determination of
rutin. The electrochemical behavior of rutin in electrolytes with different pH and appropriate assay
condition were investigated using cyclic voltammetry. The effect of the presence of quercetin on the
determination of rutin in model sample was evaluated. Square-wave voltammetry was used for
quantification of rutin in model sample.

Souhrn

Byla ptipravena uhlikova pastova elektroda modifikovana 15 % hm. silikagelu pro stanoveni
rutinu. Bylo zkoumano elektrochemické chovani rutinu v prostiedi o rizném pH a také vhodné
podminky stanoveni. V praci byl také posuzovan vliv pfitomnosti kvercetinu na stanoveni rutinu ve
vzorku. Pro méfeni charakterizace byla pouzita metoda cyklické voltametrie, pro vlastni métfeni pak
metoda square-wave voltametrie.

1.Uvod

Flavonoidy jsou pfirozené se vyskytujici organické slouceniny. Jsou to pfirodni barviva,
rostliny je syntetizuji z fenylalaninu, davaji barvu napf. kvétim. Patii mezi pfirodni
antioxidanty, akceptory volnych radikalti. Bylo identifikovano vice nez 4000 flavonoidnich
latek, které se 1isi strukturou, stupném hydroxylace, funkénimi substituenty, konjugaci nebo
stupném polymerace, a déli se na antokyany, flavony, flavonony, flavonoly, isoflavony a
katechiny. Kazdy flavonoid obsahuje tii jadra oznacovana jako A, B, a C (Obrazek 1) [1,2].

Rutin a kvercetin patii mezi jedny z nejrozsitenéjsich flavonoidd, fadi se mezi flavonoly,
zluté pigmenty [3]. Vzhledem k tomu, ze molekula rutinu se sklada z kvercetinu a disacharidu
rutinosy, vyskytuji se tyto dva flavonoidy vétSinou v matrici vzorku spoleéné, nicméné
mohou navzdjem rusit stanoveni kazdého z nich. Rutin ma Siroky rozsah fyziologickych
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propustnost krevnich vlasecnic a pomaha k 1é€bé poskozeni zil a cév. Kvercetin ma podobné
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Obrazek 1: Obecna strukturaflavonoidu

ucinky jako rutin [4]. Ke stanoveni flavonoidd bylo vyvinuto mnoho metod. Patii mezi né
napi. kapilarni elektroforéza [4], vysoko-ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci (HPLC-MS) [5], chromatografie na tenké vrstvé [6], UV-VIS spektrofotometrie [3,7]
a dalsi. Bylo také vyvinuto nékolik elektrochemickych metod pro stanoveni rutinu a
flavonoidi. Ensafi a kol. vyuzivali ke stanoveni rutinu ve farmaceutickych slouc¢eninach a
¢aji adsorptivni stripping voltametrii (AdSV) s visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE)
[8]. Malagutti a kol. pouzili tuhou uhlikovo-polyuretanovou kompozitni elektrodu (RCPE) pii
voltametrickych méfenich ke stanoveni rutinu v ¢aji [9]. Lin a kol. ke stanoveni rutinu
vyuzivali uhlikové pastové elektrody v kombinaci s vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami
(CPE/MWCN) [10]. Rutin a kvercetin poskytuje elektrochemickou odezvu také na obycejné
uhlikové pastové elektrodé (CPE) [11]. V nasi studii elektrochemického chovani rutinu byla
jako pracovni elektroda pouzivana uhlikova pastova elektroda s 15 % hm. silikagelu. Silikagel
byl do pasty pfidavan pro zvétSeni pracovniho povrchu elektrody a tim zvySeni citlivosti
méteni. Obecné se uhlikové pastové elektrody skladaji z uhlikového prasku o velikosti ¢astic
fadové v nm, a z vhodného pojiva, obvykle mineralniho nebo silikonového oleje. Tyto dvé
komponenty jsou smichdny v tfeci misce a vznikla homogenni pasta je vpravena do
teflonového drzaku s pistem. Vyhodou uhlikovych elektrod je obnovitelny a snadno
modifikovatelny pracovni povrch, Siroké potencidlové okno pouziti a nizké pozadi proudu.

Naopak nevyhodou je pomalejsi pienos elektrond pii elektrodové reakci [12].

2.Experimentalni ¢ast
2.1. Chemikalie

Standardni roztoky rutinu a kvercetinu 0 koncentraci 5 x 10 mol.I"* (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko) byly pfipraveny rozpu$ténim navazky latky v metanolu (Sigma-
Aldrich). Zakladni elektrolyty, HCl o koncentraci 1 a 0,1 mol.L™, a série Britton-
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Robinsonovych pufrt, byly pfipraveny z béznych chemikalii (Sigma-Aldrich). Pro pfipravu
vSech roztoki byla pouzita ¢isténa voda (Milli-Q Reference, Merc-Millipore, Francie).

2.2. Instrumentace

Vsechna elektrochemicka méteni byla provedena s pouzitim elektrochemického rozhrani
PalmSens (Houten, Nizozemi). Bylo pouzito tfielektrodového zapojeni s CPE nebo uhlikovou
pastovou elektrodou s 15 % silikagelu (CPE/15 % SG) (uhlik 5,5 — 7,0 um, CR-5, Maziva
Tyn, Tyn nad Vltavou; mineralni olej M5904, Sigma-Aldrich; silikagel (5-25 um, 60 A),
Sigma-Aldrich) jako pracovni elektrodou, platinovym dratkem jako pomocnou a
chloridostiibrnou elektrodou (Ag | AgCl | KCI (3,0 mol.I'")) jako referentni.

2.3. Cyklicka a square-wave voltametrie (CV a SWV)

Experimenty byly provadény v roztocich vySe zminénych elektrolytii s rliznou
koncentraci rutinu, popfipad¢ kvercetinu. U vétSiny méfeni byly pouzity podminky cyklické
voltametrie: pocate¢ni potencial 0,0 V vs. ref., potencial zvratu +1,0 V, kone¢ny potencial
- 0,1 V, potencialovy skok 5 mV, rychlost skenu 50 mV.s™. U square-wave voltametrie bylo
vyuzivano podminek: pocatecni potencial -0,1 V, kone¢ny potencial +0,7 V, potencidlovy

skok 5 mV, rychlost skenu 25 mV.s™, frekvence 1 Hz, amplituda pulzu 25 mV.

3.Vysledky a diskuze

Pomoci cyklické voltametrie bylo studovano elektrochemické chovani rutinu v prostiedi
riznych elektrolytt (0,1 M HCI a série Britton-Robinsonovych pufiti) s pouzitim uhlikovych
pastovych elektrod (CPE) s riznym obsahem silikagelu. Ze zavislosti velikosti oxida¢nich
proudi bylo provedeno jejich statistické vyhodnoceni dvoufaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA), kde byly obsah silikagelu v past¢ a pH elektrolytu pouzity jako faktory ovliviwyjici
velikost oxida¢niho proudu (obrazek 2). Je patrné, ze CPE s obsahem 15 % hm. silikagelu
poskytuje nejvyssi signal v porovnani s ostatnimi pouzitymi elektrodami, a to nezavisle na
elektrolytu pouzitému Kk méfeni (obrazek 2a). Z elektrolytd byly nejvyssi signaly
zaznamenany v piipad¢ pouziti 0,1 M HCI (pH 1,0), v elektrolytech o pH 2,0 a 3,0 byl rozdil
v proudovych odezvach elektrod statisticky nevyznamné (p > 0.05) (obrazek 2b).
Oba sledované faktory mély vyrazny vliv (p < 0.001) na velikost proudové odezvy elektrody
Vv roztoku obsahujici rutin, navic existuje i vyznamna interakce mezi obsahem silikagelu

a pouzitym pH pracovniho elektrolytu (p < 0.001).
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Obrazek 2: Statistické vyhodnoceni zavislosti velikosti proudii oxidacnich a redukénich

proudovych vin
a) Zavislost obsahu silikagelu v pasté, b) Zavislost pH elektrolytu (dvoufaktorova ANOVA (n = 10))
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Obrazek 3: Vybrané zaznamy a) rutinu na CPE/15% SG, CV; b) rutinu na CPE/15% SG, SWV:
Crutin = 5.10° mol.I*, 10 ml B-R pufru/0,1M HCI, pracovni el.: CPE/151% SG, referentni el.:
Ag | AgCl | KCI (3,0 mol.I'"), pomocna el.: platinovy dratek. Parametry CV: Potencialovy rozsah
- 0,1 az + 1,0 V, potencidlovy skok 0,005 V, rychlost skenu 0,05 Vst pocet skenti 5. Parametry
SWV: Epeg: - 0,1V, Eeng: 0,7 V, Egiep: 0,005 V, Eqmp: 0,05V, frekvence: 1 Hz.

Na obrazku 3a jsou znazornény zaznamy méfeni pomoci metody cyklické voltametrie. Je
patrné, Ze s rostoucim pH se signdl rutinu posunuje k zdpornéjSim potencidlim a zaroven se
snizuje vyska proudové viny. Totéz lze pozorovat pii pouziti square-wave voltametrie (SWV)
(Obrazek 3b).
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Bylo zjisténo, ze elektroda modifikovana 15 % silikagelu poskytuje v prostiedi 0,1 M
HCI oxida¢ni proudovou vinu v oblasti cca +0,48 V. V této oblasti potencialt dochazi také
k oxidaci kvercetinu, v jehoz pfitomnosti se tyto signaly ptekryji a nelze je rozlisit. Tato vina
také rusi stanoveni rutinu. Ztohoto divodu bylo dale k méfeni pouzivano Britton-
Robinsonova pufru. Ze statistického vyhodnoceni vyplyva pH 2 a 3 srovnatelné, nicméné
bylo zvoleno pH 3, a to vzhledem ke smérnicim kalibra¢nich zavislosti oxida¢nich vin rutinu
v tomto elektrolytu (obrazek 4). Z kalibra¢ni zavisloti pH elektrolytu na potencialu oxidac¢ni
viny (obrazek 5) lze usuzovat, Ze pfi elektrodové reakci je pomér vyménovanych protoni a
elektroni roven 1:1. Tato domnénka je v souladu s mechanismem reakce navrzenym

V literatui'e (obrazek 6).
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Obrazek 4: Kalibra¢ni primky rutinu Obrazek 5: Kalibraéni zavislost pH
v Britton-Robinsonové pufrtu pH 2 a pH 3. elektrolytu na potencialu oxidacni viny rutinu.
Crutin = 5.10° mol.I™, 10 ml B-R pufru, pracovni Crutin = 5.10° mol.I™, 10 ml B-R pufru/0,1M HCI,
el.. CPE/15% SG, referentni el.: Ag | AgCl | pracovni el.: CPE/15% SG, referentnin el.: Ag |

KCl (3,0 mol.lI"), pomocna el.: platinovy AgCI | KCI (3,0 mol.I"), pomocna el.: platinovy
dratek. Parametry SWV: Epeq: - 0,1 V, Eeng: 0,7 dratek. Parametry CV: Potencidlovy rozsah - 0,1
V, Esep: 0,005 V, Eamp: 0,05 V, frekvence: az + 1,0 V, potencialovy skok 0,005 V, rychlost
1 Hz. skenu 0,05 V.s™, pocet skenii 5.

Linearita zavislosti odmocniny skenovaci rychlosti na proudové odezvé pro oxidacni
1 reduk¢ni signal rutinu v BR pufru o pH 3 naznacuje, Ze proces je fizeny difuzi (obrazek 7a).
Nicméné, zavislosti logaritmu skenovaci rychlosti na logaritmu proudové odezvy oxidacnich i
redukénich vIn rutinu, respektive smérnice téchto kalibra¢nich piimek, poukazuji na
skuteCnost, Ze proces je sice fizen prevdzné difuzi, nicméné je také Castecné ovliviiovan

adsorpci analytu na povrch pracovni elektrody (obrazek 7b).



rutin produkt oxidace

Obrazek 6: Schéma elektrodové reakce rutinu [13]

Linearita zavislosti odmocniny skenovaci rychlosti na proudové odezvé pro oxidacni
i reduk¢ni signal rutinu v BR pufru o pH 3 naznacuje, ze proces je fizeny diftizi (Obrazek 7a).
Nicméng, zavislosti logaritmu skenovaci rychlosti na logaritmu proudové odezvy oxidaé¢nich i
redukénich vin rutinu, respektive smérnice téchto kalibra¢nich pifimek, poukazuji na
skuteCnost, Ze proces je sice fizen prevazné difuzi, nicméné je také Castecné ovliviiovan
adsorpci analytu na povrch pracovni elektrody (Obrazek 7b).

Na obrazku 8 jsou znazornény square-wave voltamogramy rutinu a kvercetinu a jejich
smési v rizném poméru. Pii méfeni byla vzdy konstantni dana koncentrace rutinu a byl

porovnavan vliv mnozstvi pfitomného kvercetinu na odezvu rutinu. Samotny kvercetin
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Obrazek 7: a) Zavislost odmocniny skenovaci rychlosti na proudové odezvé, b) zavislost
logaritmu skenovaci rychlosti na logaritmu proudové odezvy. Cyin = 5.10° mol.L?, 10 ml B-R
pufru, pracovni el.: CPE/15% SG, referentnin el.: Ag | AgCl | KCI (3,0 mol.I'"), pomocna el.: platinovy
dratek. Parametry CV: Potencidlovy rozsah - 0,1 az + 1,0 V, potencidlovy skok 0,005 V, rychlost
skenu 0,05 V.s™, pocet skenii 5.
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poskytuje oxidacni signal pii potencialu +0,395 V (-++), rutin pii +0,480 V (- - -). V piipadé
pritomnosti obou téchto flavonoidi v méfici cele dochazi k posunu potencidlového maxima
rutinu K zaporn¢j§im hodnotam, proudové odezvy pak odpovidaji mnozstvim latek
pritomnych ve vzorku.

Z tabulky | vyplyva, Ze jiz piitomnost 5 x10° mol.I" kvercetinu v B-R pufru o pH 3 pii
meéteni CPE/15% SG snizuje citlivost elektrody na rutin, zaroven se snizuje mez detekce
a kvantifikace. Pravdépodobné se jednd o jev v ramci statistické chyby méfeni. Se vzrustajici
koncentraci kvercetinu se snizuje smeérnice piimky zavislosti. Z vysledkii méfeni za
pritomnosti jak kvercetinu tak rutinu lze usuzovat, ze kvercetin do jisté miry ovliviluje

stanoveni rutinu pomoci CPE/15% SG.
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Obrazek 8: Square-wave voltamogramy rutinu a kvercetinu ve smési

Crutin = 2,5.10° mol.I*, 10 ml B-R pufru, pracovni el.: CPE/15% SG, referentni el.: Ag | AgCl | KCI
(3,0 moI.L'l), pomocna el.: platinovy dratek. Epeg: O V, Eeng: 0,7 V, Egep: 0,005 V, Egmp: 0,05V,
frekvence: 1 Hz.
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Tabulka I: Porovnani rovnic piimek z kalibra¢nich zavislosti, mezi detekce a kvantifikace pri
méreni za pritomnosti kvercetinu i rutinu

mez detekce a kvantifikace - statistické vyhodnoceni zavislosti mnozstvi kvercetinu v BR pufru o pH
3 na odezvu rutinu v SWV, F-test (), P < 0,001, C,in=2,5x10" mol.I"".

Slozeni vzorku Rovnice pimk Korelaéni | Mez detekce | Mez kvantifikace
PIMAY | L oeficient | [uM] [uM]
Chercetin = 0 mol.L™ y=0.0441x-0.0869 | 0.9593 - -
Chvercetin = 5X10° mol.L? | y=0.0325x-0.0543 | 0.9976 1.48 2.21
_ 5 B
Chvercetin = 2.5X107 MOLL™| 4 5579y 0 0gag | 0.9258 8.24 12.36
Chvercetin = 5X10° mol.L™ | y=0.022x3-0.0996 | 0.9136 13.39 20.08

4. Zavér

Uhlikova pastova elektroda modifikovana 15 % silikagelu je citliva na pfitomnost rutinu i
kvercetinu. Kvercetin a rutin jsou ovSem obvykle v matrici redlného vzorku pfitomny
spole¢n¢ a odstranéni veskerého kvercetinu je témef nemozné. Vzhledem k této skuteCnosti
lze fici, Ze vyuZiti uhlikové pastové elektrody modifikované 15 % silikagelu je pro stanoveni

rutinu v realnych vzorcich nevhodné.
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