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ABSTRAKT: W artykule opisano spos6b optymalizacji warunkéw pomiarowych wg metody Gaussa, na
przykladzie oznaczen woltamperometrycznych kwasu askorbinowego, technika impulsowa réznicowa.
Omowione zostaly sposéb ikryteria definiowania funkcji celu, kolejno$¢ zmian poszczegdlnych parametréw
techniki oraz uzyskane informacje dotyczace procesu elektrodowego. W warunkach uznanych za optymalne
przeprowadzono Kkalibracje metoda wielokrotnego dodatku wzorca. Parametry funkcji kalibracyjnej,
wyznaczone technikg walidacji krzyzowej skonfrontowano z wynikami, ktére uzyskano w warunkach przed
optymalizacja. W efekcie dowiedziono, iz wlasciwy dobdr parametréw eksperymentalnych pozwala na istotna
poprawe parametréw walidacji projektowanych metod analitycznych.

ABSTRACT: In this paper methodology of the experimental parameters’ optimisation for voltammetric
determination is presented. The way and criteria for the definition of optimisation problem, the order of
parameters’ change as well as information about the electrode process, which can be concluded at this stage, are
discussed. The standard addition method was used when carrying out calibration in the optimized conditions.
Calibration curve and validation parameters . estimated by means of cross-validation technique for the developed
method of vitamin C determination were compared with those obtained in non-optimized conditions. It was
proven, that an appropriate and balanced selection of the experimental variables’ values allows significance
improvement of validation parameters of the new analytical methods.

Slowa kluczowe: woltamperometria impulsowa réznicowa, walidacja, optymalizacja, metoda Gaussa, witamina
C

1. Wstep

Woltamperometria jest elektrochemiczna metoda instrumentalng, w ktorej rejestrowany jest prad
zwigzany z procesem zachodzacym w badanym ukladzie, pod wplywem przylozonego z zewnatrz
napiecia. Przebieg zmian napiecia polaryzujacego w funkcji czasu jest podstawa klasyfikacji technik
woltamperometrycznych z liniowa (LSV), sinusoidalng (ACV), schodkowa (SCV) oraz impulsowa (NPV,
DPV, SQV) zmiang potencjalu. Zainteresowanie woltamperometria wynika m.in. z wysokiej czutosci
i selektywnos$ci tej techniki oraz relatywnie niskich kosztow zakupu i eksploatacji aparatury, a takze
wykonania pomiaru w poréwnaniu z analiza chromatograficzna czy spektroskopowa [1].

Dla kazdego procesu elektrodowego mozna wyrozni¢ trzy zasadnicze etapy: transport
depolaryzatora do powierzchni elektrody, reakcja elektrodowa z przeniesieniem ladunku przez
granice faz elektroda — roztwor oraz gromadzenie sie powstatych produktéw reakcji na powierzchni
elektrody lub w jej wnetrzu albo transport tych produktéw w glab roztworu. Z racji wieloetapowosci
procesu o jego efektywnej szybkosci decyduje najwolniejszy z wymienionych etapéw. Zazwyczaj jest
nim transport analitu, ktéry po wyeliminowaniu migracji w polu elektrycznym oraz wzajemnego
ruchu warstw roztworu wzgledem siebie (konwekcja) odbywa sie wylgcznie na drodze dyfuzji.
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Oznacza to, iz rozwigzanie Il réwnania Ficka umozliwia wyznaczenie zalezno$ci miedzy pradem piku
(granicznym) a stezeniem redukujacej lub utleniajacej sie substancji, zwanej depolaryzatorem.
W przypadku technik impulsowych zalezno$¢ ta jest opisywana rownaniem:

252 1/2
n?F?ADg’" dE

p = 4RT x1/2 ) CS (1)

i

gdzie: K — stala, zalezna od wybranej techniki woltamperometrycznej, n — liczbha wymienianych
elektron6w, F -stala Faradaya, A — powierzchnia elektrody, Ds — wspolczynnik dyfuzji depolaryzatora
S do powierzchni elektrody, R — uniwersalna stala gazowa, T — temperatura bezwzgledna, dE -
amplituda impulsu, X - parametr kinetyczny, C? - stezenie depolaryzatora w gtebi roztworu [1-3].

Wielko§¢ uznana za parametr Kkinetyczny zalezy od rodzaju wybranej techniki
woltamperometrycznej i w przypadku najczesciej stosowanej techniki impulsowej réznicowej DP
(ang. Differential Pulse) jest nim polowa czasu impulsu timp. Przy wyprowadzeniu tego réwnania
przyjeto pewne zalozenia upraszczajgce, przez co zakres jego stosowalnosci jest ograniczony. Ponadto
mnogo$¢ wystepujacych w nim parametréow sprawia, iz bezposrednie wyznaczenie stezenia analitu
zpomiaru pradu jest problematyczne, gdyz wymaga znajomosci wartoSci parametrow
Srodowiskowych (temperatura), wspolczynnika dyfuzji analitu w danym elektrolicie podstawowym,
jak réwniez powierzchni elektrody. Roéwnanie (1) mozna zatem traktowac jako model pétempiryczny,
ktéry wskazuje na istnienie jakos$ciowej, liniowej zaleznosci miedzy pradem piku a stezeniem
depolaryzatora. W praktyce dokladna relacja miedzy tymi wielko$ciami jest wyznaczana w procesie
kalibracji, w ktorym w ustalonych warunkach dokonywany jest pomiar pradu piku dla roztworow
oznanym stezeniu. Wystepujace w réwnaniu (1) stale zostaja wdéwczas zastgpione jednym
parametrem, okreslanym jako nachylenie prostej kalibracyjnej, ktére odpowiada réwniez czulo$ci
metody [1-4].

W pracach badawczych bardzo czesto konieczne jest ustalenie warunkéw prowadzenia procesu,
tak aby mozliwe bylo osiggniecie optymalnej (tzn. minimalnej badZz maksymalnej) wartosci pewnej
zmiennej, okreslanej mianem funkcji celu. Wyrdznia sie optymalizacje prosta, w ktorej funkcja celu
stanowi pojedyncza odpowiedz obiektu, oraz optymalizacje kompleksowa z wiecej niz jedna
czastkowa funkcja celu. Dobdér matematycznej zaleznosci, ktéra wigze czastkowe funkcje celu w tzw.
funkcje kompleksowg, jest trudnym i zloZzonym zadaniem, a réwnocze$nie ma bezposredni wplyw na
przebieg i wynik procedury optymalizacji. Do najczesciej stosowanych metod optymalizacyjnych
naleza: przeszukiwanie systematyczne, metoda Gaussa, algorytm Boxa-Wilsona, analiza powierzchni
odpowiedzi oraz metoda simpleksowa. W pierwszej z nich na m-wymiarowaq przestrzen zmiennych
nalozona zostaje siatka z n punktami w kazdym kierunku. Pomiar wykonywany jest w kazdym z n™
wezlow sieci, co pozwala na dokladne odwzorowanie przebiegu funkcji celu oraz znalezienie
ekstremum. Wada takiego podejscia jest wykladniczy wzrost liczby koniecznych do wykonania
pomiarow ze wzrostem liczby optymalizowanych zmiennych, co przeklada sie na wysoki koszt oraz
diugi czas realizacji takiego planu eksperymentalnego. W metodzie Gaussa poszukuje sie wartosci
optymalnej w kierunku kazdej zmiennej kontrolnej, podczas gdy pozostale parametry pozostaja
niezmienione. Po znalezieniu ekstremum funkcji dla danej zmiennej przypisuje sie jej wyznaczona
warto$¢ optymalna i kontynuuje pomiary dla kolejnych zmiennych. Zlozono$¢ tego algorytmu jest
réowna n-m. Podobny do metody Gaussa jest algorytm Boxa-Wilsona, z ta réznicg, ze optymalizacje
przeprowadza sie w wyznaczonym doswiadczalnie kierunku najszybszego spadku (badz wzrostu),
stad tez metoda ta wymaga wykonania wiekszej liczby pomiaréw oraz obliczen. W algorytmie analizy
powierzchni odpowiedzi funkcja celu jest przyblizana za pomoca kwadratowego modelu
regresyjnego. Przyjmuje sie, iz ekstrema modelu odpowiadajg ekstremom odpowiedzi modelowanego
ukladu. Simpleks zkolei to obiekt om+l wierzcholkach w m-wymiarowej przestrzeni.
W optymalizacji metoda simpleksowa poréwnuje sie wartosci funkcji wjego wierzcholkach
i odpowiednio przesuwa go na drodze odbicia, ekspansji, kontrakcji badZ zmniejszenia w kierunku
ekstremum [4].
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W przypadku pomiaréw woltamperometrycznych kompleksowa funkcja celu jest trudna do
jednoznacznego zdefiniowania. Zwykle najwazniejszym parametrem jest wysoko$¢ piku (badz fali),
jednak nie mozna zapomnie¢ o jego szeroko$ci polowkowej oraz ksztalcie i symetrii, ktére trudno
wyrazi¢ iopisa¢ za pomoca pojedynczego parametru. Stad wybor optymalnych warunkow
pomiarowych wymaga zawsze jakosciowej 1iiloSciowej oceny rejestrowanych krzywych.
W niniejszym artykule przedstawiono sposéb optymalizacji parametréow techniki impulsowej
roznicowej na przykladzie oznaczania kwasu askorbinowego (witamina C). Szczeg6lng uwage
zwrdcono na kolejnos¢ badan wpltywu poszczegolnych zmiennych kontrolnych oraz informacje
0 badanym procesie elektrodowym, jakie mozna uzyskac¢ na podstawie kreslonych charakterystyk.
Jako punkt wyjScia przyjeto najczesciej stosowane wartosci testowanych parametrow
instrumentalnych. Optymalizacje przeprowadzono z zastosowaniem metody Gaussa, ktora
odzwierciedla indywidualny (swoisty) wplyw zmiennych pomiarowych na rejestrowane krzywe DPV.

2. Czesc¢ eksperymentalna
2.1. Odczynniki

Pomiary woltamperometryczne przeprowadzono w roztworze skladajacym sie z 4.50 mL wody
bidestylowanej oraz 0.50 mL roztworu soli weglanowych lub buforu fosforanowego, Brittona-
Robinsona (B-R), cytrynianowego oraz octanowego. Odpowiednie roztwory sporzadzono przez
rozpuszczenie wymaganych nawazek wzorcéw (Sigma-Aldrich lub Merck, czda) w wodzie
bidestylowanej. Roztwdr wzorcowy witaminy C o stezeniu 1 mg-L! otrzymano przez rozpuszczenie
wymaganej ilosci wzorca (POCH, czda, asc) i przechowywano w kolbie ze szkla bursztynowego
w temperaturze 5°C.

2.2. Aparatura pomiarowa

Pomiary przeprowadzone zostaly w klasycznym, trdjelektrodowym naczyniu kwarcowym
o objeto$ci nominalnej 10 mL. Role elektrody pracujacej pelnila mikroelektroda rteciowa
o kontrolowanym wzro$cie powierzchni kropli (uWCGMDE), a jej potencjal byl mierzony wzgledem
chlorosrebrowej elektrody odniesienia z podwdjnym plaszczem (Ag|AgCl|3 mol-L-* KC1|2.5 mol-L1!
KNO3). Jako elektrode pomocnicza zastosowano drut platynowy. Do homogenizacji roztworu
w naczynku uzyto elementu mieszajacego pokrytego teflonem, za$ w celu eliminacji tlenu
zastosowano przeplyw gazu obojetnego (Ar 5N, BOC Gases, Polska). Pelne wykorzystanie unikalnych
cech elektrody CGMDE bylo mozliwe dzieki uzyciu statywu elektrodowego M164 sprzezonego
z analizatorem elektrochemicznym M161E (mtm-anko, Krakéw). Uklad pomiarowy by} sterowany za
pomocg programu EAPro.

Krzywe woltamperometryczne rejestrowano technika impulsowg réznicowg, w cyklu anodowym.
Dla kazdej testowanej warto$ci parametru instrumentalnego oraz dodatku wzorca witaminy C
rejestrowano po trzy krzywe, ktére nastepnie uSredniano. Interpretacja krzywych obejmowala
rowniez redukcje linii bazowej (wg wielomianu III stopnia), statystyczne opracowanie danych (SD,
RSD) oraz kalibracje metody. Wymienione operacje przetwarzania sygnaldw wykonano w programie
EAQt. Na etapie wyjasniania mechanizmu reakcji elektrodowej stosowano technike cykliczng CV (ang.
Cyclic Voltammetry).
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3. Wyniki pomiardow i dyskusja

3.1. Wplyw elektrolitu podstawowego

Rys. 1 przedstawia wplyw rdéznych elektrolitow podstawowych na rejestrowane woltamogramy
DPV, w szczegdlnosci na pik (piki) utleniania witaminy C. Szczegélowy opis warunkéw pomiarowych
umieszczono w komentarzu pod rysunkiem. W roztworze weglanu sodu (Rys. 1(a)) i 0.01 mol-L?
roztworze weglanu potasu z dodatkiem 0.005 mol'L? chlorku potasu (Rys. 1(b)) stwierdzono
wystepowanie dwoch, czeSciowo nakladajacych sie na siebie, niesymetrycznych pikow o roznej
wysokosci. Obserwowany przyrost pradu piku z kazdym kolejnym dodatkiem roztworu wzorcowego
jest nieliniowy. Zauwazalny jest rdwniez gwaltowny wzrost pradu tlta po przekroczeniu potencjalu
0V, co jest spowodowane utlenianiem materialu elektrodowego (rteci). Sygnat ten naklada sie na
rejestrowany pik utleniania witaminy C, a ponadto w zakresie potencjaldw utleniania witaminy C
zaobserwowano pik pochodzacy od stosowanych soli weglanowych. Ewentualne zastosowanie ww.
roztwordw jako elektrolitu podstawowego wigzaloby sie z szeregiem trudnosci na etapie interpretacji
rejestrowanych krzywych DPV.
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Rysunek 1. Wplyw elektrolitu podstawowego na ksztalt rejestrowanych woltamograméw DPV oraz
polozenie i wysoko$¢ piku utleniania witaminy C. Sklad roztworu w naczynku: 4.50 mL wody bidestylowanej
10.50 mL elektrolitu podstawowego: (a) roztwor NazCOs; (b) 0.01 mol-L* K2COs + 0.005 mol-L'* KCl; (c)
0.1 mol-L! bufor cytrynianowy; (d) 0.1 mol-L-! bufor fosforanowy pH 8.0; (e) 0.1 mol-L* bufor Brittona-
Robinsona pH 4.0; (f) 0.1 mol'L-* bufor octanowy pH 5.0 (podane stezenia odnosza sie do roztwordéw
w naczynku pomiarowym). Technika DPV, Es =2 mV, dE = 40 mV, timp = 40 ms, Eoi Ex zalezne od elektrolitu
podstawowego.
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Analogiczna sytuacja wystepuje w przypadku buforu cytrynianowego oraz fosforanowego (pH 8.0),
co obrazuja odpowiednio Rys. 1(c) i (d). Uzyskane przebiegi krzywych pradowo-napieciowych
utrudniajg ich jednoznaczna interpretacje, na ktorg sklada sie wyznaczenie potencjalu poczatku
ikonca formowania sie piku, korekta linii bazowej, wyznaczenie szerokosci poldwkowej piku
i wartos$ci pradu w jego maksimum.

W przypadku pomiaréw wykonywanych w buforze Brittona-Robinsona (B-R) stwierdzono quasi-
liniowy przyrost pradu tla ze wzrostem potencjalu, jak to zostalo zilustrowane na Rys. 1(e). Na
krzywej pradowo-napieciowej po dodatku roztworu wzorcowego zaobserwowano sygnat w postaci
dwoch pikdéw, z ktérych pierwszy posiada wyraznie zarysowane maksimum, drugi za$ jest mocno
splaszczony. Taki przebieg moze wskazywac na dwuetapowy przebieg procesu utleniania witaminy C
w tym $rodowisku.

Wymienionych wczes$niej wad wydaja sie by¢ pozbawione sygnaly zarejestrowane w 0.1 mol-L!
buforze octanowym (pH 5.0), w ktoérym pik utleniania witaminy C jest (idealnie) symetryczny, a prad
tla ma stalg warto$¢, niezalezna od stezenia depolaryzatora w naczynku (Rys. 1(f)). Po przekroczeniu
zakresu potencjaléw formowania sie piku obserwuje sie poczatkowo tagodny przyrost pradu tla az do
potencjatu +0.2 V, przy ktérym rozpoczyna sie utlenianie materiatu elektrodowego. Widoczny na
Rys. 1(f) ksztaltt piku DPV umozliwia bezproblemowe okreslenie zaréwno pradu piku jak ijego
szerokos$ci poldwkowej. Na podstawie analizy woltamogramdéw z Rys. 1 mozna przypuszczaé, iz
sposrod testowanych elektrolitow podstawowych najwieksza czulo$¢ oznaczen uzyskuje sie
w przypadku buforu octanowego. Dlatego tylko ten bufor stosowano w dalszych etapach badan.

Rys. 1 ukazuje, jak wazny jest dob6r odpowiedniego elektrolitu podstawowego, ktorego rola nie
sprowadza sie tylko i wylacznie do zapewnienia odpowiedniego przewodnictwa roztworu. Elektrolit
ten zapewnia rowniez warunki do zachodzenia okres$lonych procesow i poprzez interakcje z analitem
wplywa na ksztalt rejestrowanych sygnaléw oraz ich polozenie wzgledem osi potencjaléw. Jak to
zostanie przedstawione w Podrozdziale 3.3, parametry instrumentalne w niewielkim stopniu
wplywaja na ksztalt rejestrowanych pikéw DPV, zazwyczaj maja tylko wplyw na ich wysokos$¢
iszeroko$¢ poldwkowa. W wiekszosci przypadkéw ksztatt piku jest determinowany przez
zastosowany elektrolit podstawowy, zatem dobor jego skladu powinien zawsze stanowi¢ pierwszy
krok procedury optymalizacyjnej. Gldwnym celem na tym etapie jest uzyskanie symetrycznego piku,
a w przypadku analizy mieszanin wieloskladnikowych réwniez separacja nakladajacych sie sygnatéow
pochodzacych od réznych analitéw zawartych w badanej préobce.

W kolejnym etapie, dla wybranego elektrolitu podstawowego dokonano optymalizacji jego stezenia
oraz pH. W przypadku pierwszego parametru, ktéry zmieniano w zakresie od 0.02 do 0.2 mol-L, nie
stwierdzono istotnych réznic w wysokosci i potozeniu piku na osi potencjaléw. W celu zapewnienia
odpowiedniego przewodnictwa roztworu, niezbednego do eliminacji skladowej migracyjnej pradu,
oraz pojemnos$ci buforowej w dalszych eksperymentach stosowano wylacznie bufor octanowy
o stezeniu 0.1 mol-L1.

Wplyw pH buforu octanowego sprawdzano w zakresie 5.0 — 6.3. Analiza zarejestrowanych
woltamogramdw DPV, przedstawionych na Rys. 2(a), wskazuje na poréwnywalng wysokos$¢ pikow
utleniania witaminy C dla testowanych warto$ci pH. Ponadto stwierdzono przesuwanie si¢ potencjatu
piku E, w kierunku potencjaléw bardziej ujemnych ze wzrostem pH, co ilustruje Rys. 2(b).
Przedstawiona zalezno$¢ E, = fipH) moze by¢ opisana funkcja liniowa (wspétczynnik korelacji r =
0.9899):

E, = —(0.031 + 0.002) - pH + (0.203 + 0.010) [V] @)

Nachylenie tej prostej odpowiada w przyblizeniu polowie wartosci nachylenia nernstowskiego
(0.0591 V-pH™?), co wskazuje, iz w procesie utleniania witaminy C biorg udziat dwa protony. Wniosek
ten znajduje potwierdzenie réwniez w danych literaturowych [5]. Biorac pod uwage ksztalt piku, jego
symetryczno$¢ oraz szeroko$¢ poldéwkowa (funkcje celu), za warto$¢ optymalna uznano pH = 6.0
i stosowano ja w dalszych pomiarach.
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Rysunek 2. (a) Wplyw pH 0.1 mol-L! buforu octanowego na ksztalt rejestrowanych woltamogramoéw DPV
oraz polozenie i wysoko$¢ piku utleniania witaminy C. (b) Zalezno$¢ potencjatu piku E, witaminy C od pH
buforu octanowego. Technika DPV, Eo=-0.2V, Es=2mV, dE =40 mV, timp =40 ms, stezenie witaminy C
1 mg-L.

3.2. Charakterystyka procesu elektrodowego

Do badania proces6w zachodzacych na powierzchni elektrody pracujacej, okreSlenia
mechanizmoéw reakcji elektrodowych oraz wielkosci powierzchni aktywnej stosowana jest technika
woltamperometrii cyklicznej CV, w ktorej potencjal zmienia sie liniowo pomiedzy zadanymi z géry
warto$ciami. W technice tej ma miejsce réwniez zmiana kierunku polaryzacji, dzieki czemu mozliwe
jest okreslenie odwracalnosci badanej reakcji chemicznej oraz procesu (lub proceséw) elektrodowego.
Jezeli reakcja chemiczna jest odwracalna, to uzyskuje sie¢ piki dla zmiany potencjalu zaréwno
w kierunku katodowym, jak i anodowym.

W badaniu odwracalnos$ci proceséw elektrodowych uzytecznym pojeciem jest tzw. parametr
kinetyczny X, ktéry w przypadku techniki liniowej LSV odpowiada odwrotnos$ci szybkos$ci zmiany
potencjalu V. Liniowa zalezno$¢ pradu piku I, od pierwiastka z V $wiadczy o dyfuzyjnym lub
kinetycznym mechanizmie procesu. Rozréznienie obu przypadkéw umozliwia analiza réznicy
pomiedzy potencjalem piku a potencjalem polowy wysokosci piku. W przypadku proceséw
odwracalnych (dyfuzyjnych) réznica ta jest rowna 0.057/n [V], za$ dla proceséw nieodwracalnych,
kontrolowanych szybkos$cia przeniesienia elektronu przez granice faz, wynosi 0.048/(a'n) [V], gdzie: n
- liczba wymienianych elektrondéw, a — wspdlczynnik przejScia. Dla proceséw nieodwracalnych
charakterystyczna jest rowniez zaleznos¢ potencjatu piku od szybkosci polaryzacji. Do analogicznych
wnioskéw prowadzi analiza zalezno$ci I, X2 = flX"?), ktéra pozwala réwniez na okreslenie typu
dyfuzji analitu do powierzchni elektrody. Dla dyfuzji liniowej funkcja f jest funkcja stala, zas
w przypadku dyfuzji sferycznej — rosnaca. W sytuacji, gdy prad piku przyrasta liniowo ze wzrostem
szybkosci narastania potencjalu, mamy do czynienia z procesem kontrolowanym przez adsorpcje
depolaryzatora na powierzchni elektrody pracujacej [2,3].
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Rysunek 3. Badanie mechanizmu reakcji utleniania witaminy C na elektrodzie uCGMDE. (a) Woltamogramy
LSV zarejestrowane dla wzrastajacej szybko$ci zmiany potencjalu V. (b) Zalezno$¢ potencjatu polowy
wysokosci piku Ezz od logarytmu z parametru kinetycznego X (X = V-1). Technika LSV, elektrolit podstawowy:
0.1 mol-L! bufor octanowy (pH 6.0), stezenie witaminy C 1 mg-L1.

W przypadku krzywych LSV utleniania witaminy C, przedstawionych na Rys. 3(a), zadna z wyzej
wymienionych zalezno$ci nie byla liniowa, co wskazuje, iz proces jej utleniania posiada bardziej
zlozony mechanizm. Dalsza analiza zarejestrowanych krzywych LSV prowadzi do wniosku, iz
zaleznos$c¢ potencjatu Eq2, przy ktdrej osiggana jest polowa wysokosci piku, od logarytmu dziesietnego
z parametru kinetycznego X jest liniowa (r = 0.9952), co ilustruje Rys. 3(b). Swiadczy to 0 mechanizmie
EC, czyli reakcji elektrodowej z nastepcza reakcja 1°, ktéra w przypadku witaminy C jest hydratacja
kwasu dehydroaskorbinowego. W reakcji tej biora udzial dwa substraty, jednak ze wzgledu na duzy
nadmiar wody o szybkosci procesu hydratacji decyduje wylacznie stezenie produktu utlenienia
witaminy C (reakcja pseudo-pierwszego rzedu). Fakt, iz dla zmiany potencjalu w kierunku katodowym
nie zaobserwowano piku, $wiadczy o tym, ze uwodniony produkt jest nieaktywny elektrodowo
w badanym oknie potencjaléw. Tym samym reakcja utleniania witaminy C jest reakcja
nieodwracalng. Uzyskang na drodze rozwazan teoretycznych zaleznos$¢ Ei2(X) dla mechanizmu EC
opisuje réwnanie:

RT
Eijp=7—-23 log(X) + B [V] 3)

gdzie: B - stala zalezna od metody pomiarowej oraz stalej szybkos$ci reakcji zachodzacej po
przeniesieniu elektronéw, za$§ mnoznik 2.3 odpowiada za zamiane¢ logarytmu naturalnego na
logarytm dziesietny [2]. Stosujac metode regresji liniowej wyznaczono zalezno$¢ E;2(X) dla badanego
procesu utlenienia kwasu askorbinowego, uzyskujac roéwnanie:

Eij; = —(149 1 0.6) - log(X) + (54.7 £ 0.7) [mV] 4

Odnoszac je do rownania (3) stwierdzono, iz przez granice faz elektroda - badany roztwdr
przeniesieniu ulegaja dwa elektrony. Rownanie reakcji utleniania witaminy C przedstawia Rys. 4.
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Rysunek 4. Reakcja utleniania kwasu askorbinowego do kwasu dehydroaskorbinowego [5].

3.3. Wptyw parametréw instrumentalnych techniki DPV

Tab. 1 zawiera wartosci wyjSciowe oraz testowane dla optymalizowanych zmiennych
eksperymentalnych. Poszukiwanie optymalnych parametréw techniki DPV dla oznaczania witaminy
C rozpoczeto od zbadania wplywu potencjalu poczatkowego E, rejestracji krzywej pradowo-
napieciowej. Stwierdzono, iz zmiana Ey w zakresie od -0.5 do -0.1 V nie wplywa na wysokos$¢ oraz
polozenie piku wzgledem osi potencjaldéw. W celu odtworzenia przebiegu tla, niezbednego na etapie
interpretacji krzywych DPV, do dalszych pomiaréw stosowano wartos$¢ Ep = -0.2 V. Warto$¢ potencjalu
konicowego przyjeto réowng +0.2V (poczatek procesu utleniania rteci). Kolejnym krokiem bylo
sprawdzenie mozliwosci nagromadzenia witaminy C na powierzchni elektrody rteciowej przy
potencjale Eqcc =-0.2 V dla podanych w Tab. 1 czasow zatezania tuc. Stwierdzono, iz wprowadzenie
etapu zatezania nie przyczynia sie do zwiekszenia wysokosci rejestrowanych sygnaléw, a tym samym
do poprawy czuto$ci opracowywanej metody, dlatego kolejne rejestracje krzywych i(E) nie byty
poprzedzane fazag nagromadzenia depolaryzatora (taec = 0 8).

Wzrost wysokosci schodka potencjalu Es powoduje istotny wzrost pradu piku, przy zachowaniu
stalego, niewielkiego poziomu pradu tla, co ilustruje Rys. 5(a). Zauwazalny jest jednak wzrost
szerokosci poldwkowej piku dla duzych wartosci Es. Zalezno$¢ pradu piku I, (po odjeciu tia) od
wysokosci schodka potencjalu, przedstawiona na Rys. 5(b), wykazuje poczatkowo liniowy charakter.
W miare wzrostu warto$ci Es przyrosty pradu staja sie coraz mniejsze, a funkcja I,(Es) ulega
splaszczeniu. Otrzymane wartosci wskazuja, iz zmiana schodka potencjatu od 1 do 7 mV powoduje
zwiekszenie wartosci pradu od 0.015 do 0.027 uA, co $wiadczy, ze sygnat analityczny wzrasta o 78%.
Istotnie za to zmniejsza sie liczba punktéw pomiarowych (z 400 dla Es =1 mV do 56 dla Es; = 7 mV), co
rzutuje na pogorszenie rozdzielczo$ci oraz precyzji odczytu wielkos$ci stanowiacych przedmiot
interpretacji, tj.: prad i potencjal piku. Zalezno$¢ I,(Es) ma charakter rosnacy dla wszystkich procesow,
za wyjatkiem tych kontrolowanych przez adsorpcje, jak w przypadku oznaczania witaminy B,. Prad
piku maleje wdéwczas wraz ze wzrostem wysokosci schodka potencjalu, co jest spowodowane
dtuzszym okresem czasu, w ktérym moga zachodzi¢ procesy adsorpcji. Dla tego parametru
instrumentalnego funkcja celu powinna uwzglednia¢ wysoko$¢ piku oraz rozdzielczo$¢ metody,
rozumiana jako liczba punktéw pomiarowych. Biorgc pod uwage te czynniki za warto$¢ optymalna
dla witaminy C uznano Es = 3 mV i stosowano ja w dalszych pomiarach.

Tabela 1. Optymalizacja warunkéw rejestracji woltamogramow DPV utleniania witaminy C.

Parametr Jednostka Wartosé wyjsciowa Testowane wartosci
pH buforu octanowego - 5.0 5.0;5.2;5.4;5.6;5.8; 6.0;6.2; 6.3
EO \% -0.2 -0.5;-0.4;-0.3; -0.2; -0.1
tacc S 0 0; 5; 10; 20
Es mV 2 1;2;3;4;5;6;7
dE mV 40 -60 +-10; 10 + 60 z krokiem 10
timp ms 40 10; 20; 40; 50
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W przypadku stosowania dodatnich warto$ci amplitudy impulsu dE obserwowano przesuwanie sie
piku utleniania witaminy C w kierunku potencjaléw bardziej ujemnych, za$ dla amplitud ujemnych
potencjal piku E, pozostawal praktycznie staly, co ilustruje Rys. 5(c). Ponadto ze wzrostem wartosci
bezwzglednej amplitudy ksztalt piku zmienia sie z symetrycznego w nieregularny, a na jego zboczu,
po przekroczeniu potencjalu E, mozna zaobserwowac przegiecie, ktore powoduje zwiekszenie
szerokos$ci poléwkowej. Stad wniosek, iz optymalng warto$¢ tego parametru nalezy wybra¢ sposrod
niewielkich amplitud impulsu.
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Rysunek 5. Wplyw parametréw instrumentalnych na ksztalt rejestrowanej krzywej DPV oraz polozenie
i wysoko$¢ piku utleniania witaminy C w 0,1 mol-L* buforze octanowym (pH 6,0). Warto$ci wyj$ciowe jak
w Tabeli 1. Stezenie witaminy C w naczynku 1 mg-L?'. (a) Wpltyw wysokosci schodka potencjatu Es
(dE = 40 mV, timp = 40 ms). (b) Zalezno$¢ pradu piku Ip (po odjeciu tta) od wysokosci schodka potencjatu Es.
(c) Wplyw amplitudy impulsu dE (Es =3 mV, timp =40 ms). (d) Zalezno$¢ pradu piku Ip oraz szerokosci
poléwkowej wiz od amplitudy impulsu. (e) Wplyw czasu impulsu tinp (Es = 3 mV, dE = 30 mV). (f) Zalezno$¢
pradu piku I, oraz stosunku pradu piku do pradu tta Ip/I» od timp.

Zalezno$c¢ pradu piku od amplitudy impulsu, zilustrowana na Rys. 5(d), ma charakter simgoidalny
(krzywa o ksztalcie litery S). Wykazuje ona symetri¢ punktowa wzgledem punktu (0,0), w otoczeniu
ktérego moze by¢ aproksymowana funkcja liniowa, za$§ dla duzych wartoSci dE obserwowane
przyrosty staja sie coraz mniejsze, a prad piku osigga warto$ci graniczne, ktore stanowig dwie
asymptoty poziome funkcji. Analiza wykresu zalezno$ci szerokosci poléwkowej piku wiz od
amplitudy impulsu prowadzi do wniosku, iz w;,» przyjmuje mniejsze wartos$ci dla amplitud dodatnich.
Ponadto dla wartos$ci dE z zakresu -30 + 30 mV szerokosci poldwkowe pikéw sa do siebie zblizone.
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Wplyw amplitudy impulsu na rejestrowane krzywe DPV jest niezalezny od mechanizmu procesu
elektrodowego, a charakterystyki I,(dE) i wiz(Es) maja przebiegi zblizone do tych uzyskanych dla
witaminy C. Czesto obserwowane jest rOwniez znieksztalcenie rejestrowanych sygnaléw dla duzych
wartosci amplitud, zwlaszcza w przypadku, gdy pik nie jest symetryczny. Biorac pod uwage
wymienione czynniki za warto$¢ optymalng w przypadku oznaczen witaminy C uznano dE = 30 mV.

Ostatnim optymalizowanym parametrem techniki DPV by} czas impulsu tinp, ktdry jest suma czasu
wyczekiwania t, i czasu probkowania pradu t, (W pomiarach zawsze tu = tp). Rys. 5(e) przedstawia
zarejestrowane krzywe pragdowo-napieciowe utleniania witaminy C dla typ z zakresu 10 — 50 ms.
Zauwazalny jest dla nich spadek pradu piku I, ze wzrostem czasu impulsu, co szczegdlowo ilustruje
Rys. 5(f). Glownym celem stosowania czasu wyczekiwania jest redukcja wartosci pradu tla I, ktérego
glowna sktadowa stanowi prad pojemnosciowy. Krzywa I, = fitinp) ma charakter malejacy, za$ funkcja
I/Iy = g(timp) jest funkcja rosnacy, dlatego wybdr optymalnej wartosci czasu impulsu jest zawsze
kompromisem miedzy wysokoscia piku a stosunkiem sygnalu uzytecznego do szumu. W przypadku
witaminy C za warto$¢ optymalng uznano timp = 20 ms.

3.4. Kalibracja metody oznaczania witaminy C

Stosujgc metode wielokrotnego dodatku wzorca dokonano, w warunkach uznanych za optymalne,
kalibracji metody oznaczania witaminy C w buforze octanowym. Przedstawione na Rys. 6(a)
woltamogramy dla wzrastajgcego stezenia analitu od $lepej préby do 1 mg-L! poddano interpretacji,
ktéra obejmowala ich usrednienie oraz korekte linii bazowej. W efekcie otrzymano krzywe
zilustrowane na Rys. 6(b), w oparciu o ktére wykreslono krzywa kalibracyjng, zamieszczona na
Rys. 6(c). Jej parametry oraz wspolczynnik korelacji liniowej, wyznaczone metoda walidacji
krzyzowej, zestawiono w Tab. 2. Na ich podstawie wyznaczono granice wykrywalnosci
i oznaczalno$ci oraz zakres liniowosci opracowywanej metody analitycznej.
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Rysunek 6. (a) Woltamogramy DPV utleniania witaminy C w 0.1 mol'L! buforze octanowym (pH 6.0)
zarejestrowane dla wzrastajacego stezenia witaminy C w zakresie od $lepej proby do 1 mg-L! (jedno z trzech
powtdrzen). (b) Krzywe z Rys. 6(a) poddane interpretacji. (c) Krzywa kalibracyjna sporzadzona na podstawie
krzywych z Rys. 6(b). Technika DPV, Eo =-0.2 V, Ex= 0.2V, Es = 3 mV, dE = 30 mV, timp = 20 ms.
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Tabela 2. Parametry krzywych kalibracji dla woltamperometrycznego oznaczania witaminy C na elektrodzie
nCGMDE wyznaczone technikg walidacji krzyzowej.

Parametr Jednostka Warunki zoptymalizowane niezopv:;;l:llllil;iowane
wyraz wolny a UA (0.0003 + 0.0001) 0**
czulo$é b MA-L-mg? (0.0219 + 0.0002) (0.0131 + 0.0001)
wsp. korelacji r - 0.9987 0.9999
granica wykrywalnosci LD mg-L1 0.013 0.013
granica oznaczalnosci LQ mg-L1 0.044 0.044
zakres liniowosci mg-L1! 0.044 + 1.00* 0.044 + 4.00

“zakres ten mozna rozszerzy¢ do 4 mg-L™; ™ obliczona warto$¢ jest mniejsza niz doktadnosé przyrzadu pomiarowego

Otrzymany model (krzywa kalibracyjna) cechuje sie istotnos$cia izdolno$ciag prognostyczna.
Ponadto granica oznaczalno$ci jest mniejsza niz warto$¢ najmniejszego stezenia uzytego do
sporzadzenia kalibracji (0.1 mg-L), a wspdtczynnik korelacji jest wiekszy niz 0.995. Na tej podstawie
opisana metoda woltamperometrycznego oznaczania witaminy C moze by¢ uznana za analitycznie
przydatng.

Celem weryfikacji przeprowadzonego procesu optymalizacji sporzadzono kalibracje oznaczania
witaminy C dla pomiaré6w wykonywanych w warunkach wyjsciowych (przed optymalizacja).
Zarejestrowane woltamogramy DPV przedstawia Rys. 7(a), za$ krzywe uzyskane po ich usrednieniu
i korekcie linii bazowej zilustrowano na Rys. 7(b). W oparciu o nie wykreslono krzywa kalibracyjna,
ktora przedstawiono na Rys. 7(c), za$ jej parametry zestawiono w Tab. 2. Analogicznie jak dla
warunkéw zoptymalizowanych, wyznaczono granice wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci oraz zakres
liniowosci. Na podstawie wyznaczonych parametrow stwierdzono, iz metoda oznaczania witaminy C
w warunkach niezoptymalizowanych jest rowniez analitycznie przydatna.
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Rysunek 7. (a) Woltamogramy DPV utleniania witaminy C w 0.1 mol'L'! buforze octanowym (pH 6.0)
zarejestrowane dla wzrastajacego stezenia witaminy C w zakresie od $lepej préby do 3.97 mg-L?
w warunkach niezoptymalizowanych. (b) Krzywe z Rys.7(a) poddane interpretacji. (c) Krzywa kalibracyjna
sporzadzona na podstawie krzywych z Rys. 7(b). Technika DPV, Eo=-0.2V, Ex=0.2V, Es=2mV, Es=2mV,

dE = 40 mV, timp = 40 ms.

70



R. Porada et al. / Analit 6 (2018) 60-71

Analiza danych zawartych w Tab. 2 prowadzi do wniosku, iz procedura oznaczania witaminy C
w warunkach zoptymalizowanych cechuje sie blisko 2-krotnie wiekszg czulos$cia, co stanowi jeden
z atutow odpowiednio przeprowadzonej optymalizacji parametrow pomiarowych. Wyznaczone
wartosci LD, LQ oraz zakres liniowosci sg poré6wnywalne dla obu metod. Niewielka rdznica
w wartosci wspdlczynnika korelacji, na korzy$¢ warunkow przed optymalizacja, moze wynikaé
z roznej liczby woltamogramow DPV, ktére uwzgledniano w obliczeniach.

4. Podsumowanie

Prawidlowo wykonana optymalizacja warunkéw eksperymentalnych dla oznaczen
woltamperometrycznych technika impulsowa rdéznicowa pozwala na uzyskanie symetrycznych
pikéw o malej szerokos$ci poléwkowej oraz eliminacje zaklocen ze strony matrycy organicznej
isubstancji powierzchniowo-czynnych. Analiza krzywych LSV pozwala na stwierdzenie
odwracalnosci reakcji chemicznej i procesu elektrodowego, a takze okre$lenie jego mechanizmu
iliczby wymienianych elektronéw. Liczbe protondw bioracych udzial w reakcji mozna wyznaczy¢
z zaleznosci potencjatu piku od pH elektrolitu podstawowego.

Z przeprowadzonych badan wynika, iz:

a) wzrost amplitudy impulsu powoduje przyrost pradu piku, przy czym mozliwy jest wzrost szerokosci
poldwkowej piku i zmiana jego polozenia wzgledem osi potencjalow;

b) wzrost czasu impulsu powoduje obnizenie wartosci mierzonego sygnalu analitycznego, lecz
rownoczesnie nastepuje poprawa stosunku sygnalu uzytecznego do szumu;

¢) wraz ze zwiekszeniem wysokosci schodka potencjatu nastepuje wzrost pradu piku; wyjatek od tej
reguty stanowia procesy kontrolowane przez adsorpcje depolaryzatora, dla ktérych obserwowana
zaleznosc I,(Es) jest malejaca;

d) potencjal poczatkowy rejestracji woltamogramu ma wplyw na wysoko$¢ piku tylko w przypadku
proceséw adsorpcyjnych — im wieksza réznica miedzy potencjalem startowym, a potencjalem piku,
tym wieksze sg warto$ci mierzonego pradu piku.

W przypadku proceséw kontrolowanych przez adsorpcje mozliwe jest zatezanie analitu na
powierzchni elektrody przed rozpoczeciem rejestracji krzywej pradowo-napieciowej
(woltamperometria stripingowa), co pozwala na zwiekszenie czulo$ci oznaczen oraz obnizenie
granicy oznaczalnosci.

Opisana w niniejszej pracy optymalizacja warunkéw eksperymentalnych zostala wykonana dla
pomiarow, w ktérych role elektrody pracujacej peinitla mikroelektroda rteciowej o kontrolowanym
wzros$cie powierzchni kropli. W przypadku stosowania elektrod stalych koniecznym jest takze
dobranie odpowiedniej procedury przygotowania powierzchni elektrody, ktéra obejmuje zazwyczaj
polerowanie na zawiesinach Al,03; o rozmiarach nanometrycznych oraz kondycjonowanie przy silnie
ujemnym potencjale.
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