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Nazev diplomové prace:

Vyvoj senzoru pro stanoveni koncentrace vitaminu K

Abstrakt:

V této praci je popsano stanoveni koncentrace a métfeni oxidacné-reduk¢nich vlastnosti
vitaminu K (fylochinonu) pomoci elektrochemickych analytickych technik. Existence
vitaminu K a jeho chovéni je proméfeno pomoci tisténych tiielektrodovych
tlustovrstvych senzort. V teoretické Casti se prace zaobira zpusoby a principy detekce
voltametrického méfeni vitaminu K a rozebird stavajici metody dle literatury.
V praktické Casti se prace veénuje proméieni vitaminu K v riznych podminkéach
pfi pouZiti vice druhil elektrod a také pfi riznych nastavenich parametrli. Déle prace
rozebird vysledky praktické ¢asti, navrhuje nejoptimalngjs$i parametry pro stanoveni

koncentrace vitaminu K novym zptsobem.

Klicova slova:

Vitamin K, fylochinon, Kanavit, voltametrie, senzor.
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Master’s Thesis title:

Sensor developement for the measurement of vitamin K concentration

Abstract:

The thesis describes the determination and concentration measurements of redox
properties of vitamin K (phylloquinone) by electrochemical analytical techniques.
Existence of vitamin K and its behavior is probed with the three-electrode printed thick-
film sensors. The theoretical part deals with the methods and principles of detection
voltammetric measurements of vitamin K and discusses existing methods according
to the literature. The practical part deals with the measurement of vitamin K in different
conditions using several types of electrodes and at different parameters. The thesis also
analyzes the results of the practical part, proposes the optimal parameters for

determining the concentration of vitamin K in a new way.

Key words:

Vitamin K, phylloguinone, Kanavit, voltammetry, sensor.
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Seznam symboli a zkratek

FeFe — Fe(CN)g, redoxni par jako elektrochemicky standard

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC — FL — vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencnim detektorem
LC-APCI(+)MS/MS — spojeni kapalinova chromatografie S ionizaci za atmosférického
tlaku s tandemovou hmotnostni spektrometrii

LOD — limit of detection - mez detekce

LOQ — limit of quantification — mez stanovitelnosti
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1 Uvod

Vitamin K je vitamin rozpustny v tucich, ktery je dualezity pro spravné srazeni
krve. Dulezité tedy je i spravné stanoveni jeho koncentrace. Prace se zabyva jak
analyzou moznosti stanoveni koncentrace vitaminu K, tak aplikaci jeho voltametrického

stanoveni na vyvijeny senzor.

1.1 Motivace

Vitamin K je esencialni kofaktor v syntéze aktivnich krevnich sraZecich faktort
II, VII, IX a X, dale je vyznamny i v procesu mineralizace kosti [1]. Vitamin K patii

mezi chinony, je to derivat naftochinonu. Na obrazku 1 je jeho chemicka struktura.

CH,
2 CH
0 CH; CHs CHs CHs

Obrazek 1 — Chemicka struktura vitaminu K [14]

Hlavni dietni forma vitaminu K je fylochinon (vitamin K1), ktery je vytvaren
zelenymi rostlinami a je pfitomny v potravinach rostlinného pivodu, zejména v zelené
listové a kostalové zelenin€ [2]. Z tohoto duvodu je méfeni plazmatické koncentrace
vitaminu K (0,3 — 2,7 nmol/L [3]) uzite¢nym nastrojem stavu vitaminu K u ¢lovéka [4].
Dtvodem pro hledani moznosti jeho Stanoveni je rostouci zdjem o jeho biochemické
funkce a metabolismus vitaminu K in vivo. Prakticky duvod potieby jeho stanoveni je
antikoagulacni 1é¢ba, ktera je v dnesni dobé realizovana pravé antagonisty vitaminu K —
tedy warfarinem a podobnymi preparaty, které¢ jsou velmi casto uzivany [5] a [6].
Moznosti stanoveni vitaminu K ma naptiklad potencidl zlepSit farmakokinetické
studie [7].

Zasadnim problémem ve stanoveni koncentrace vitaminu K je sloZitost a
finan¢ni nékladnost dosavadnich postupti. Je tieba zajistit selektivitu a senzitivitu
stanoveni odpovidajicim realnym vzorkiim, zejména vzorkiim plazmy. Mezi analytické
metody pro stanoveni koncentrace vitaminu K, které¢ poskytuji efektivni senzitivitu,

patii napt. HPLC-FL s redukéni kolonou obsahujici platinu jako katalyzator [8],
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LC-APCI(+)MS/MS [9] a modifikovand HPLC metoda s fluorescen¢ni detekci
po postkolonové derivatizaci se zinkem Ve vzorcich séra (validovédna pro analyzu
na vitaminu K), kde je limit detekce (LOD) 0,015 ng/mL a mez stanovitelnosti (LOQ)
0,15 ng/mL. Metoda je vhodna pro rutinni analyzu plazmy nebo séra vitaminu K [7].
Rutinni analyza v b&zné klinické laboratofi viak v CR neni dostupna, piestoze by byl
0 ni zdjem. Napf. vV Prazské nemocnici Motol potiebuji stanovovat vitamin K a kvuli
problémim ve stanoveni s drahymi komeréné dostupnymi kity si vyvijeji pro HPLC

svij vlastni kit [22].

1.2 Cile prace

Cilem je analyzovat moznosti stanoveni koncentrace vitaminu K, navrhnout druh
senzoru pro stanoveni koncentrace vitaminu K, najit optimalni méfeni koncentrace pro
senzor. Je mozné pouzit HPLC senzory, které jsou vsSak finan¢né vysoce nakladné.
Alternativou je stanoveni pomoci enzymatickych, potenciometrickych ¢i
voltametrickych senzorti. Zatim se zd4 nejschidnéjs$i feSeni pomoci elektrochemie,
zvlaste voltametrie, kde kromé zjisténi koncentrace vitaminu K je mozno sledovat i jeho
chovani (oxida¢né-redukéni cyklus).

Tato prace je zaméfena na stanoveni koncentrace vitaminu K cyklickou
voltametrii a pritokovou amperometrii s vyuzitim tiielektrodovych senzorii a nalezeni
optimalnich parametrit a pouzitych chemikalii. V budoucnu je i vize kontinualniho
méfeni jeho aktivity a vyuziti v diagnostické praxi. Dle literatury z let 1984-1993 byly
ziskany nékteré experimentalni i teoretické tdaje existenci elektrochemickych vlastnosti
vitaminu K, ale konkrétni metody nebyly zavedeny do bé&zné praxe [10]. AvSak
Vv poslednich letech, kdy byl voltametrii stanovovan napt. vitamin K3 (menadion), se
Kk voltametrii védci postupné vraci diky kratkému Casu analyzy, levnéjsim nakladim na
¢inidla a jednodusSimu stanoveni s dostatecnymi selektivnimi a senzitivnimi
vlastnostmi [11].

Cilem prace je na zaklad¢ udaji dostupnych v literatuie definovat parametry,
které ovlivituji voltametrické stanoveni vitaminu K. S vyuzitim standardu vitaminu K
stanovit sensitivitu dané metody, detekéni limit a oblast stanovitelnosti, piesnost
stanoveni a jeho selektivitu. Dale podle ziskanych poznatkii navrhnout typ senzoru pro

stanoveni koncentrace vitaminu K v diagnostické praxi.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Stanoveni vitaminu K cyklickou voltametrii

Cyklicka voltametrie je metoda odvozena od polarografie, kde zkoumanou
latkou prochazi elektricky proud. Pii cyklické voltametrii je potencidl aplikovan na
elektrody, od pocatecniho napéti je linearn¢ zvySovan ke ,,zlomovému* napéti a pak
snizovan ke konecnému potencidlu. Tim ziskame dopfedny a zpétny sken, kterému
fikame jeden cyklus. Casové okno experimentu uréuje rychlost s jakou je potenciél
ménén (scan rate — skenovaci rychlost [12]).

Voltamogram je vysledek experimentu cyklickou voltametrii, je to zavislost
proudu protékajiciho soustavou na vlozeném napéti. Pfistroje pro méfeni se nazyvaji
potenciostaty a vyuzivaji tiielektrodové zapojeni. Potenciostat dodrZuje nastaveny
potencidlovy program mezi pracovni (rizné materialy — C, Pt, Au, Hg, ...) a referentni
elektrodou, a tim mezi pracovni a pomocnou (zpravidla platinovou) elektrodou prochazi
proud, ktery je poté méfen [12]. Chinony patii mezi latky, které l1ze snadno redukovat.
Reakce chinon-hydrochinon jsou vratné [13].

Plsobeni vitaminu K je méfitelné skrz redoxni cyklus, tedy lze stanovit
voltametricky. Chemicky se vitamin K redukuje na hydrochinon vitaminu K, poté
karboxylaci (v lidském téle v tento moment aktivaci vitaminu K) na epoxid vitaminu K,

diky enzymu vitamin-K-epoxide reductase se recykluje zpét a cyklus se uzavira [14].

S m—S

1
Vitamin K |

Warfarin hydroquinone

SE%;T

+ Protein
Quinone NAD(P)
reductase
Vitamin K-dependent
NAD(P)H carboxylase

Vitamin K T
 CEEEE——

Vitamin K-epoxide Y -C:rbc:xwaxm
oductase rolesn
(‘?, n
-
s—s (vitamin k|
Warfarin epoxide
SH = SH

=

Obrazek 2 — Cyklus vitaminu K [14]
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V tabulce ¢. 1 je uveden piehled publikovanych metod voltametrického

stanoveni koncentrace vitaminu K.

Tabulka 1 — Parametry voltametrického stanoveni vitaminu K

Voltametricka | Koncentrace )
) Medium Elektroda Reference
technika vitaminu K
3 CH3:CN/0,2M Skelny uhlik
cVv 1x10° M K1 _ [15]
TBAHFP diskova
) ] Zinek jako
2 Dimethylformamid /
Ccv 10x10™” M K3 referentni [16]
0,1M TEABF,
elektroda
0,1M vodny roztok o
" Pyrolyticky
cV 5,6x10° M K1 HCI; 0,1M HCI [17]
uhlik
s 2,0M KCI
-6
X107 M K1 CH3CN / 5mM
CV a SWV BCFME [18]
2%10° M K1 TBAHFP
CV a SWV CH3CN / 5mM HgCFMEs [18]
-5
5
cvaswva | X107 MK1 CH3CN / 5mM
HMDE [18]
DPV 1x10° M K1 TBAHFP

CV - cyklicka voltametrie
SWV — square - wave voltametrie
DPV — diferenéni pulsni polarografie

CH;CN —acetonitril

BCFME- mikroelektroda z uhlikovych vlaken
s borem
HgCFME — mikroelektroda z uhlikovych vlaken

se rtuti

TBAHFP — tetrabutylamonium-hexafluorfosfat HMDE - visici rtutova kapkova elektroda

TEABF, — tetrafluoroborat

Plazmaticka koncentrace vitaminu K je 0,3 — 2,7 nmol/L [3], proto je

zuvedenych metod nejvhodnéjsi cyklickd voltametrie podle [17] s elektrodou

z pyrolytického uhliku, protoze dosahuje nejnizsich hodnot (5,6 nmol/L).
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2.2 Tlustovrstvé elektrochemické senzory

Tlustovrstvé elektrochemické senzory jsou vhodné pro cyklickou voltametrii.
Rozvoj téchto druhli senzorti (elektrochemické senzory i biosenzory vytvaiené
sitotiskem na korundovych podlozkach) vyraznym zpisobem snizuje cenu. Dilezita je

optimalizace topologie senzoru a také kvalitni materialy.

Pfednimi vyhodami tlustovrstvych senzor jsou moznosti miniaturizace, velka
variabilita materiall a moznost vytvareni pole elektrod. Dalsim cilem vyzkumu bylo
elektrody zlepsit a zjednodusit, zejména v poméru vykonu a ceny. Toho bylo dosazeno
pouzitim keramickych destiek, na které byly pracovni elektrody tistény. Na obr. 1 je

znazornéna prvni elektroda tohoto typu [19].

Obrazek 3 — Prvni vzorky senzoru tisténych na keramice [19]

Tlustovrstva technologie V oblasti senzortt ma tyto hlavni vyhody a nové

technologické moznosti (dle literatury [19]):

1. Cistota

vvvvv

a chemické odolnosti materialu nez v pripad¢ klasickych elektrod.
2. Rozsireny vybér materiali pro pfipravu pracovni elektrody

Velmi zavaznym problémem Vv klasické elektrochemii je vytvofeni aktivni
plochy elektrody, kterd je kompaktné spojena s télem elektrody tak, ze na
rozhrani mezi elektroaktivnim materialem a materialem elektrody nemohou
vznikat mikrotrhliny (spary o velikosti desitek nanometrl), ve kterych se

akumuluje elektroaktivni latka, ktera miZe zpiisobovat nestandardni chovani
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elektrody. Piikladem muze byt tzv. tailing, tj. kdyZ odezva po klasické formée
pfechazi do nestandardni formy a je zpomalend a tézko reprodukovatelna.
Mikroelektronické technologie umoziuji velmi kompaktni spojeni platiny
s keramikou nebo korundovou keramikou a jeji piekryti velmi chemicky
odolnymi polymery, sklem nebo keramickymi materialy. Tak vznikaji
kompaktni senzory, které jsou zbaveny problému klasickych elektrod, tj.
nehomogenity materialu. Lze tak vytvaret elektrody obsahujici nejcastéji
platinu, zlato a stiibro, méné obvykle méd’, iridium nebo nikl. Také existuji nové
specialni technologie, které umoziuji vytvaret elektrody na bazi skelného
uhliku, zlatych a platinovych kompaktnich vrstev a témét veSkerych materiala

vcetné materialii neobvyklych.
MnozZstvi pouzitého kovu

Aktivni materialy, které jsou drahé, jsou pouzity ve velmi malém mnozstvi.
Vlastnosti novych elektrod se mohou blizit vlastnostem klasickych platinovych
nebo zlatych elektrod, ale mnozstvi uzitého kovu je vyrazné nizsi. To se odrazi
na cen¢ senzoru. Znamena to, ze tyto elektrody mohou byt pouzivany stejné jako
klasické elektrody, ovSem vzhledem k jejich mensi cené lze tyto elektrody
Vv ptipad¢ kontaminace vyménit za nové. Pii dodrzeni Stejné vyrobni Sarze
elektrod 1ze dosahnout dobré reprodukovatelnosti, tedy sada experimenti bude

poskytovat kvalitni vysledky i pfi zdmén¢ elektrod.
Moznost integrace pole elektrod

Diky integraci pole elektrod je umoznéno paralelni méteni fady elektrolytii nebo
elektrochemickych reakci. V klasickém uspofadani elektrod je to také mozné,
ale vznika slozity a fakticky nepouzitelny systém. Jakmile je pole elektrod
integrovano do senzoru velikosti nékolika milimetrt, situace se méni a vznika
novy systém, ktery umoziuje provadét zcela nové fyzikalné-chemické postupy a

elektrochemickéd méteni.
Spojeni s dalSimi novymi technologiemi

Existuje moznost vyuziti novych technologii, jako jsou integrace kanald,

modifikace povrchi elektrod (nanostrukturované elektrody) a predfiltrace.
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6. Riiznorodost povrchovych struktur

Pouziti tlustovrstvé technologie na elektrochemické senzory umoziuje pouzivat

nejen Cisté elektrodové materidly ale i slitiny, a navic lze vytvafet struktury

povrchd.

Tlustovrstva technologie ma vSak i jednu nevyhodu, kterd pravdépodobné
zpusobovala pomalé uplatnéni na trhu. Vyvoj pouziva drahé materialy. I piesto, zZe se na
aktivni ploSe pouzije fadové miligramové mnozstvi aktivniho elektrodového materialu,
pii vyvoji jsou nutnd gramova i vétsi mnozstvi. Na vyvoj senzoru jsou tedy naklady
vyrazné vyssi nez na vyvoj klasickych elektrod. Hlavni vyhody novych technologickych

postupt se tedy projevi az pii sériové vyrobé [19].

Senzor AC1

Prvnim vyrobkem, ktery firma BVT Technologies a.s. zavedla na trh v oblasti
tlustovrstvych elektrochemickych senzord, byl senzor AC1.W*.R*.

Protoze tento senzor jsem pouzivala pii své praci, popisi ho podrobné.

Elektrochemicka myslenka, ktera se skryva v navrhu senzoru ACI je schematicky

znazornéna na obrazku 4.

Obrazek 4 - Princip elektrochemickych senzorl — integrace elektrochemické cely tii elektrod do
malého kompaktniho senzoru [19,22]

Snahou vyvoje bylo integrovat klasické elektrody do jednotného, levného a
robustniho senzoru a také vytvofeni velmi homogenniho pole v oblasti pracovni

elektrody. Senzory AC1 jsou pouzity napf. jako senzory DNA pouzivané pfi testovani
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vlivu prostfedi v atomovych elektrarnach na zaméstnance, dale pfi stanoveni toxickych

latek (napf. arsenu) v pitné vodé ¢i pro stanoveni pesticidua [19].

Pro senzor AC1 je zavedena nasledujici struktura oznaceni pro senzory,
umoziujici jejich specifikaci, snadnou orientaci v jejich typech 1 v moznostech, které

nabizeji. Pro senzor AC1 ma formule tvar: AC1. W *. R *

Prvni pismeno charakterizuje zakladni elektrochemickou metodu, ktera je pro
senzor vhodnd (A — amperometrie ¢i C — konduktometrie). Druhé pismeno
charakterizuje nosny substrat, na kterém je senzor natiStén (C — keramika ¢i P — plast).
Nasleduje Ccislice charakterizujici potadi topologie senzoru. Dal§i pismeno W
specifikuje pracovni elektrodu, za ni néasledujici znak charakterizuje material pracovni
elektrody (S — vrstva zlata a platiny, 1 — ¢isté zlato, 2 — ¢ista platina, 3 — Cisté stiibro, 4,
5 — rizné typy grafitu). Nasleduje specifikace referentni elektrody oznacené pismenem
R a cislem, které opét specifikuje pouzity material (S — stiibro, 1 — smés stiibra a
chloridu stfibrného, 2 — pochloridované stiibro). Pro kazdy typ elektrody je vybran
zakladni standardni material [19,20].

Ve své praci jsem nejcastéji pracovala se senzorem AC1.W2.RS (viz obrazek 5),
ktera je urCena pro amperometrickd méfeni, je vytvorena na keramické podlozce (99 %

Al203), jeji topologie ma ¢islo 1, jako referentni elektroda slouzi vrstva Ag.

/ X
o
VoA ave!
Se¥e ey

v /o / /!
; /. =
€ /}///
7/

A /V

I

!

Obrazek 5 — Struktura a zakladni rozméry pouZitého senzoru — Pracovni — referentni —
pomocna — od stiredu ven [20]
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Tento typ senzord ACL je vhodny pro mnoho druhti pouziti. Naptiklad pro

meéfeni koncentrace H ,0,, glukosy, ferrikyanidu, dale pro méfeni enzymové aktivity. Je

moznost je vyuzit i jako imunosenzory, senzory DNA ¢i pii detekci herbicid.
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3 Materialy a metodika

V této kapitole popisuji pfistroje, chemikalie a metodiku, kterou jsem pouzivala

pii své praci.

3.1 Instrumentace

Pro elektrochemické méfeni (voltametrie / cyklicka voltametrie) jsou pouzity dva
pristroje: eDAQ-ECHEM (produkt firmy eDAQ) a EmStat (produkt firmy
PalmSensBV).

Pro pritokovou amperometrii jsem navic pouzila linearni davkovac a
prutokovou FC2 celu (BVT Technologies, a.s.).

Méfeni jsem provadéla pomoci senzort firmy BVT Technologies a.s. Vsechna
meéfeni byla termerovana na 20°C v termostatu Minithermostat MT-1 (BVT

technologies a.s.). Pipetou (4mL) bylo pied kazdym méfenim vSe promichano.

Méfeni pro vEtsi objemy probihala ve sklenéné cele TC4 (BVT Technologies
a.s.) viz obr. 4, ktera ma minimalni objem vzorku 5SmL a maximalni 20 mL, a je pfimo
délana na termostat MT-1. Méfeni pro malé objemy probihala v 2mL mikrozkumavce
(Bio-Rad).

Obrazek 6 -Sklenéna cela TC4 [20]
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3.2 Chemikalie

Pii své praci jsem pouzivala tyto chemikalie: Kanavit (ZENTIVA, a. s.,), analyticky
standard fylochinon (vitamin K 1) (Sigma-Aldrich s.r.0.), propanol (Lach-Ner, s.r.0.),
chloroform (Lach-Ner, s.r.0.), acetonitril (Sigma-Aldrich s.r.0.), chlorid draselny (Lach-
Ner, s.r.0.), chloristan draselny (Lach-Ner, s.r.0.), hexakyanozelezitan draselny (Lach-
Ner, s.r.0.), kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.0.), kyselina sorbova (Lach-Ner,

s.r.0.), citratovy pufr o pH 3,5, fosfatovy pufr o pH 7.

Pro méfeni vitaminu K jsem pouzivala dvé formy vitaminu K.

Prvni forma je 1é¢ivo Kanavit (Zentiva, a. s.), ktery ma koncentraci vitaminu K —
Phytomenadionum — 0,1000 g v 5mL, C3;H460,, M = 450,70 g/mol
Pomocné latky v kanavitu jsou polysorbat 80-E433, Kkyselina sorbova, dihydrat
dinatrium-edetat a c¢isténa voda. Kvili vyrobnimu tajemstvi farmaceutické firmy neni
znamo, jaka je koncentrace pomocnych latek.

Koncentrace vitaminu K v Kanavitu je

_om 0,02 mol
C T MxV 4507x0001 L

= 0,0444 mol/L

Druha forma je ¢isty standard vitaminu K1 — fylochinon (K1) analyticky
standard (Sigma-Aldrich s.r.0.) — M = 450,70 g/mol.
Vyrobila jsem si roztoky standardu vitaminu K, kde je stejné mnozstvi vitaminu K jako
v Kanavitu, tedy 0,0444 mol/L.
- 30mg VK1 do 1,5mL acetonitrilu
- 30mg VK1 do 1,5mL propanolu

3.3 Pouzité metody
V této praci jsou pouzity elektrochemické metody, mezi néz patii cyklicka

voltametrie a pritokova amperometrie.
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3.3.1 Pozadi experimentu a Sumové vlastnosti pristroje a vliv michani
Cilem experimentu bylo ovéfit velikost Sumu zpiisobeného fluktuacemi pienosu latky
k elektrodé, ovérit vliv na limit detekce (LOD), proveéfit vliv michani na zkoumany
roztok, tj. pokus s michatky a poté bez michani.

Zkusebnimi roztoky pro tyto experimenty byly roztok 1M KCIl (7mL) a poté
tentyz roztok s ptidavkem 1mM redoxniho paru hexakynozelezitanu draselného.
Redoxni par hexakynozelezitan draselny je vlastné elektrochemicky standard s dobie
vyvinutym katodickym i anodickym peakem S rovnici:

[Fe(CN)e]” + e~ — [Fe(CN)e]*
Odezva elektrody je proud i. Odezva je uréena elektrodovou reakci a pfenosem latky
k elektrodé. LOD je ur¢en pomérem uziteéného signalu z odezvy elektrody i a Sumu d,
standardné jako
LOD:i = 3 X Ai
Sum je ovlivnén:

1. Vn¢jSimi elektrickymi poli, vlastni elektronikou a elektrickymi vlastnostmi

vlastni cely

2. Fluktuacemi ptenosu latky

3. Fluktuacemi elektrodové reakce
Je nutné mit pfedstavu o LOD, protoze koncentrace vitaminu K v lidské plazmé je
nizka. To znamena odhadnout zdroje Sumu a jejich ptispévka.

Ad 1 - ukazka vlivu uzemnéni, rozdil piistroji eDAQ a PalmSens
Ad 2 - vliv michani, experimentalniho uspofadani

Ad 3 - rizné materialy elektrody

Pii testovani vlivu michani bylo tfeba proméfit zkusebni roztok cyklickou
voltametrii bez michdni a poté s michanim, a to nejprve pro senzor AC1 a poté pro
béZné voltametrické tiielektrodové zapojeni, to vSe pro ob¢é michatka. Pocet otacek

za minutu se zvySoval, a to takto: 20, 40, 80, 160, 320, 640 a 1280.
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Ob¢ michatka jsou znazornéna na nasledujicich obrazcich:

Obrazek 7 - Michatko ¢ 1 - Plochy obdélni¢ek

Obrazek 8 - Michatko ¢. 2 - BVT michatko (83 mm x23 mm) [20]

3.3.2 Cyklicka voltametrie vitaminu K

Cilem experimentu bylo prozkoumat elektrochemické vlastnosti vitaminu K dle
literatury, za jakych podminek dochazi k elektrochemické redukci a oxidaci vitaminu K.
A to nejprve v 1é¢ivu Kanavitu, ktery je mnohokrat levnéjsi nez Cisty standard, a poté
proméfit totéZ s Cistym standardem vitaminu K. To vSe proméfit pro rizné kombinace
chemikalii a pro senzory s pracovni elektrodou grafitovou a platinovou, proméfit slepy
vzorek samotny a poté s pridavkem 1é¢iva Kanavit.

M¢éteni probihala pro vSechny mozné kombinace tfi riznych rozpoustédel
(acetonitril, isopropanol, chloroform), s ptidavkem soli KCI (bez KCI, 0,1M, 2M) a
s pfidavkem pufru (bez pufru, s 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,5 a s 0,1M citratovym
pufrem pH 3), viz tabulka 2.

Tabulka 2 — Kombinace cyklické voltametrie proméieni Kanavitu

rozpoustédlo ACETONITRIL / ISOPROPANOL / CHLOROFORM
pH 7,5 - Fosfat 0,1M 3,0 - Citrat 0,1M
Sul KCI 0 0,1M 2,0M 0 0,1IM 2,0M
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V tabulce ¢. 3 je prehled koncentrace vitaminu K v roztoku.

Tabulka 3 - Piehled koncentrace vitaminu K v roztoku

Pridani roztoku Kanavitu Celkova koncentrace vitaminu K
(cyk = 44,3 x 1073 mol/L) do v roztoku (mol/L)
celkového roztoku (nL)

100 439,4 x 107°
200 870,2 x 107°
250 1,082 x 1073
300 1,3%x 1073

Parametry méfeni cyklické voltametrie pro vitamin K v Kanavitu jsou tyto:

pocatecni a konecny potencial: -2V,

zlomovy potencial: +1V,

E step: 0,005V,

Skenovaci rychlost: 200 mV/s.

Pro kazdy roztok byly proméfeny tfi skeny a jako vyslede se pouzil pouze tfeti sken,
coz je bézna voltametrickd praxe.

Jelikoz jsou v Kanavitu i jiné latky nez vitamin K, bylo tfeba ovéfit, zda také
nejsou elektrochemicky aktivni. Proto se musela voltametricky provétit kyselina
sorbova, ktera je elektrochemicky aktivni (dle literatury [21]).

Pro pfipravu experimentu bylo tieba rozpustit 500 mg kyseliny sorbové do 100
mL rozpoustédla (acetonitrilu popt. propanolu). Tim se vyrobily roztoky o koncentraci
kyseliny sorbové ¢ = 0,04459 mol/L. Tyto roztoky se prométily v 9 mL acetonitrilu
(pozd¢ji propanolu), s pfidavkem 1mL 0,1M KCI a po 20 uL byl pfidavan roztok
kyseliny sorbové v acetonitrilu (pozd&ji propanolu) az do celkem 600 puL roztoku
kyseliny sorbové. Dle literatury [21] by se mél objevit peak této kyseliny okolo 0,6 —
0,8 V.

Cilem bylo nalézt odpovidajici elektrochemické vlastnosti vitaminu K
(v Kanavitu a ve standardu vitaminu K), nalézt optimalni parametry a vyloucit vliv

kyseliny sorbové na stanoveni koncentrace vitaminu K v Kanavitu.
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3.3.3 Prutokova amperometrie Kanavitu

Pritokova amperometrie je elektroanalytickd metoda, kde se méfi prochézejici
elektricky proud pfi konstantnim napéti. Vhodnou konkrétni hodnotu napéti Ize zjistit
z vysledki cyklické voltametrie (kvalitativni napéti konkrétni latky, kdy se redukuje
nebo oxiduje). Diky prutokové amperometrii lze dojit do daleko niz8ich koncentraci
nez u cyklické voltametrie. Z toho divodu byla proméfena koncentracni kalibrac¢ni fada
(kvantitativni stanoveni) pro prutokovou amperometrii. Koncentracni fadu jsem si

pfipravila do 2mL ependorfek — viz tabulka €. 4.

Tabulka 4 — Koncentra¢ni kalibraéni Fada

Acetonitril nasycen Kanavit (uL) Koncentrace
KCl (uL) vitaminu K (mol/L)
1999,99 0,01 2,21877E-10
1999,98 0,02 4,43754E-10
1999,95 0,05 1,10939E-09
1999,9 0,1 2,21877E-09
1999,8 0,2 4,43754E-09
1999,5 0,5 1,10939E-08
1999 1 2,21877E-08
1998 2 4,43754E-08
1995 5 1,10939E-07
1990 10 2,21877E-07
1985 15 3,32816E-07
1980 20 4,43754E-07
1975 25 5,54693E-07
1970 30 6,65631E-07
1965 35 7,7657E-07
1960 40 8,8915E-07
1940 60 9,9625E-07
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Pro pritokovou amperometrii je potieba linearni davkovac pro pratok nosného
elektrolytu. Dale je nutny mit pfepinaci davkovaci kohout, kterym je moznost stiiknout
latku, ktera se ma analyzovat. V neposledni fad¢ je potieba prutokova cela pro senzor.

Zakladni uspotadani pritokové cely je na obrazku 9.

Obrazek 9 - Priitokova cela — FC2 Flow cell (42 mm x 24 mm x 16 mm) [20]

Koncentrace vitaminu K v Kanavitu je vyss§i nez v lidském téle [3]. Aby mélo
stanoveni pro vitamin K smysl do diagnostiky a do praxe, je tieba dosahnout nizkych
koncentraci, tj. fadové desitky nmol/L. Na toto stanoveni do nizsich fada jsme pouzili
priutokovou amperometrii. Cilem bylo dosdhnout nizké citlivosti pro vitaminu

K do jednotek nmol/L.
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4

4.1 Pozadi pristroje a michani

Vysledky

4.1.1 Sumové vlastnosti pristroje a ovéieni funkénosti voltametrického

systému

Provedla jsem ovéfeni dvou potenciostatli — voltametrickych zafizeni eDAQ a

PalmSens3 na roztoku 7 mL 1M chloridu draselného pii skenovacich rychlostech

50 mV/s, 200 mV/s a 800 mV/s a poté s piidavkem 5 mL FeFe. Experiment se provadél
od napéti -400mV do +600 mV a zpét. Na obrazku 10 je vysledek.

a—50mV/s
1,1E-04 —SOmV/S 5 5E-04
¢ a—200mV/s
e 200mV/s
6,0E-05 1,5E-04 | ===800mV/s
e 800MV/5
< < 5,0E-05
~. 1,0E-05 =~
-5,0E-05
-4,0E-05
-1,5E-04
-9,0E-05 -2,5E-04
-0,6 -04 -0,2 00 02 04 06 08 -0,6 -0,4 -02 00 02 04 06 08
A: 1M KCI (eDAQ) B: 1M KCI + FeFe (eDAQ)
110
90 | =50mV/s 250 | ===50mV/s
70 = 200mV/s =—200mV/s
150
50 e 800MV/5 = 800mV/s
30 50
ER £
> S~
-10 - -50
-30
.50 -150
-70
-250
-90 06 -04 02 0 02 04 06 08
06 -04 -02 0 02 04 06 08
E/V E/V
C: 1M KCI (PalmSens3) D: 1M KCI + FeFe (PalmSens3)

Obrazek 10 - Porovnani potenciostatii eDAQ a PalmSens3 pii riznych skenovacich
rychlostech

27




Senzorové zapoieni

CUMTenumA

e

J4

¢ zavoieni

4

Tiielektrodov

4.1.2 Vliv michani

Déle jsem zkoumala vliv michani na experiment. Vysledky jsou na obrazcich 11 a 12,

experiment bez michani ma zietelngjsi kiivky nez vysledky s michanim.

40 -
30 -
20 -
10 -
0 -
-10 -
220 -

=7mL 1 M KCI

e==7mL 1M KC| +1M 5mL FeFe

1/ pA

0,6 0,8

Obrazek 11 - Roztok 1M KCl a poté s piidavkem 1M 5mL FeFe - méfeno bez michani

Michatko €. 1 Michatko ¢. 2

CurrentfmA

CurrentipA

0.0
Patential/\/

02 0.4

CurrentipA

00
Potential/V

00
PotentiallV

04

Obrazek 12 - Porovnani vlivu michani
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4.2 Cyklicka voltametrie vitaminu K

Postupovala jsem dle tabulky ¢. 2 — pro tfi riizna rozpoustédla, pro dva druhy pufrt pti
riznych pH a také pro tii rizné koncentrace soli chloridu draselného. VSe jsem
proméfila pro senzor AC1 (BVT, Technologies a.s.) s pracovni elektrodou platinovou a
poté také s elektrodou vyrobenou z grafitu.

Z velké ¢asti namétenych dat za riiznych podminek zde uvadim ukazku vysledki
meéteni. Nékteré vysledky se daji dale vyuzit, ale jiné (obrazek 13) se vyuzit nedaji, ale i

tak ukazuji, kudy nepostupovat.

4.2.1 Mérenis chloroformem

Vsechna méfeni (s platinovou i grafitovou pracovni elektrodou) S rozpoustédlem
chloroform jsou podobna tomu, které je zndzornéno na obrazku 13. Samotny
chloroform je zobrazen modie v pozadi. RiZzové je zobrazeno pfidani roztoku chloridu
draselného (1M KCI) do chloroformu. Zelené je zobrazena smés po ptidani 100 pL
Kanavitu (439,410 mol/L) do roztoku. Kvili své vysoké t&kavosti neni chloroform

vhodny pro voltametrickd méfeni.

| "‘

” "I

vu

| Gl .|...|.| |||' I

CurrentipA

-2.0 f‘li.S fTiU 70i5 UiU 0i5 ‘ITO
Potential/\V
Obrazek 13 — Méieni s 10mL chloroformu, 100pL. 1M KCl a 100 pL. Kanavitu

4.2.2 Méreni s propanolem

Pouzila jsem senzor AC1L.W2.RS. Nejprve jsem piipravila roztok 9 mL propanolu a

1 mL fosfatového pufru o pH 7,5 a k tomu byl postupné piidavan Kanavit. TotéZ jsem
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zkousela s ptidanim 0,1M KCI a také 2M KCI. Ale vysledky nemély vypovidajici
hodnotu pro méteni vitaminu K.

Vysledky pro kombinaci 9 mL propanolu a 1 mL citratového pufru o pH 3 jsou
zobrazeny na obréazcich 14 az 16.

Current/pA

10 -05 0.0
Potential/V

05 1.0

Obrazek 14 - Méfeni s propanolem (tmavé zelena) bez KCl: 200 nLL Kanavitu postupné
pridavaného (postupné: tmavé modra, khaki, svétle modra, rizova)

Current/mA

-0.3

-0.4 ——— T
-2.0 -15

40 w95 oo
Potential/V

05 10

Obrazek 15 - Méfeni s propanolem (tmavé zelend) s KCI 0,1M (tmavé modra): 200 pL
Kanavitu postupné pridavaného (postupné: khaki, svétle modra, riazova)
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01 A

0o

Vit
/

il il

2 -1 0 1
Potential/V

CurrentfmA

Obrazek 16 - Méieni s propanolem s KC1 2M (Zluta): 200 pL. Kanavitu postupné
pridavaného (postupné: tmavé modra, khaki, svétle modra, riizova, ¢ervena, fialova) — pribliZeno

4.2.3 Méreni s acetonitrilem

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno s rozpoustédlem acetonitrilem pii pouziti grafitové
pracovni elektrody. Do 10 mL acetonitrilu bylo pfidano 100 pL 1M KCI pro zlepSeni

vodivosti (obrazek 17). Na obrazcich 18 az 20 jsou jiz zietelné prvni peaky vitaminu
K pfinapéti -1V a-0,6 V.

Current/pA

:
2.0 15 1.0 05 0.0 05 1.0
E+1 1A Potential/V

Obrazek 17 Méfeni s acetonitrilem (zelena), acetonitril + KCI (tmavé modra)
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0.10

0.054

0.00

Current/mA

) [ 1 B R e e

-0.15 - - - - -
2.0 A5 1.0 -05 0.0 05 10
x: 1.021 E«0V .
y:-1.427 E+1 pA Potential/V

Obrazek 18 - Méreni s acetonitrilem (zelena), acetonitril + KCI (tmavé modra), po pridani
100uL Kanavitu (olivové zelena)

60

204

Current/pA

-204

-404

20 15 -1.0 -05 0.0 05 1.0
Potential/V

Obrazek 19 - Méreni s acetonitrilem, acetonitril + KCI (tmavé modra), po pridani 100pL
Kanavitu (olivové zelend), po piidani dalSich 100uL. Kanavitu (svétle modra)
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0.05+

0.00

Currentfm#

-0.054

-0.104

2.0 15 1.0 05 0.0 05 1.0
Potential/V

Obrazek 20 - Méfeni s acetonitrilem + KCIl, po pridani 100pL Kanavitu (olivové zelena), po
pridani dalSich 100pL Kanavitu (svétle modra), po pridani dalSich 100pL Kanavitu (rizova). Pri
zméné parametru skenovaci rychlost 800 mV/s, pak i Estep 0.01 V (Cervena)

Obrazek 20 znazoriiuje pokracovani méfeni po dalSim pfidani Kanavitu. Je zfejmé, Ze
proud dale roste, tedy ukazuje kvantitu vitaminu K.

Poté, co jsem zvysila skenovaci rychlost ¢tyfikrat na 800 mV/s, nastal dvakrat
vetsi proud, coz je dikaz spravnosti méfeni. Na obrazku 21 je znazornéna zkouska
funkénosti a spravnosti voltametrického méfeni pro tfi rychlosti skenu (skenovaci
rychlost) a to pro 50 mV/s, 200 mV/s a 800 mV/s. Cim je vétsi skenovaci rychlost, tim
je veétsi citlivost (vy$si proud), je rychlejsi méfeni, avSak je vyssi rusiva kapacita

(voltagram je na vysku moc §iroky). Proto je dilezité najit optimalni parametry méfeni.
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0.05+

Current/mA

0,057

T B - A S S S———

-1 S S S
2.0 A5 0 05 0.0 05 10

Potential/V

Obrazek 21 - Zkouska funkénosti a spravnosti voltametrického méreni (300pnL Kanavitu
v 10 mL roztoku acetonitilu a 100uL. 1M KCI): 50 mV/s (fialova), 200 mV/s (riuZova), 800 mV/s
(€ervena)

Jelikoz byla tato méfeni GspéSnad, rozhodla jsem se je zopakovat s jinym senzorem z jiné
Sarze vyroby pro grafitovou pracovni elektrodu a posléze pro platinovou pracovni
elektrodu.

Na obrdzcich 22 az 25 jsou znazornéné vysledky s grafitovou pracovni
elektrodou. Na obrazku 22 je znazornéno meéteni postupného piidavani Kanavitu
do cistého acetonitrilu. Na obrdzcich 23 az 25 je zndzorn€no méfeni postupného
pridavani Kanavitu do acetonitrilu s 0,5 mL 1M KCI.

Ptidani 0,5 mL 1M KCI do méteného roztoku je pro méteni dulezité, jelikoz je
potieba, aby roztok byl vodivy. Kdyz neni roztok vodivy, vitamin K se ztrati v kapacité
roztoku (viz obrazek 22) a nezvyrazni se.

Na obrazcich 23 az 25 jsou ztetelné peaky vitaminu K pii napéti -1 V a -0,4 V.
Ovsem grafitova elektroda ma tu nevyhodu, Ze se po urcitém Case v acetonitrilu
rozdroli, coz jsem pii méfenich zjistila, a proto tuto elektrodu nedoporucuji pro méfeni

v organickych rozpoustédlech.
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0.5 1.0

Obrazek 22 - Grafitova pracovni elektroda - 10 mL acetonitrilu a po 25uL pridavani
Kanavitu

:j AN
—
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05 0.0 05 10
Potential/V

Obrazek 23 - Grafitova pracovni elektroda - 10 mL acetonitrilu a 200pL Kanavitu po
pridani 0,5 mL 1M KCI (tmavé zelena), dale po pridani 25 pL. Kanavitu (tmavé modra)
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Obrazek 24 - Grafitova pracovni elektroda - 10 mL acetonitrilu, 200pL Kanavitu, po
pridani 0,5 mL 1M KCI (tmavé zelena), dale po pfidani 25 pL. Kanavitu (tmavé modra), po dal§im
pridani 25 pL Kanavitu (olivové zelena), opét po pridani 25 pL. Kanavitu (svétle modra)

CurrentimA

PotentiallV

Obrazek 25 - Grafitova pracovni elektroda - 10 mL acetonitrilu, 200pL. Kanavitu, po

pridani 0,5 mL 1M KCI (tmavé zelena), dale po pridani 25 pL. Kanavitu (tmavé modra), po dal§Sim

pridani 25 pL. Kanavitu (olivové zelend), opét po pridani 25 pL. Kanavitu (svétle modra), po dalSim
pridani 25 pL. Kanavitu (rizZova)
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Na obrazcich 26 a 27 jsou znazornéné vysledky s platinovou pracovni

elektrodou pfi postupném pridavani Kanavitu do acetonitrilu s 0,5 mL 1M KCI.

Peaky vitaminu K jsou méné zietelné nez pii pokusu s grafitovou elektrodou.

15

Current/pA

: : : :
20 15 -1.0 05 0.0 05 10 15
Potential/V

Obrazek 26 - Acetronitril s 0,5 mL 1M KCI (tmavé zelena), po piidani 25 pL Kanavitu
(ruzova)

Current/pA

Potential/V

Obrazek 27 - Acetronitril s 10 mM KCI (tmavé zelend), pri navysujici se koncentraci
0 25 pL Kanavitu (ostatni barvy)
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4.2.4 Méreni bez organického rozpoustédla s destilovanou vodou
s pridavkem 1M KClI

Proméfila jsem cyklickou voltametrii Kanavit s grafitovou pracovni elektrodou
Vv destilované vodé se stejnymi parametry jako v piechozich méfenich. Vysledky jsou

na obrazcich €. 28 a 29. Na obrazku 29 jsou zfetelné peaky vitaminu K pfi napéti -0,9 V
a-04V.

Current/mA

20 15 10 05 00 05 10
Potential/V

Obrazek 28 — Méreni s vodou a 1M KCl (zelena), po pFidani 25 pL. Kanavitu (tmavé
modra)

Current/mA

3\

A2 -0 08 06 04 02 0.0
Potential/V

Obrazek 29 — Méreni s vodou s 1M KCl s Kanavitem pri 25 pL. Kanavitu (tmavé
modra) a po 25 pL pridavano az do 150 uL (fialova)
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4.2.5 Cyklicka voltametrie standardu vitaminu K

Pfi méfeni cyklické voltametrie standardu vitaminu K jsem postupovala podobné jako
pti méfenich cyklické voltametrie Kanavitu. Jelikoz cena standardu vitaminu K je
mnohonasobn¢ vys$$i nez cena Kanavitu, neproméiovala jsem s rozpoustédlem
chloroform, které se pfi Kanavitu neosvédCilo. Pouzila jsem pouze platinovou
elektrodu, protoze grafitova elektroda se téZ neosvédéila. Vysledek cyklické voltametrie

standardu vitaminu K jsou na obrazcich 30 az 32.

20

15
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5
<
A
S~

- O
3
e
[~ %

-5

acetonitril ~———0,1mL 0,1M KClO4
-10 = 100uL 200uL
——300uL
-15
-20
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1
Potencial / vV

Obriazek 30 — Cyklicka voltametrie 9mL acetonitrilu + 0,1 mL 0,1M KCIO, + standard
VK1

/HA
o

.....

Proud
o
(6]

Propanol 9mL ———0,1mL 0,1M KCIO4
———100uLVK ——200uLVK

——300uLVK ——400uLVK

-2 -1,5 -1 0,5 1

-0,5,
Potencial / V

Obrazek 31 — Cyklicka voltametrie 9mL propanolu + 0,1 mL 0,1M KCIO, + standard VK1
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——9mLpropanol ——0,1 mL0,1M KCl

~——100 uL VK 200ulL VK
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1
Potencial / V

Obrazek 32 - Cyklicka voltametrie 9mL propanolu + 0,1 mL 0,1M KCI + standard VK1

K dal§imu méfeni mé inspiroval ¢lanek [17], kde byla pouzita chemikalie 0,1M

HCI. Vysledky cyklické voltametrie standardu vitaminu K's pouzitim 0,1M HCI jsou

na obrazcich 33 a 34. Na obrazku 33 jsou zfetelné peaky vitaminu K pfi napéti -0,1 V a

+0,2 V. Na obrazku 34 jsou zfetelné tii peaky vitaminu K pfi napéti -0,4 V, -0,2 V a
+0,2 V.

1/uA

60

40

20

-100

=1 mL pokusny roztok

e+ 20uL 10% HCI

-1 -0,5 E ?V 0,5 1

Obrazek 33 — Cyklicka voltametrie 1 mL pokusného roztoku s nezniAmym objemem

vitaminu K (modrad), cyklicka voltametrie pokusného roztoku po pridani 20puL 10% HCI (¢ervena)
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100
50
0
< —— 1 mL pokusny roztok
%0
= +20uL 10% HCl
-100 +20ul pokusného roztoku z VK1
+dalsich 20 uL
-150
+dalSich 20 uL
-200
-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
E/V

Obrazek 34 — Cyklicka voltametrie 1 mL pokusného roztoku s neznamym objemem
vitaminu K (modra), cyklicka voltametrie pokusného roztoku po piidani 20uL 10% HCI
(oranzova), po piidani dalSich 20 uL pokusného roztoku (Seda, Zluta a tmavé modra)

4.2.6 Méreni cyklické voltametrie Kyseliny sorbové
Jelikoz jsou v Kanavitu i jiné latky, je tfeba ovéfit, zda také nejsou elektrochemicky
aktivni. Proto jsem voltametricky provétila kyselinu sorbovou, a to pii stejnych
parametrech, které jsem pouzila pro Kanavit.

Rozsah potencialu: -2V do +1V

Skenovaci rychlost: 200 mV/s

Estep: 0,005V
Pii méfeni se neprojevily zadné vyznamné voltametrické vlastnosti kyseliny sorbové
vzhledem Kk méfeni vitaminu K, protoze s dal§im postupnym ptidavanim kyseliny
sorbové peaky nerostou, ale klesaji (viz obrazek 36) nebo obkresluji kiivku po prvnim

pridani kyseliny sorbové (viz obrazek 35).
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9mL acetonitril + 0,1M KClI

-100
~——200uL roztoku kys.sorbové
———400uL roztoku kys.sorbové
-150
———600uL roztoku kys.sorbové
-200
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5
E/V
Obrazek 35 - Roztok kyseliny sorbové v acetonitrilu proméren voltametricky
15
10
5
0
‘:tL -5
> 10 9mL propanol + 1mL 0,1M KCl
is +200uL roztoku kyseliny sorbové
- ——400uL roztoku kyseliny sorbové
———600uL roztoku kyseliny sorbové
-25
——1000uL roztoku kyseliny sorbové
-30

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1
E/V

Obrazek 36 - Roztok kyseliny sorbové v propanolu proméien voltametricky
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4.3 Pratokova amperometrie vitaminu K
Z ptedchozich méteni cyklické voltametrie vitaminu K je ziejmé, ze vitamin K je
nejvice elektrochemicky aktivni pfi napéti -1000 mV, -600 mV a -400 mV. Proto jsem
se pii méfeni prutokové amperometrie soustfedila na meéteni v okoli téchto hodnot.
Rozhodla jsem se pouzit acetonitril, se kterym jsem méla uspokojivé vysledky.

Pratok acetonitrilu je dodavan linearnim davkovacem vétSinou 6 nebo 3 mL/s.
Z toho duvodu, ze acetonitril je organické rozpoustédlo, jsem pouzila teflonové
hadi¢ky. Pro méfeni jsem pouzila koncentra¢ni fady Kanavitu. Provedla jsem méfeni

opét pro dva druhy senzora s pracovni elektrodou z grafitu a z platiny.

4.3.1 Méreni pritokové amperometrie s grafitovou elektrodou

Na obrazku 37 je vidét vysledek prutokové amperometrie v FC2 cele z plexiskla
(polymethyl metakrylat) na senzoru ACLWA4.RS s grafitovou pracovni 2mm?
elektrodou pii -1000 mV. Vysledek neni uspokojivy, protoze se ztraci uziteény Signal

kvili rozpousténi grafitu acetonitrilem.

-2000

-4000 20
40 L

60 uL
uL

-6000

-8000

-10000

-12000

Proud I/ nA

-14000
-16000
-18000

-20000
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Cas/s

Obrazek 37 - Pritokova amperometrie s grafitovou elektrodou pri -1000 mV
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4.3.2 Méreni priitokové amperometrie s platinovou elektrodou

Dalsi méfeni mé tyto parametry: polyethylenové cela, senzor AC1.W2.RS platinova
pracovni 2mm? elektroda pii -1000 mV. Platinova elektroda je odoln&jsi, a proto jsou
peaky zfeteln€j$Si nez S pouzitim grafitové elektrody pifi metodé pratokové

amperometrie, viz obrazky 38 az 41.

Pratokova amperometrie pfi -1000 mV
0

-1000 /——_ 5l
-2000
-3000 20 L

-4000

Proud (nA)

-5000 I

-6000 40 pL
60 uL

-7000

0 500 1000 . 1500 2000 2500
Cas (s)

Obrazek 38 - Priitokova amperometrie s platinovou elektrodou pii -1000 mV

Pratokovd amperometrie pfi -600 mV

-500 r"‘ 5L

-1000

20 pL

-1500

proud | / nA

-2000
40 uL
-2500

-3000
60 uL

-3500
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Cas/s

Obrazek 39 - Prutokova amperometrie s platinovou elektrodou p¥i -600 mV
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2500 2700 2900 3100 3300 3500 3700 3900 4100 4300 4500
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Obrazek 40 - Prutokova amperometrie s platinovou elektrodou p¥i -1000 mV (pribliZeno
pro niZsi koncentrace)
-40
4000 4200 4400 4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000
-50
-60
-70
E
— -80
3
3 -9
S
a
-100
-110
-120
-130 -
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Obrazek 41 - Priutokova amperometrie s platinovou elektrodou p¥i -1000 mV (pfribliZeno
pro jesté nizsi koncentrace)
Na obrazku 41 si lze vSimnout pfepnuti davkovaciho kohoutu, jsou to svislé
¢arky v okoli peaku.
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y =-5,5999x - 52,224
R?=0,9987

Proud / nA

Obrazek 42 - Kalibra¢ni kiivka pro koncentrace vitaminu K od 1 do 111 nmol/L (méi‘eno
pritokovou amperometrii p¥i -1000 mV)

Kalibra¢ni kiivku pro métfeni koncentrace vitaminu K znézorfiuje obrazek 42.

Kalibrac¢ni kiivka je linearni s rovnici:

y = —=55999x — 52,224
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5 Diskuse

5.1 Pouziti pristroje
V prvni fadé jsem se méla rozhodnout, ktery systém zvolim, ptipadaly v tivahu
EDAQ ¢i PalmSens3. Oba pristroje méfily uspokojivé (viz obrazek 10). Zvolila jsem

systém PalmSens, jelikoz je uzivatelsky jednodussi a také ma intuitivni ovladani.

5.2 Vliv michani

Michatko ¢. 1 nemélo osu otaceni v centru symetrie, coz mélo vliv na vysledky
méteni hlavné pti vyssich rychlostech. Michatko €. 2 bylo v tomto ohledu lepsi.

Avsak pii kontinudlnim promichéavani roztoku pii vyssich rychlostech otaceni se
dostal roztok do konektoru a poté senzor zkratové méfil, to byla dalsi nevyhoda
michani. Proto jsem se nakonec rozhodla pro michani pipetou pouze po piidani
ptidavku do roztoku.

Dale z méfeni vyplynulo, ze pokud zvySime dvakrat rychlost, tak jsou také
dvakrat hust&jsi viny. Je to nejspiSe diky tomu, Ze v roztoku neni dostatek elektroaktivni
latky. Pfenos latky s michanim je pak daleko vétsi nez samotna diftize latky v roztoku,
jelikoz se vice latky vyCerpava (reaguje). Toto je hlavni diivod pro¢ jsem poté zvolila
cyklickou voltametrii bez michani. Na obrazku 12 je vidét, ze do 100 otacek za minutu
je méfeni skoro bez Sumu, nejspise diky povrchové viskozité na elektrodé.

Experimentalné bylo ovéfeno, ze michani pro toto méfeni nema vétsi smysl,
proto jsem ho poté uz neaplikovala na métfené roztoky. Dalsi moznost, jak vyuzit
promichavani roztoku, by bylo pouziti pfesného michani rota¢ni diskové elektrody, coz
V tomto méfeni nebylo pouZito.

Celé toto méteni mélo hlavni diivod poskytnout prvotni informace a vytvofit tak

N 24

5.3 Cyklicka voltametrie Kanavitu

Podle informaci =z tabulky 1 z literatury jsem ovéfila skuteCnost, ze
vitamin K v Kanavitu je elektrochemicky aktivni. Diky tomu jsem mohla postupovat dle

tabulky 2 — pro tfi riizna rozpoustédla, pro dva druhy pufri pii riznych pH a také pro tfi
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rizné koncentrace soli chloridu draselného a ovéfit elektrochemickou aktivitu
vitaminu K. VSe jsem proméfila pro senzor druhu AC1 (BVT Technologies a.s.)
s pracovni elektrodou platinovou a také s elektrodou vyrobenou s grafitu. Kvuli redukci
kysliku ze vzduchu je pfi experimentech pouzito probublavani dusiku nad zkoumanym
roztokem.
M¢étenim jsem dospéla k témto zaveérim:

e Co se tykd vhodnosti rozpoustédla
Chloroform neni vhodny pro voltametricka méfeni kvili své vysoké tékavosti a nizké
vodivosti (kapitola 4.2.1). Vysledky propanolu a fosfatového pufru o pH 7,5 nemély
vypovidajici hodnotu pro méfeni koncentrace vitaminu K. M¢éfeni propanolu a
citratového pufru o pH 3 mélo jiz zfetelné peaky (kapitola 4.2.2). Méfeni bez
rozpoustédla pouze v destilované vod¢ s ptidavkem 1M KCI mélo také zietelné peaky
(kapitola 4.2.4). Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno s rozpoustédlem acetonitril
(kapitola 4.2.3), popf. acetonitril s 10% HCI (obrazky 33 a34).

e Co se tykd pouziti elektrod
Je zietelné, Ze vysledky s grafitovou elektrodou vypadaji obstojné (obrazek 20). OvSem
grafitova elektroda ma tu nevyhodu, Ze se po uritém case v acetonitrilu rozdroli, a
proto tuto elektrodu nedoporucuji pro delsi méfeni v organickych rozpoustédlech.
S platinovou pracovni elektrodou byly vysledky také uspokojivé (obrazek 27), i kdyz
peaky vitaminu K byly méné zfetelné neZ s grafitovou elektrodou. OvSem senzor
s platinovou pracovni elektrodou mél lepsi odolnost pro méfeni v organickych
rozpoustédlech.

e (o se tyka pouziti Kanavitu jako standardu vitaminu K
Zkoumala jsem elektrochemické vlastnosti kyseliny sorbové, ktera je obsaZena
v [é¢ivu Kanavitu. Kyselina sorbova je s vitaminem K elektrochemicky aktivni latka,
proto jsem musela ovéfit jeji aktivitu za stejnych podminek jako s Kanavitem.
Elektrochemické vlastnosti kyseliny sorbové se pifi mych méfenich nepotvrdily
(kapitola 4.2.6).

Dle literatury [21] by se mél objevit peak této kyseliny okolo 0,6 — 0,8 V.

V acetonitrilu byly zifejmé peaky, avsak pii opakovaném piidani roztoku kyseliny
sorbové se nezvétsily, tedy to bylo nejspiS zptusobeno necistotou vV nadobcee ¢i adsorpci
na elektrod¢, jelikoz celkové pozadi pouze acetonitrilu a roztoku KCI je uz s témi
peaky. Pii promeéfeni kyseliny sorbové v propanolu je mnohem Iépe vidét, ze
elektroaktivita, kterou je vidét na obrazcich 35 a 36, neni vyrazna, spise lze fici, Ze ¢im
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vice kyseliny sorbové jsem ptidala, tim vice klesaji peaky. Nejvyraznéjsi peaky jsou
okolo 0 V a 0,5 V, coz m¢ pro vitamin K vyslo spise -0,6 V, -0,4 V a -1 V. Ov¢rila
jsem, Ze se pii méfeni neprojevily zadné vyznamné voltametrické vlastnosti kyseliny
sorbové vzhledem k méfeni vitaminu K. tedy si troufam tvrdit, Ze proméfeni cyklické
voltametrie Kanavitu a zachyceni rostoucich peaki s objemem Kanavitu je pfimo

umérné vitaminu K. Tedy Kanavit lze pouzit jako standard vitaminu K.

5.4 Cyklicka voltametrie standardu vitaminu K

Vysledky voltametrie standardu vitaminu K jsou v kapitole 4.2.5. Tyto vysledky nejsou
V této praci dostate¢né podrobné prozkoumany, a to z diivodu neuspokojivych vysledkt
kvuli pouziti pouze jedné Sarze senzorti a nemoznosti ziskani organické soli TBAHFP
(Tetrabutylammonium hexafluorofosfat, BusNPFg).

Dle tabulky 1 podle literatury [18] je zfejmé, Ze nejlepsi vysledky by mély byt
S pouzitim rozpoustédla acetonitrilu, avSak za pouziti organické soli TBAHFP jako
nosné iontové sily. ProtoZe jsem neméla moznost pracovat se soli TBAHFP, pouzila
jsem sl KC1 [17] a pro organicka rozpoustédla vhodnéjsi sil KC1O4. Na obrazcich 35
az 37 jsou vysledky. Obrazky 36 a 37 znazornuji méfeni vitaminu K v propanolu,
ve kterém je Sum, a standard vitaminu K neni znatelny. Na obrazku 35 je voltamogram
vitaminu K Vv acetonitrilu, tento vysledek méfeni ukazuje, Ze se objevuji rostouci peaky
po pridani standardu vitaminu K pfi -1V a +0,4 V.

Pouze v piipadé méfeni [17] byly pouzity chemikalie 0,1M HCl s 2,0M KCI. Na
obrazcich 38 a 39 vysledek méfeni ukazuje, Ze se objevuji rostouci peaky po piidani
standardu vitaminu K pii -0,2 V a +0,1 V.

Do budoucna by se mohla pii napéti -600 mV zkusit také pritokova
amperometrie standardu vitaminu K, jelikoZ by to mélo dosahnout niz§iho detekénimu
limitu a celkov€é by to mélo potvrdit spravnost celé teorie o mozZnosti méfeni
koncentrace vitaminu K pro diagnosticky senzor.

Pro ovéfeni dosazeni podobné nizkych koncentraci vitaminu K jako je v lidské
plazmé¢, by bylo vhodné proméfit priitokovou amperometrii na standard vitaminu K pfi

velmi nizkych koncentracich.
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5.5 Prutokova amperometrie vitaminu K

Vysledky jsou v kapitole 4.3.

e (o se tyka pouziti elektrod
Ve vysledcich méteni s grafitovou pracovni elektrodou bylo Sum (viz obrazek 30),
jelikoz kvili acetonitrilu ze senzoru na povrchu zmizel grafit (organické rozpoustédlo
postupné rozpousti grafit). Grafit je nandSen pomoci past, neni naleptdn jako napf.
platina. Pro dalsi méfeni byla pouzita platinova pracovni elektroda, kde je platina
vypalend, a neni rozpustnd v acetonitrilu. Na obrazcich 31 az 33 lze vidét vyborné
vysledky s pouzitim platinové elektrody.

e Co se tykd pouziti prutokové cely
Pouzitou celu FC2 z plexiskla acetonitril rozpustil, proto ji jsem ji dale nemohla pouzit.
Dale byla pouzita cela FC2 z ¢istého polyethylenu, ktera byla pro acetonitril vyhovujici.

e Poznamky ke koncentraci vitaminu K
Diky ovéfeni, ze v Kanavitu byl méfen vitamin K cyklickou voltametrii
(kapitola 4.2), jsem mohla zmens$it koncentraci vitaminu K az na koncentraci podobnou
vitaminu K v lidské plazmé (jednotky nmol/L). Tedy je dulezity vysledek, ze diky
pritokové amperometrii pfi pouziti -600 mV a -1000 mV jsem dokazala
elektrochemicky zméfit i takto nizkou koncentraci vitaminu K. Kalibra¢ni kiivka pro
meéfeni koncentrace vitaminu K od 1 do 111 nmol/L je na obrazku 42.

Vyhodou prutokové amperometrie je to, Ze se daji méfit i velmi nizké

koncentrace vitaminu K, aZ do jednotek nmol/L, kdeZto u cyklické voltametrie jsem

dosahla pouze jednotek pmol/L.

5.6 Senzitivita (citlivost) dané metody

Citlivost je mira schopnosti rozlisit dva vzorky nebo také je ur€ena smérnici kalibracni
kiivky. Smérnice kalibra¢ni kiivky je -5,5999 (kapitola 4.3, obrazek 42).

Zm¢iila jsem pomoci priutokové amperometrie koncentraci analytu az jednotky
nmol/L, tedy podobné koncentrace vitaminu K jako je lidské plazmé ¢i krvi.

Citlivost Ize také fidit a snizit i diky pfedzpracovani vzorku.

Voltametrické metody maji omezenou citlivost vlivem kapacitniho proudu, ktery

nenese Zadnou informaci o koncentraci analytu ve vzorku. To by §lo eliminovat pulzni
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voltametrii, kde se odecita proud v dobé&, kdy kapacitni proud poklesl na zanedbatelnou

hranici. Také volba parametrti elektrochemického méteni ovliviiuje citlivost.

5.7 Detekéni limit a oblast stanovitelnosti

Detek¢ni limit a oblast stanovitelnosti spolu uzce souviseji, proto je diskutuji spolecné
Vv jedné kapitole. Diky pritokové amperometrii pro vitamin K jsem dosahla limitu
detekce (LOD) aZ na 1,11x10™ mol/L, coZ je velice dilezité, protoze tato koncentrace
je podobna koncentraci vitaminu K v lidské krvi. O tom se zminuji jiz v Kapitole 4.3.
Mez detekce by méla byt 10x niz$i nez pozadovana koncentrace analytu, tedy by bylo
vhodné jesté o jeden fad snizit.

Oblast stanovitelnosti (LOQ) je vétSinou tfikrat vétsi nez detekéni limit. Zde
mohu Fci dle vysledki, Ze se da stanovit pomoci pouzité metody od 4,44x10™ mol/L
(viz obrazky 38 az 42).

Do budoucna doporucuji snizit detek¢éni limit a tim i oblast stanovitelnosti tak,
ze budou pfesné stanoveny podminky elektrochemické metody a také predzpracovanim

vzorkua.

5.8 Presnost stanoveni a jeho selektivita

Presnost analytického stanoveni znamena shodu vysledkti souboru opakovanych méteni
téhoz vzorku nebo materidlu. Pii mych opakovanych méfenich bylo dosaZeno
uspokojivé pfesnosti, protoZe pozice peaku, kterd charakterizuje latku kvalitativné, jsou
vzdy kolem -1000 mV (viz napt. obrazky 16, 25 a 29).

Selektivita analytické metody znamena schopnost piesného a spravného urceni
analytu i v pfitomnosti interferujicich latek. Ve stanoveni vitaminu K v Kanavitu jsem
dokazovala, Ze kyselina sorbova nema podstatny vliv na toto méfeni (viz Kkapitola
3.2.5). Do budoucna lze ke zlepseni selektivity zkusit zménit pH analyzovaného vzorku,

tim by se mohly omezit interferujici latky.
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5.9 Konstrukce

Casti zadani prace byl i navrh konstrukce senzoru pro stanoveni koncentrace
vitaminu K. Ve svych méfenich jsem pouzila tyto senzory: AC1.W2.RS (s platinovou
pracovni elektrodou), AC1.W4.RS (s grafitovou pracovni elektrodou) a bézné
ttielektrodové voltametrické zapojeni.

Po zanofeni do problematiky elektrochemického stanoveni jsem zjistila, Ze pro
senzor. Toto zjisténi lze vycCist z obrazka 18 (senzor AC1.WA4.RS), 22 a 23 (senzor
AC1.W2.RS), které vykazuji podobné hodnoty. Vliv pracovni elektrody je zasadnéjsi
nez geometrie celého senzoru, ktery byl vyvijen fadu let, proméfovan a pozménovan.

Po svych méfenich si troufam tvrdit, ze topologie senzoru AC1 je opravdu
nadcasova a neni potfeba ji ménit. Za zkousku by stalo proméfit i dal$i materialy
pracovni elektrody ¢i senzor pouze lehce modifikovat. Podle literatury [18] by Slo
pouzit elektrody BCFME (mikroelektroda z uhlikovych vlaken s borem) ¢i HgCFME
(mikroelektroda z uhlikovych vlaken se rtuti), dle [15] pracovni elektrodu ze skelného
uhliku. Navrhuji také zménu referentni elektrody za kov zinek [16] a zménu pracovni
elektrody na material pyrolyticky uhlik [17].

Dale navrhuji, ze by se mohla pouzit organicka sl TBAHFP namisto KCI ¢i
KCIQ,. Lze také jako rozpoustédlo vyzkouset DMF (Dimethylformamid) [16], ktery je
vSak toxicky a pravdépodobné by byl piekdzkou pii zavadéni senzorového méteni do
klinické praxe.

Namisto konstrukce nového senzoru navrhuji ponechat senzor AC1.W2.RS
s vyuzitim platinové pracovni elektrody popt. grafitové pracovni elektrody, ktera by
musela byt modifikovand na uhlikova vlakna, aby vydrZela chemické prostfedi dané

metody.

52



6 Zavér

Definovala jsem parametry, které ovliviiuji voltametrické stanoveni vitaminu K. Mezi
hlavni parametry patfi druh pouzité¢ elektrody, medium (rozpoustédlo) a typ
voltametrické techniky a jeji parametry, které jsem experimentalné ovéfila.

Nejvhodnéjsi parametry pro méfeni vitaminu K cyklickou voltametrii jsou tyto:
rozpoustédlo acetonitril popf. vodny roztok kyseliny chlorovodikové, pomocny
elektrolyt 1M KCI, pocate¢ni a kone¢ny potencial -2V, zlomovy potencial +1V, E step
0,005V, skenovaci rychlost 200 mV/s, platinova pracovni elektroda.

Dle vysledki se domnivam, Ze elektrochemické metody, které jsem pouzila, se
zdaji byt pro stanoveni koncentrace vitaminu K vhodnou alternativou pro svoji citlivost,

nizkou spotiebu reagencii, selektivitu a nenarocnost.
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Priloha 1: Metodika parametri stanoveni chinoni
Vsechny chinony jsou si ve své chemické podstaté podobné, chemicka reakce chinon —
hydrochinon u nich probihd a je vratna. Tim lze elektrochemicky proméfit jejich
oxidativné-redukéni cyklus. Mezi zastupce chinonti, které jsou pro ¢lovéka vyznamné a
Ize je méfit, 1ze zaradit vitamin K, Koenzym Q10 (ubichinon), 1é¢iva (Doxorubicin) a
barviva. Jejich teoreticky piehled je v této piiloze.

Existuje velké mnozstvi moznosti stanoveni chinond v chromatografii — LC-MS,
GC-MS, HPLC sriznymi druhy detekce UV, FL, CL, ECD. K dalsim moznostem

stanoveni Ize fadit voltametrii, potenciometrii ¢i imunosenzor.

[s]
Zn
. in
(4]

(¢]
Obrazek 43- Derivatizace fylochinonu (vitamin K) s heptafluorbutyric anhydridem

m

(HFBA) po redukci zinkem p¥i GC-MS stanoveni).

Hlavné jsem se zajimala o elektrochemické stanoveni chinontl, nejvice vsak
0 vitamin K.

Naptiklad existuje voltametrickd metoda pro stanoveni onkologického 1éCiva
doxorubicin v lidské plazmé diky modifikované elektrodé GCE vrstvou nano oxidu
titani¢itého (LOD 1.0x107° mol L™).[2]

Elektrochemicka redukce a kvantifikace menadionu v dodecylsulfat sodny
micelarnich médii Menadion- Vitamin K3.

V tabulce 1 uvadim moZnosti analytické charakteristiky stanoveni menadionu

(vitaminu K3) voltametricky [10].
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Tabulka 5 — Voltametrické parametry vitaminu K3 (menadionu)

Elektroda  Metoda Podminky LOD Analyticky  Reference
rozsah
DME 0.2 M HOAc-NaOAc 20nM  40-2,000 nM [3]
(pH 4.7) a 2.0 mL of 0.05
M K103
DME DPP CHCl; 0.5 uM - [4]
DME DPP CH30OH-0.2 M boratovy 0.3 uM  0.6-10 uM [5]
pufr (9:1) (pH 6.8)
DME Piima 0.2 M HAc a 0.002 M 0.7 uM - [6]
DPP HCI
DME Neptima Acetate buffer (pH5.5) 0.15uM  0.5-30 uM [7]
DPP
GCE AdSSWV 0.1 M HCIO4 0.13nM  0.2-500 nM [8]
GCE CVv CVImMSDSv0.IM 1.66 uyM  7-560 uM [9]
H3PO4 obsahujici 10 %
ethanol 600-2,550
uM

CV - cyklicka voltametrie

DME — kapkova rtutova elektroda
GCE - elektroda ze skelného uhliku

P - polarografie

DPP - diferen¢ni pulsni polarografie

AdSSWYV - adsorpéni stripping square-wave voltametrie
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Vitamin K se v urcitych piipadech chova podle ocekavani s chinonovou
strukturou a podstoupi dva procesy redukce o jeden elektron. V acetonitrilu se vitamin
K1 (VK1) nejprve snizi o jeden elektron piiblizn¢ -1,2 V vs. Fc / Fc + a vytvoii
radikalni aniont (VK1 -). Déle se VK1¢ - redukuje o jeden elektron pfiblizné pii -1,7 V
vs. Fc / Fc + pro vytvofeni dianiontu (VK1?). Postup elektron pienosu pro oba
jednoelektronové kroky jsou chemicky reversibilni, takze dopiedné a zpétné vrcholy

jsou v blizkosti stejné velikosti (obrazek 2, plna ¢ara) [11]

3 —
, 0.05 M H,0 ~  7.2MH,0
< 09 A~ )
B B e e ; Initial potential
""""" ’ and direction of
-2 — “’ scan
3 —
-6
-4x10 I T | T I T | ! |
-2.0 -1.6 -1.2 -0.8 -04

E/V vs. Fc/Fc'

Obrazek 44 - Cyklicka voltametrie 1x10-3 M vitaminu K1 v acetonitrilu obsahujici 0,2 M
Bu4NPF6 pii 22°C zaznamenan na 1 mm priméru GC diskové elektrodé pii rychlosti skenovani

0,1 V.s-1 s riznymi koncentracemi H,O [11]

Déle byly studovany elektrochemické vlastnosti vitaminu K1 rozpustného
V tucich adsorbované na holé a lipidem potazené skelné uhlikové elektrody (GCEs)
Vv nepufrovaném a dobie pufrovaném vodnim prostiedi. Tyto produkty redukce vitaminu
K1 byly charakterizovany pouzitim cyklické voltametrie a in situ UV-viditelné
spektroelektrochemické technice. Radikalni druhy vitaminu K1 nelze pozorovat na holé
GCE v dobfe pufrovaném médiu. Tvorba aniontu radikalniho vitaminu K1 byla
pozorovana v nepufrovaném roztoku pifi pH vysS§im nez 5,9 nebo na GCE potazené

lipidem v dobie pufrovaném roztoku (viz obrazek 2) [12].
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Obrazek 45 — (A) Cyklické voltamogramy zaznamenané na modifikované elektrody p¥i riznych pH
v dobfe pufrovaném roztoku vitaminu K1 (B) E-pH diagram ziskany na modifikované elektrodé
(C) Cyklické voltamogramy zaznamenané na lipidem modifikované elektrodé v riznych hodnotach
pH v dobfe pufrovaném roztoku vitaminu K1 (D) E-pH diagram ziskany pro lipidem

modifikovanou elektrodu [12]

Na dal$im obrazku 4 je znazornény voltametrické vlastnosti vitaminu KI.
Cyklicky voltamogram (skenovaci rychlost 20 mV/s) na imobilizované na 4,9mm
diametralni basalni pyroliticka grafitova elektroda ponofena do 0,1M HCI a do
0,1MHCI obsahujici 2M KCI.
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Obrazek 46 - Cyklicky voltamogram pro redukci 5,6 nmol vitaminu K1[13]

V literatute [14] jsou polarografické pul-vinné potencialy pro redukci vitaminu

K ve vodném roztoku - viz tabulka 2.

Tabulka 6 — Polarografické pil-vinné potencialy pro redukcei vitaminu K [14]

Latka rozpoustédlo pH E1/2
VK1 Isopropanol- - -0,58
voda(1:1)
obsahujici
0,05M KCI
VK3 Vodny pufr 3-9 +0,11-0,06 pH  Versus
VK Vodny pufr <5-vina | -0,38-0,066 pH normalni
NaHSO; >5 -0,71 kalomelova
adukt elektroda.
<7vlnall -0,70-0,06 pH
>7 -0,97-0,03 pH
VK3 Ethanol- 6,24 -0,17 Versus
voda(3:1) saturovana
pufrovaci 7,40 -0,24 kalomelova
roztoky elektroda.
0,1M KCI -0,33
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