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ABSTRAKT

Zavedeni metody méieni vitaminu K na voltametrickém zarizeni PalmSens
EmStat3

Bakalatska prace se zabyva zavedenim metod na voltametrickém zatfizeni EmStat3 firmy
PalmSens. Cilem prace bylo zapojeni a zprovoznéni piistroje EmStat3 v laboratornim
zazemi. Soucasti prace bylo provedeni sérii méfeni na elektrochemickém standardu
(hexakyanoZelezitanu draselném) pro ovéfeni funkcnosti zatizeni za pomoci metody
cyklicka voltametrie. Za ucelem potvrzeni elektrochemické aktivity chinonové struktury
byl zkouman hydrochinon rozpustény v riznych organickych a anorganickych
rozpoustédlech. Byla provedena série voltametrického méfeni vitaminu K za pouziti
ruznych rozpoustédel. Pozornost byla soustfedéna na vliv rozpoustédla. Z ¢asti tykajici
se hydrochinonu vyplynulo, Ze chinonova struktura je elektrochemicky aktivni.
Jako vhodné organicka rozpoustédla byla oznacena nasledujici rozpoustédla: acetonitril,
methanol a propan-1-ol. Z anorganickych rozpoustédel se osvédc¢ila kyselina
chlorovodikova, sirova a dusi¢na.

Klicova slova

Cyklicka voltametrie, EmStat3, hexakyanoZzelezitan draselny, hydrochinon, vitamin K



ABSTRACT

Implementation of voltammetric measurement of vitamin K od device PalmSens
EmStat3

The dissertation deals with the implementation of methods on an EmStat3 voltammetric
device produced by PalmSens. The aim of the study was to connect and run the EmStat3
device in a laboratory background. The study also involved performing a series
of measurements on an electrochemical standard (potassium hexacyanoferrate) to verify
the functionality of the device using the cyclic voltammetric method. In order
to confirm the electrochemical activity of the quinone structure, hydrogquinone dissolved
in various organic and inorganic solvents was examined. A series of voltammetric
measurements of vitamin K were performed using various solvents. Attention was
focused on the effect of the solvent. The hydroquinone test demonstrated that the quinone
structure was electrochemically active. Acetonitrile, methanol and propan-1-ol were
identified as suitable organic solvents and hydrochloric, sulphuric and nitric acid proved
to be suitable inorganic ones.

Keywords
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbolii

Symbol Jednotky Vyznam

Ew V Pilvinovy potencial

m g Hmotnost

a mm Délka

b mm Sitka

M g- mol? Molarni hmotnost

p g-cm? Hustota

Ipa A Elektricky proud pro anodicky pik

loc A Elektricky proud pro katodicky pik

n - Pocet vyménovanych elektronti

F C - mol* Faradayova konstanta

A cm? Plocha elektrody

c mol - cm™® Koncentrace analytu

% Vst Skenovaci rychlost

D cm? - st Difuzni koeficient

R J-molt-K* Univerzalni plynova konstanta

T K Termodynamicka teplota
Seznam zkratek

ZKkratka Vyznam

AdSV Adsorptivni stripping voltametrie

ASV Anodicka stripping voltametrie

BDD Boérem dopovany diamantovy film

BDDFE Boérem dopované diamantové filmové elektrody

Csv Katodicka stripping voltametrie

Cv Cyklické voltametrie

DME Kapkova rtutova elektroda

DPP Diferenc¢ni pulzni polarografie

DPV Diferencni pulzni voltametrie

GC Plynova chromatografie

HPLC Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

IUPAC Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii

LSV Linearni sweep voltametrie

NPP Normalni pulzni polarografie

NPV Normalni pulzni voltametrie

SMDE Staticka kapkova rtutova elektroda

SV Staircase voltametrie

SWv Square wave voltametrie




1 Uvod

Vitamin K je vitamin hrajici dialezitou roli Vv lidském organismu. Jeho funkce
se uplatituje predevsim ve srdzeni krve, mineralizaci kosti a bunééném ristu. Lidskému
organismu se vitamin K dostava ve dvou jeho formach, ve formé vitaminu K1 obsazen¢ho
majoritné V zelenych rostlinach (napi. v kapusté, brokolici, €i nati petrzele) a ve forme
vitaminu Ko, jenz je produkovan bakteriemi sidlicimi v lidskych utrobach. Nedostatek
rustem, coz muze mit pro pacienty fatalni disledky. Z tohoto divodu jsou na trhu
piitomna 1é¢iva obsahujici vitamin K (napf. piipravek Kanavit). Naopak pro pacienty
trpici vysokou srazlivosti krve byla vyvinuta 1é¢iva blokujici koagula¢ni schopnosti
vitaminu K (napf. Warfarin), ktera snizuji pravdépodobnost vzniku onemocnéni,
jako jsou trombdza a embolie. V soucasné dob& se pro farmaceutické stanovovani
vitaminu K vyuzivaji vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s riznym typem
detekce. Vyhodou HPLC metody je pfedevsim jeji vysoka selektivita, citlivost, schopnost
detekovat nizké koncentrace vitaminu, které se v krevnim fecisti pohybuji v fadech
nmol-1, a maly objem vzorku potiebny pro detekci. Nevyhodou zlistava vysoka
nakladnost, coz dava prostor pro vyuziti jinych analytickych metod. Mezi tyto metody
majici potencial nahradit drahé HPLC metody je mozné zafadit elektrochemické metody,
piedevsim voltametrii. V soucasné dob¢ se pracuje na vyvoji voltametrickych metod
Vv oblasti biomediciny. Vyhodou téchto metod je vysoka selektivita a schopnost detekce
nizkych koncentraci elektrochemicky aktivnich latek ve slozitych biologickych
systémech (napf. v krvi, nebo moc¢i). Na trhu Ize v dnesni dobé nalézt mnoho
voltametrickych zatizeni. Tato prace byla naméfena na voltametrickém zatizeni EmStat3
od firmy PalmSens, jez bylo navrzeno, aby bylo kompatibilni, jak s klasickym
tiielektrodovym zapojenim, tak s modernimi tlustovrstvymi elektrochemickymi senzory.
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1.1 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je sezndmeni se s problematikou stanovovani vitaminu
K za pomoci elektrochemické metody cyklicka voltametrie. Pro stanoveni bude vyuzit
elektrochemicky pfistroj EmStat3 od firmy PalmSens, jehoz vhodné navrzeni, zapojeni
a zprovoznéni v laboratoti biochemie bude souc¢asti bakalarské prace. V nésledujici ¢asti
budou popsany jednotlivé ¢asti méftici aparatury a elektrochemicky aktivni latky,
které budou vyuzity pii provedeni experimentu. Funkénost voltametrického pfistroje
EmStat3 bude ovéfena na elektrochemicky aktivni latce (hexakyanozelezitanu
draselném). Dale budou provedeny experimenty s hydrochinonem, chinonové struktury,
kterd je soucasti vitaminu K. Posléze budou provedeny experimenty s vitaminem K
za pouziti riznych organickych i anorganickych rozpoustédel. Nasledn¢ bude provedena
analyza vlivu pouzitého rozpoustédla na stanoveni vitaminu K. Na zaklad¢ provedené
analyzy vysledkt budou vybrany vhodné podminky pro méfeni. Soucasti prace bude
sestaveni navodu pro pouziti ptistroje EmStat3 v laboratornim zazemi.
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2 Prehled soucasného stavu

2.1 Elektrochemie

Elektrochemie je védni obor, ktery studuje rovnovahy a déje v homogennich
a heterogennich systémech, v nichZz ¢astice alespon jedné ze slozek nesou elektricky
naboj. Zkoumani mohou byt podrobeny -elektrické vlastnosti chemickych prvka,
nebo mize byt zkouman samotny elektrochemicky déj. [1; 2]

Elektrochemické metody

Elektrochemické metody mohou byt rozdéleny do dvou zakladnich oblasti.
Rozeznavame metody zalozené na elektrodovém dé&ji a metody, které méii elektrické
vlastnosti roztoka.

Pod metody zaloZené na elektrodovém dé&ji spadaji metody, pfi nichz na elektrodach
probihé redukce, ¢i oxidace. Elektrodovy d¢j je tedy oxida¢né redukéni reakcee, jenz lze

popsat dle nasledujici rovnice:
0X+n-e <> red
(2.1)

Zde jsou zatfazeny metody, pfi nichZ je méfeno rovnovazné napéti elektrochemického
¢lanku, nebo pii nichz elektrochemickym ¢lankem prochdzi elektricky proud. V prvnim
pfipad¢ nazyvame elektrochemickou metodu potenciometrii. V druhém vyse uvedeném
ptipad¢€ rozeznavame vice druht metod. V ptipad¢, kdy se koncentrace latky prakticky
neméni, oznaCujeme metodu za voltametrii, nebo Kklasickou polarografii, naopak
Vv piipad¢ zmény koncentrace latky, kterd je zplisobena vlivem elektrolyzy, nese metoda
oznaceni elektrogravimetrie, nebo coulometrie.

Metody zalozené na elektrickych vlastnostech vyuZivaji moznosti méteni vodivosti
roztokll, nebo kapacity. Metoda, pfi niZ je méfena vodivost roztoku, je oznaCovana
jako konduktometrie, metoda, pfi niz jsou ziskavany informace o hodnotach kapacity,
byla pojmenovéana dielektrimetrie. Mezi elektrochemické metody patii 1 separacni
metody, jejichz princip spo¢iva v rozdilné rychlosti migrace nabitych ¢astic v elektrickém
poli. Tyto metody nesou oznaceni elektroforéza a izotachoforéza. [1]

Rozvoj nanotechnologii v elektrochemii vedl ke zkoumdani dé&t v biologickych
systémech. Ptikladem vyuziti nanotechnologie v elektrochemii miZze byt napf. nano-
senzor. Jedna se o zafizeni, které vyuziva vlastnosti nanomateridli k detekci fyzikalnich,
chemickych ¢i biologickych veli¢in. Je-li senzor upraven pro préci s biologickymi
materialy, praci in vivo nevyjimaje, lze hovofit o nanobiosenzoru. [3] Tento rozvoj
posunul elektrochemii na predni pficky modernich analytickych metod a napomohl
K vyvoji senzori pro biomedicinu.
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2.2 Polarografie a voltametrie

Polarografie i voltametrie jsou elektrochemické déje patiici do skupiny metod
zalozenych na elektrodovém d¢ji. Polarografie je elektrochemickd metoda zkoumajici
elektroaktivni latky obsazené v analyzovaném roztoku pomoci systémem dvou elektrod.
Pro voltametrické stanoveni je potieba elektrod tii. [1; 4] Pii polarografickém méfeni
se vyuziva proménlivé kapajici rtutové polarizovatelné elektrody. Voltametrické
stanoveni vyuziva tuhé polarizovatelné elektrody (napi. grafitové, nebo platinové
elektrody). Na elektrody, jez jsou ponofeny do roztoku analytu, je vkladano proménlivé
napéti a je sledovan prochdzejici elektricky proud.

Polarografie byla objevena profesorem Jaroslavem Heyrovskym, ktery tuto
metodu intenzivné studoval. Jeji princip byl zvefejnén roku 1921 v ¢asopise nazvaném
Chemické listy. Za svlij pfinos V oblasti elektrochemie posléze roku 1959 prevzal
Nobelovou cenou.

2.2.1 Polarizace elektrod

U dokonale polarizovatelné elektrody mize i maly elektricky proud vyvolat jeji
polarizaci. [5] Z tohoto divodu je dilezité, aby pracovni elektroda byla malych rozméra.
Naopak referencni elektroda by méla mit velkou pracovni plochu, aby se zabranilo jejimu
ovliviiovani elektrickym proudem.

Zapojenim elektrochemického ¢lanku s polarizovatelnou a nepolarizovatelnou
elektrodou vznikne v elektrickém obvodu polariza¢ni napéti, které je dano rozdilem
elektrickych potencialii polarizovatelné a nepolarizovatelné elektrody.

Po ptekro¢eni rozkladného napéti, tzn. rozkladného potencidlu pracovni
elektrody, zane obvodem prochdzet elektricky proud a na pracovni elektrodé zacne
dochazet k vyluGovani analytu. Je-li na polarizovatelné elektrodé vytvofen zaporny
potencial vici nepolarizovatelné elektrod¢€, pak slouzi pracovni elektroda jako katoda.
V tomto ptipadé budou elektrony piechazet do roztoku, zptsobi redukci redukovatelnych
latek, a prochazejici elektricky proud ponese nazev redukéni. Je-1i na pracovni elektrodu
vlozen kladny potencidl vii¢i referenéni elektrod¢, pak polarizovatelna elektroda slouzi
jako anoda, elektrony jsou od&erpavany zroztoku, ¢imz dochazi k oxidaci
oxidovatelnych latek, a obvodem tece oxidac¢ni elektricky proud.
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2.2.2 Déje na pracovni elektrodé

Zmény zpusobené elektrodovymi d€ji nastdvaji pouze v blizkosti pracovni
elektrody. Cely proces zahrnuje tyto dé€je: transport elektroaktivni latky k elektrodg,
vlastni elektrodovy dé&j a vylucovani produktu na elektrod¢, popiipadé jeho transport
od elektrody. [1] Transport elektrochemicky aktivni latky v roztoku miize probihat tfemi
zpusoby. Prvnim zpiisobem je difuze. Tento jev je fizen koncentraCnim spadem
Vv blizkosti polarizovatelné elektrody, ktery je zpisoben ubytkem této latky u elektrody
vlivem elektrolyzy. Druhym zpisobem je migrace, jez je vyvolana pfitomnosti
elektrického pole mezi elektrodami. Posledni moznosti je konvekce, jizZ rozumime tok
elektrochemicky aktivni latky vlivem teplotnich rozdilt, poptipad¢ michani.

Cilem polarografického a voltametrického métfeni je zjisténi koncentrace
elektrochemicky aktivni latky. Z tohoto divodu je dileZité, aby v roztoku probihala
difuze a aby byla potlacena migrace zkoumané latky. Zamezeni migrace muze byt
provedeno pfidanim roztoku o koncentraci, kterd je stondsobné vyssi nez koncentrace
elektrochemicky aktivni latky. Timto zpusobem je zajisténo, ze migruji pfevazné ionty
latky pfidané a migrace zkoumané latky je zanedbatelna. Bézné se pro ucely zamezeni
migrace pouzivaji chloridy, chlore¢nany, chloristany, sirany vapniku a alkalickych kovii,
v zasaditém prostiedi je vhodné vyuzit napf. uhli¢itan sodny nebo uhli¢itan draselny. [6]

2.2.3 Elektrody a jejich zapojeni

Polarografick4d méfici aparatura se sklada z polarizovatelné elektrody, zasobniku
rtuti, galvanometru, zdroje napéti a polarografické nadoby. Polarograficka nadoba je
soucasti méfici aparatury, jez obsahuje studovany roztok. Zahrnuje i nepolarizovatelnou
elektrodu, k niz je vztahovan potencial polarizované elektrody. [7] Pracovni elektroda
je ponofena do zkoumaného roztoku a referencni je umisténa na dné€ polarografické
nadoby. Galvanoskopem je posléze méten elektricky proud mezi pracovni a referen¢ni
elektrodou. Polarizovatelnd elektroda byva zapojena jako anoda a nepolarizovatelna
elektroda byva zapojena jako katoda.

(@) J1[&

oxygen free

nitrogen

solution ol unknown subs,
with excess inert salt

+

Obrazek 2.1: Schématické dvouelektrodové zapojeni v polarografii [7]
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Pro moderni voltametrickd méfeni se vyuzivaji elektrody pracovni, referen¢ni
a pomocné. Elektroda, na které je méten prochézejici elektricky proud, je polarizovatelna
elektroda a je oznaCovana jako pracovni. Potencial pracovni elektrody zavisi
na koncentraci sledované latky. [1] Referen¢ni elektroda, nepolarizovatelna, je malo
zéavisla na hodnoté prochazejiciho elektrického proudu a jeji potencial je konstantni.
Pomocna elektroda slouzi k uzavieni obvodu. Elektricky proud pii voltametrickém
méfeni protékd mezi pracovni a pomocnou elektrodou. Potencidl polarizovatelné
elektrody je méfen mezi pracovni a referencni elektrodou voltmetrem.

S ampérmetr

. :x:::lll|l|rll el

Obrazek 2.2: Dvou- a tiielektrodové zapojeni ¢lanku pro voltametrii [8]

Pracovni elektrody tvofené kovovou rtuti se diky moznosti reprodukovatelnosti
vysledkt experimentu, homogenité a snadné obnovitelnosti povrchu povazuji za standard
a jsou tudiz hojn¢ vyuzivany. [9] Prace se rtuti je vsak legislativné omezena Evropskou
unii, nebot’ je toxickd. Diky této neptiznivé vlastnosti rtuti jsou snahy nahradit ji jinymi
netoxickymi materialy napf. stiibrnym pevnym amalgamem. [10] Stacionarni elektrody
jsou pro méfeni vyhodné z hlediska mechanické stability, avSak maji sklony k Casté
pasivaci, coz vyzaduje jejich mechanické a elektrochemické Cisténi. Vyhodou oproti
rtutovym elektrodam je skutecnost, ze S pevnymi elektrodami se da pracovat i v oblastech
kladného potencidlu a stanovovat tak latky obsazené v roztoku oxidaci. Mezi materialy
vhodné pro konstrukci téchto elektrod patii pfedevSim materidly na bazi stiibrného
amalgamu rizné formy (pastové ¢i pevné), stiibrné i uhlikové pevné kompozity, zlaté
a platinové kompozity. [11] V poslednich dvou desetiletich je vénovana pozornost
novému elektrodovému materialu, diamantovému filmu dopovanému borem (BDD).
Mezi jeho vyhodné vlastnosti patfi mechanickd i chemickd stabilita, nizky zbytkovy
proud a biokompatibilita. Dal$i dilezitou vlastnosti BDD filmu je Siroké potencialové
okno, zavislé na kvalit¢ filmu a dosahujici nejcastéji hodnot kolem 3,5 V. Borem
dopované diamantové filmové elektrody (BDDFE) je z tohoto divodu mozné vyuzit
pfi elektrochemickych reakcich, jez jsou charakteristické potencidlem, kterého nelze
jinym zpisobem dosahnout. [12] Diky svym vlastnostem je BDD film rezistentni vici
pasivaci, coz znéj ¢ini vhodny materidl pro velmi citlivd stanovovani organickych
1 anorganickych latek.
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Nejcastéji pouzivanymi referencnimi elektrodami jsou vodikova, Ag/AgCl
(argentchloridova), merkurosulfatova a kalomelova elektroda. [8] Pomocna elektroda je
charakteristickd svym sloZenim z inertnich materidlti (napf. platinovy drat nebo plisek).

2.2.4 Vyhody polarografickych a voltametrickych metod

Vyuzivani polarografie a voltametrie je z hlediska moderni techniky pfinosné.
Jednou z podstatnych vyhod je Sifka spektra stanovovanych analyti. Lze stanovovat
siroké spektrum anorganickych, organickych i organokovovych sloucenin v Sirokém
koncentraénim rozmezi 10° — 102 molI". Stanoveni mize byt provedeno za pomoci
jediného pfistroje, jehoz potizovaci i provozni naklady nedosahuji takové vysky jako
pfistroje slouzici u spektrometrickych ¢i chromatografickych metod. [13] Dalsi vyhodou
je moznost stanoveni vice analyti vedle sebe, maji-li rozlisitelné potencialy piku.
7 méfeni lze ziskat informace o kvalitativnim (chemickém i redoxnim) a kvantitativnim
slozeni. Mezi vyhody lze zaradit i vysokou rychlost stanoveni, snadné zpracovani
potencialovych kiivek a moznost stanoveni obsazenych latek v malém mnozZstvi roztoku.

2.2.5 Vyuziti voltametrickych a polarografickych metod

Polarografické i voltametrické metody maji Siroké spektrum vyuziti. S jejich pomoci
lze stanovovat vétSinu prvka periodického systému, anorganické i organické polutanty,
pesticidy, regulatory rostlinného/Zivo¢isného ristu a vyznamné organické latky (barviva,
polymery, monomery, vybusniny a agrochemikalie) ve vod¢ i v jinych matricich
(napt. v potravinach a krmivech). V neposledni fad¢ je mozné vyuZit tyto metody
ke stanovovani stopovych mnozstvi 1é¢iv popt. jejich metabolitd v télnich tekutinach.
Pro stanovovani v sloZitych matricich (napf. moci, nebo krvi) se vyuziva kombinace
predbéznych separaénich metod (extrakce, tenkovrstva chromatografie) a volta-
metrickych, ¢i polarografickych metod. Pro tato stanoveni byva volena pulzni
polarografie, ¢i adsorpéni rozpoustéci voltametrie, jez umoznuji stanovovani velmi
nizkych koncentraci. [13]

Kromé jiz klasickych a vSednich pouziti 1ze polarografii a voltametrii vyuZit
I pro specialni stanovovani. Samostatnou disciplinu biologickych aplikaci tvofi
tzv. ,voltametrie in vivo®, ktera slouzi ke sledovani fyziologicky uéinnych latek
endogenniho ptivodu. Jsou sledovdny koncentraéni zmény, které mohou nastat
v disledku raznych fyziologickych pochodt, nebo v disledku ptsobeni chemickych
latek vnéjsiho ptivodu. [14] Rada latek mtize byt sledovana prostiednictvim aplikovaného
¢idla (v tkani, organu nebo céve), nebo mikroelektrody. Timto zpisobem lze méfit
napf. chovani neurotransmitertt v mozkové tkani. Elektrochemie ,,in vivo* mize lidstvu
poskytnout informace tykajici se zdkladnich biologickych procest, jeZ mohou pomoci
k rozpoznani chorob, jejich prevenci a kontrole zdravi pacientt. Dalsi specialni vyuziti
muze byt zminéno v souvislosti s DNA v toxikologické analyze a 1ékatské diagnostice.

Pti naruseni molekuly DNA mohou na rtut'ové elektrodé adeninové a cytosinové zbytky
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podléhat redukci. Toto poruseni se na voltametrické kiivce projevi jako pik, z jehoz vysky
je mozné urit miru poskozeni, které muze vést ke zméné Zivotniho cyklu buiiky,
na jehoz konci mize byt i tvorba nadord. Lze tak stanovit interakci molekuly DNA
napf. s gama zafenim, nebo genotoxickymi latkami. Ve fazi védeckého vyvoje se nyni
nachazi moznost detekce bakterii a virGi za pomoci voltametrickych a polarografickych
metod. Vysledkem tohoto badani by mély byt senzory urcené pro jejich detekci. Metody
nachazi uplatnéni i v imunologickych méfenich, pfi nichz se zkouma reakce antigenu
s protilatkou. Pro takovato méfeni se vyuziva adsorptivni stripping voltametrie (AdSV),
pfi niz jsou antigen a protilatka (voltametricky se Casto chovaji obdobné) nahromadény
adsorpci na elektrodé. Na vysledné kiivce je poté mozné sledovat jejich interakce. [14]
Tato metoda byla napf. pouzita pii sledovani reakci probihajicich mezi lymfocytickymi
leukemickymi bunikami a vypéstovanou protilatkou.

Vyse zminéné metody je mozné vyuziti pro rizna stanovovani pomoci
biosenzord. Biosenzor lze definovat jako pfenosné analytické zafizeni skladajici
se ze dvou hlavnich komponent: z biologické slozky a fyzikdlniho pfevodniku.
Biologicka slozka, tzv. selektor (enzym, protilatka, antigen, receptor, lektin, nukleova
kyselina), je komponent rozpoznavajici analyt naseho zajmu, zatimco fyzikalni ptevodnik
(tranducer) pievadi biointerakce na vhodny analyticky signal. V principu se jedna
o konverzi interakce biochemické na uréity druh interakce fyzikalni. [15] Vyhodou
biosenzori je pfedevs§im jejich mala velikost, vysoka selektivita, rychla analyza, snadna
obsluha a méteni bez specialnich reagenci.

2.3 Polarografické metody

Polarografie je elektrochemicka metoda, pti které se méti zavislost elektrického
proudu na elektrickém napéti vkladaném mezi rtutovou kapkovou/statickou rtutovou
elektrodu a referencni elektrodu. Dle soucasného pojeti polarografie nema vyznam
puvodni elektrochemické metody, poklada se za soucast voltametrie. [16] Mezi soucasné
pouzivané polarografické metody patii predevsim klasicka polarografie, diferenéni pulzni
polarografie (DPP) a normalni pulzni polarografie (NPP), pticemz klasicka polarografie
je nahrazovana moderné€j$imi formami (NPP a DPP) kvuli jejich vyssi citlivosti. Dalsi
pozitivum modernich forem polarografie je vyrazné sniZeni spotieby rtuti, kter¢ho je
dosazeno pouzitim kapkovych rtutovych elektrod (DME), statickych kapkovych
rtutovych elektrod (SDME) a visicich kapkovych rtutovych elektrod s mechanickym
odtrhavanim kapek. [7; 17; 18]
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| — E kFivky

Kiivky oznafované jako I — E kiivky vyznacuji v polarografii zavislost
elektrického proud, ktery prochazi elektrodou, na potencidlu této elektrody. Jsou
téz znamy pod ozna¢enim polariza¢ni, voltametrické, ¢i polarografické kiivky a viny. [1]
Ptitomnost latky podléhajici elektrodové reakci (depolarizatoru) dava za vznik
polarografické vIng, jejiz poloha urcuje kvalitu a hodnota limitniho proudu kvantitu. [5]
Zkouman¢é latky maji charakteristickou hodnotu potencidlu, ktera je oznacCovana
jako pilvinovy potencial (Ei2), ktery je pro danou latku konstantni. Tvar polariza¢ni
ktivky je zavisly na polarizaci pracovni elektrody, jez je zavisla na slozeni roztoku.

Na polarizacni kiivce lze rozeznat tii rizné oblasti. Jedna se o oblast polarizace,
depolarizace a limitniho difuzniho proudu.
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Obrazek 2.3: a) oblast polarizace b) oblast depolarizace ¢) oblast limitniho difuzniho proudu [5]

V polariza¢ni oblasti polariza¢ni kiivky nedosahuje vlozené napéti potiebnych
hodnot pro rozkladné napéti. Z tohoto diivodu obvodem témét neprotékd elektricky
proud. Maly elektricky proud, ktery zde mizeme nalézt, se nazyva nabijeci, ¢i kapacitni
elektricky proud. V depolarizacni oblasti pfesahuje vloZené napéti hodnotu rozkladného
napéti. Diky pfesahu se na katod€ vyredukuje elektrochemicky aktivni latka a obvodem
protékd elektricky proud. Oblast limitniho difuzniho proudu je charakteristicka tim,
ze se v okoli elektrod vyrovna ubytek pieménénych latek diky difuzi. Velikost vysky
polariza¢ni viny udava velikost limitniho difuzniho proudu.

Aby bylo dosazeno kvalitnich polarografickych kfivek, ptidavaji se do roztoku
povrchové aktivni latky (napf. Zelatina), které pfi dopadu kapicky rtuti zabranuji vifeni
elektrolytu. Zkresleni mize zpusobit i kyslik pfitomny v roztoku, ktery by se redukoval
na peroxid vodiku. Z tohoto diivodu se roztoky nechéavaji probublévat dusikem/argonem.
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2.4 Voltametrické metody

Voltametrie je elektrochemicka metoda, pifi niz se mezi polarizovatelnou
a nepolarizovatelnou elektrodu vklada napéti. Zasadnim rozdilem, kterym se voltametrie
odliSuje od polarografie, je jeji polarizovatelna elektroda. V piipadé polarografie
se vyuziva rtutové kapkové elektrody, zatimco v ptfipadé¢ voltametrie se vyuziva
stacionarnich elektrod, které maji konstantni povrch. Zavislost prochazejiciho
elektrického proudu na vkladaném napéti se nazyva voltamogram.

Mezi moderni voltametrické metody patii: linearni sweep voltametrie (LSV),
AC voltametrie, cyklicka voltametrie (CV), metody spadajici pod rozpoustéci voltametrii
a metody spadajici pod pulzni voltametrii. Do metod pulzni voltametrie jsou zafazeny
normalni pulzni voltametrie (NPV), diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV), square wave
voltametrie (SWV) a staircase voltametrie (SV), ktera potlacuje vliv kapacitniho proudu
v pribéhu méfeni. [19; 20] Mezi metody rozpoustéci voltametrie patii adsorptivni
stripping voltametrie, katodicka stripping voltametrie (CSV) a anodicka stripping
voltametrie (ASV), kterd je z modernich pouzivanych elektrochemickych technik
nejcitlivéjsi. Pomoci ASV jsme schopni rozeznat elektrochemicky aktivni latky
v roztoku, jejichz koncentrace se pohybuje vrozmezi 10° — 102 mol-I. Metody
rozpouStéci  voltametrie jsou specifické stanovovanim elektroaktivnich latek
ve zkoumaném analytu pfi elektrolytickém rozpousténi téchto latek, nikoliv pfi jejich
vyluovani na polarizovatelné elektrodé. [1] Katodicka stripping voltametrie je vhodna
pro latky, které s materidlem elektrody vytvari nerozpustnou stl, nebo nerozpustny film
na povrchu elektrody. AdSV je vyuzivana pro latky, jez se tézko rozpoustéji,
avSak elektrochemicky aktivni funkéni skupinu obsahuji. Z tohoto diivodu lze metodu
uplatnit pfi stanovovani biologicky aktivni latek, jako jsou léiva, vitaminy, ristové
stimulatory a pesticidy.

2.4.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie je elektrochemickd metoda zaloZena na vkladani napéti mezi
elektrody, které€ je charakteristické svym trojuhelnikovym prabéhem. Priibéh vkladaného
napéti neni linearni, ale je tvofen drobnymi potencidlovymi kricky, které pisobi
linearnim dojmem. Protékajici elektricky proud je méfen béhem druhé poloviny kazdého
potencialového krucku. [19; 20]
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Obrazek 2.4: Prabéh vlozeného napéti pro CV [20]

Cyklicky voltamogram se sklddd za dvou skenil, z dopfedné¢ho a zpétného,
které tvoti jeden cyklus. Doptedny sken zaind na pocateCnim potencialu a konéi
na zlomovém potencialu, zatimco zpétny sken zacina na zlomovém potencialu a je
ukonc¢en na konecném potencidlu. Hodnoty pocatecniho a kone¢ného potencidlu byvaji
zpravidla stejné. Prubéh elektrochemické reakce (redukce ¢i oxidace) Ize na voltamo-
gramu pozorovat jako pik. Na cyklickém voltamogramu Ize detekovat anodicky
a katodicky pik, které maji charakteristické hodnoty potencialu a elektrického proudu
Vv zavislosti na analyzované latce (kvalitativni veli¢ina) a jeji koncentraci (kvantitativni
veli¢ina). Anodicky potencial odpovida oxidaci redukované formy a dle IUPAC
se vyskytuje v oblasti kladnych hodnot elektrického proudu. Katodicky potencial
odpovida redukci oxidované formy a lze jej nalézt v zdpornych hodnotach elektrického
proudu. Potencialova osa je orientovana z leva doprava. [20] V soucasnosti se Ize potkat
I Sopacnou orientaci potencialové osy a anodickych a katodickych pikt v disledku
dodrzovani historickych zvyklosti (americka elektrochemicka literatura). Z vyselek-
tovanych jednotlivych piki, z jejich tvarti i vySek a zmén téchto parametrd pii rizné
skenovaci rychlosti lze ziskat informace ohledné analyzovanych latek. Mize se jednat
napt. o informace tykajici se kinetiky pfenosu naboje, ¢i informace spojené
S probihajicimi reakcemi (napf. pfenos naboje). Charakteristickou schopnosti cyklické
voltametrie je schopnost pti zpétném skenu reoxidovat, nebo opét zredukovat produkt,
ktery vzniknul pti dopfedném skenu. [21]
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Obrazek 2.5: Cyklicky voltamogram [19]

Elektrochemické reakce lze dle tvaru cyklického voltamogramu rozdé€lit do dvou
skupin. Jedna se o reakce ireverzibilni a kvazireverzibilni. Ireverzibilni reakce jsou
charakteristické dobfe viditelnym katodickym i anodickym pikem. Elektricky proud pikt

je dan Randles - Sevéikovou rovnici:

I =1 20,4463~n-F-C'A-(n.F.V.D)1/2.(R.T)—llz

pa

2.2)

Oproti tomu kvazireverzibilni procesy maji dobie viditelny anodicky pik. Katodicky
pik je v pfipadé€ kvazireverzibilnich dé&jii pouze naznacen a elektricky proud pikl je dan
Berzins — Delahayovou rovnici:

. =1,,=06105-(n-F)**-(R-T)"* D" .c-v**

pa
(2.3)
V rovnicich vystupuji nésledujici veli€iny: elektricky proud pro anodicky pik lpa,
elektricky proud pro katodicky pik lpc, pofet vyménovanych elektrond n, Faradayova

konstanta F, plocha elektrody A, koncentrace analytu c, skenovaci rychlost v, difuzni
koeficient D, univerzalni plynova konstanta R a termodynamicka teplota T.
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3 Metody

3.1 Pristroj EmStat3 a nastroje pouzité béhem experimentu

Mg¢fici soustava na provedeni experimentu se sklada z pfistroje EmStat3, jenz je skrz
USB port propojen s poc¢itacem, na némz je nainstalovan software PSTrace4, konektoru
KAIC.5 a tlustovrstvého elektrochemického senzoru.

3.1.1 EmStat3

Firma PalmSens se zabyva tvorbou elektrochemickych zatizeni. Momentalné jsou
na trhu uvedeny tfi druhy elektrochemickych zatizeni od této firmy. Jedna se o pfistroje
PalmSens, MultiEmStat a EmStat. EmStat pfistroje jsou nejmensi elektrochemicka
rozhrani, ktera jsou na trhu, a jsou v§eobecné pouzivany jako potenciostaty. [22] Pfistroj
EmStat3 podporuje techniky: linearni sweep voltametrii, diferencialni pulzni voltametrii,
square wave voltametrii, normalni pulzni voltametrii a cyklickou voltametrii. [23]

Pro spravnou kooperaci s méficim zafizenim a pocitatem je nutné pouzit software
PSTrace4, ktery byl pro tato zatizeni navrzen. PSTrace4 podporuje nasledujici techniky,
kde vétSina z téchto technik mtize byt pouzita pro rozbor stopové analyzy. Aplikovatelné
voltametrické techniky jsou: linearni sweep voltametrie, diferencialni pulzni voltametrie,
square wave voltametrie, normalni pulzni voltametrie, AC voltametrie, cyklicka
voltametrie a stripping chronopotentciometrie (nebo PSA). [19]

Obrazek 3.1: Pistroj EmStat3 [23]
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3.1.2 Konektor KAC1.*

Konektory fady KAC1.* jsou vyrobky firmy BVT Technologies a.s., které umoznuji
pouziti biosenzorii se substratem typu ACI1, AC4, AC11l, AC13, AP1, CC1, CC2
a TS1.[24] Na provedeni experimentalniho méteni byl zvolen konektor KACL.5,
jehoz zakonceni je tvofeno Ctyfmi malymi bananky. Konektor neni specifikovan
pro pouziti s urCitym elektrochemickym pfistrojem a jeho kabel zajistujici propojeni
konektoru s pfistrojem je stinény, aby bylo zamezeno vzniku Sumu. Konektor KAC1.5
ma hmotnost m=36,0 g, je dlouhy a =37,0 mm a $iroky b=10,0 mm.

Obrazek 3.2: Konektor KACL1.5 s vlozenym tlustovrstvym elektrochemickym senzorem [24]

3.1.3 Tlustovrstvé elektrochemické senzory

Vyvoj senzoru

Princip tlustovrstvé technologie spociva v protlaceni pasty volnymi oky sitky
s motivem na izola¢ni podlozku, ¢imz se vytvofi vrstva pasty v seskupeni, které je
identické jako na sit’ce s motivem. Pasta se volnymi oky sitky protlacuje stérkou (zastava
funkci flexibilniho noze). Schématicky nacrt 1ze pozorovat na obrazku 3.3. [25; 26]

pasta

s:lka\. \ T stirka
emulze '
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sitotisk

L, YOI
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[, ST

natisknuta vrstva

Obrazek 3.3:Schématicky nacrt [27]
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Pro vyrobu tlustovrstvych senzort se vyuziva Siroké spektrum past, které se skladaji
ze Ctyf hlavnich komponent: do¢asného pojiva, permanentniho pojiva, funkéni slozky
a fedidla. Obsah jednotlivych prvki ve funkéni slozece nésledné ovliviuje vlastnosti past,
vcetné elektrickych vlastnosti. Dle téchto vlastnosti 1ze rozdé€lit pasty na vodivé,
dielektrické nebo odporové. [28] Nasledujicimi kroky po protlaceni pasty oky jsou
zasu$eni, ¢imZ se srovnaji nerovnosti vzniklé pii sitotisku, a vypal senzoru. [27]

Mezi vyhody tlustovrstvé technologie patii pfedevsim Cistota pouzitych materiald,
Siroky vybér materidli pracovni elektrody, mnozstvi pouzité funkéni slozky, moznost
integrace poli elektrod, rtznorodost funkéni slozky a moznost spojeni s novymi
technologiemi. Siroky vybér materiali pracovni elektrody poskytuje vyrobci moznost
vytvofit kompaktni senzor, jenz je na rozdil od klasickych elektrod homogenni,
coz zabezpecuje rychlou odezvu senzoru a reprodukovatelnost experimentalniho méteni.
V tlustovrstvych senzorech je pouzito mensi mnozstvi aktivnich materidlt, avs$ak elektro-
chemické vlastnosti jsou totozné s vlastnostmi klasickych elektrod. To znamena, ze kupni
cena tohoto senzoru je vyrazné niz$i a senzor lze v pfipad¢ jeho kontaminace snaze
nahradit novym. Riiznorodost funkéni slozky poskytuje vyrobci moznost vytvoreni
aktivnich ploch z klasicky pouzivanych kovii, jako je platina, ¢i zlato, ale i ze slitin.

Senzor AC1

Senzory fady AC1 jsou vyrobky firmy BVT Technologies a.s. Jednd se o senzor,
ktery ma v sob¢ integrované klasické elektrody. Jeho vyhodami v porovnéni s klasickymi
elektrodami jsou levnost, jednoduchost, odolnost a homogennost, jez je dilezita
pro reprodukovatelnost méfeni a rychlost odezvy.

Senzor fady AC1 miize byt vytvofen z riznych materialti a pro popis jeho slozeni
se vyuziva nasledujici formule AC1.W* R* (*). Prvni pismeno v této formuli charakteri-
zuje metodu, pro kterou je vhodné senzor pouzit. Muize se jednat o amperometrii (A),
¢1 konduktometrii (C). Druhé pismeno v potadi urcuje nosny substrat. V tomto ptipadé je
pismeno C pouZito pro nosny substrat keramické povahy a pismeno P oznacuje plastovy
nosny substrat. Nasleduje pismeno W, které je doprovazeno znakem, jenz charakterizuje
material pracovni elektrody. Mize se jednat o pismeno S, které znaci, Ze pracovni
elektroda je tvofena vrstvou zlata a platiny, nebo ¢islo 1, jenz je charakteristické
pro pracovni elektrodu vyrobenou z &istého zlata. Cislo 2 nese pracovni elektroda
vyrobena z Cisté platiny, ¢islo 3 je ptitazovano elektrod¢€ z Cistého stiibra a Cisla 4 a 5
jsou charakteristickd pro elektrody, jez jsou tvofeny rtiznymi typ grafitu. Posledni
pismeno R je nasledovano znakem, ktery specifikuje referencni elektrodu. Jedné se o znak
S, ktery je pfifazen elektrodam vytvofenym ze stfibra, ¢islo 1, jenZ je charakteristické
pro elektrody vyrobené ze smési stfibra a chloridu stfibrného, a ¢islo 2, které oznacuje
elektrody z pochloridovaného stiibra. Tato formule mize byt obohacena o dvé pismena
H a T. Pismeno H je pouzito v ptipad¢, kdy mize byt senzor ohfivan, a pismeno T je
pouzito za predpokladu, Ze senzor bude pii experimentu vyuzit jako teplotni senzor. [29]
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Obrazek 3.4: Senzor typu ACLW*.R* (*) [29]

Na provedeni experimentu byl vyuzity tlustovrstvé elektrochemické senzory
s oznacenim typu AC1.W1.RS, AC1.W2.RS, AC1.W3.RS a AC1.WA4.RS. Jde o senzory
uréené pro amperometrii, jejichz nosny substrat je keramické povahy. Referencni
elektroda je tvotena stfibrem a pracovni elektrody jsou tvoreny Cistym zlatem, platinou,
stiibrem a grafitem. Délka senzoru AC1.W*.RS je a =254 mm, sitka tohoto senzoru
¢ini b=7,3 mm a hmotnost senzoru je m=0,5 g.

3.2 Elektrochemicky aktivni latky

Elektrochemicky aktivni latky jsou schopny elektrochemické piemény, tzn.,
ze v roztoku probiha jejich redukce, ¢i oxidace. Pro ovéfeni funkénosti pfistroje EmStat3
byl vybran roztok hexakyanozelezitanu draselného, ktery je povazovan za elektro-
chemicky standard. Na ovéfeni elektroaktivity vitaminu K byl pouzit roztok
hydrochinonu.

3.2.1 HexakyanoZelezitan draselny

Hexakyanozelezitan draselny (Cervena krevni sul, ferrikyanid draselny, potassium
hexacyanoferrate) méa vzorec K,[Fe(CN),]. [30]
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Obrazek 3.5: Struktura hexakyanozelezitanu draselného [30]
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Za standardni teploty a tlaku se vyskytuje ve formé rubinové zbarvenych krystali
nebo praSku charakteristického cerveno-oranzového zabarveni. Moldrni hmotnost je
M =329,248g - mol?, hustota je p=1,858g-cm>a rozpustnost ve vod& pii teploté
25°C je 48,8 g/100 ml H,O. [30] Dle literatury [31] probiha zakladni elektrochemicka
reakce dle nasledujici rovnice:

Fe(CN),' <> Fe(CN);> +e

3.2.2 Hydrochinon

Hydrochinon (benzen-1,4-diol) je organicka sloucenina patiici mezi fenoly
se vzorcem C,H 4(OH)2. Molekula hydrochinonu obsahuje dvé hydroxylové skupiny
navazané na fenolovém jadie v para pozici. [32]

- o
H

Obrazek 3.6: Struktura hydrochinonu [33]

Hydrochinon je za standardniho tlaku a teploty pevna latka ve formé bilého az svétle
Sedivého prasku. Molekularni hmotnost je M =110,112 g-mol™"a hustota je pii 20°C
dosahuje p = 1,328 g - cm™. [33] Dle literatury [34] probiha zakladni elektrochemicka
reakce dle nasledujici rovnice:

OH 0
Ty
_-_— +IH + e
L
OH 0
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3.2.3 Vitamin K

Vitamin K lze vSeobecné zatadit do skupiny hydrofobnich vitaminii rozpustnych
V tucich. Samotny vitamin hraje klicovou roli ve srazlivosti krve, bunééném ristu
a mineralizaci kosti. [35; 36]

Vitamin K hraje dulezitou roli v koagula¢ni kaskadé€, coz je termin oznacujici sled
udalosti s hierarchickou zavislosti v lidském téle, ktery davd za vznik sraZzeninam,
jez jsou pricinou zastaveni krvaceni. Hlavni pfi¢inou tvorby trombusu je aktivace
nékolika vitamin K dependentnich faktort, které zapticini vznik fibrinové sité a nasledny
vznik srazeniny. [37]

Posledni vyzkumy dokazuji, ze vitamin K u pacientl s osteopordzou zvysuje hustotu
kosti, ¢imz dochazi k snizovani pravdépodobnosti vzniku fraktury. [38]

Mezi pacienty trpici nedostatkem vitamin K se fadi osoby uzivajici antikoagulaéni
1é¢iva, 0soby svyznamnym posSkozenim, nebo onemocnénim jater, s poruchami
vstfebavani tuku a novorozenci.

Pacientim trpicim vy88i pravdépodobnosti tvorby krevnich sraZzenin jsou
ptedepisovana peroralni antikoagulacni 1é¢iva (napf. Warfarin, Heparin), ktera snizuji
moznost vyskytu plicni embolie, infarktu a mozkové mrtvice.

Vitamin K je souhrnny nazev pro nékolik forem tohoto vitaminu. V soucasné dob¢
jsou formy vitaminu K fazeny do t¥i t¥id dle podobné chemické struktury. Jedna
se 0 tfidu vitaminu Kj, tfidu vitaminu K7 a tfidu vitaminu Ks. Ve tfidé vitaminu Ko, 1ze
nalézt vice nez jednu formu vitaminu K. Zbylé tfidy obsahuji jedinou formu tohoto
vitaminu. [39]

=
9@ :
(@]
Obrazek 3.7: Vitamin K; [39]
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Obrazek 3.9: Vitamin K3 [39]

Vitamin K (fylochinon, 2-methyl-3-fytyl-1,4-naftochinon) ma sumarni vzorec
C,,H,0, a molarni hmotnost M = 450,707 g - mol™. [40] Je Siroce rozsifen ve vyssich
rostlinach a modro-zelenych fasach. Je soucasti mnoha pokrmi, obzvlasté listové
zeleniny a rostlinnych oleji.

Vitamin K, (menachinon) se déli na jednotlivé formy dle poétu opakujicich
se pétiuhlikatych jednotek v postrannim fetézci (pocet opakovani 1 — 14). Pro odliseni
jednotlivych forem vitaminu se pouziva zkratka MK nésledovana ¢islem, které udava
pocet opakujicich se jednotek v postrannim fetézci. [37] Formu vitaminu K MK-4
syntetizuji symbiotické bakterie v lidském organismu (stfevni mikroflora). V soucasné
dobé je povazovana za latku s potenciondlnim protinddorovym ucinkem, ovliviiuje
transkripéni faktory, coz ma za nasledek vznik apoptdézy bunky, popt. zastaveni
buné&¢ného cyklu. [41]

Vitamin K, (menadion) ma vzorec 2-methyl-1,4-naftochinon. Jedna se o synteticky
vyrabény naftochinon bez postranniho fetézce a aktivity, ktery muize byt pfeménén
na aktivni formu vitamin K. Vitamin K; mé4 sumarni vzorec C; ;H;O, a molarni
hmotnosti M =172,183g ‘mol™. Vitamin K3 je sou¢asti krmnych smési pro hospodatska
zvifata. Jeho pouZiti na lidech je zakazano Evropskou Unii kviili jeho negativnim vliviim

wrwe

a jater). [42]
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Stanoveni vitaminu K

Pro farmakologické a epidemiologické ucely jsou vyzadovany piesné analytické
metody zaruCujici vysokou selektivitu a citlivost, které umozni stanoveni nizkych
koncentraci vitaminu K; v plazmé pohybujici se v rozmezi 0,25 — 2,7 nmol 1%, [43; 44]
Z tohoto divodu jsou V soucasné dob¢ pro stanovovani vyuzivany chromatografické
metody, plynova chromatografie (gas chromatography, GC) a vysoce u¢inna kapalinova
chromatografie. [45] HPLC metoda poskytuje vyhodu diky nizkému objemu vzorku
nutného pro analyzu, coz je vyhodné piedevsim u détskych pacientii. Jednotlivé HPLC
metody vyuzivané k detekci vitaminu K seli§i pouzitym druhem detektoru. Muze
se jednat o detektory fluorescen¢ni [43; 44], detektory pracujici v ultrafialové oblasti [46]
a detektory elektrochemické [47; 48]. Vitamin K Ize stanovovat i pomoci spektro-
fotometrickych metod [49]. Jejich pfesnost je vSak nizs§i nez metod chromatografickych.

Stanovovani vitaminu K pomoci metody cyklicka voltametrie se v soucasné dobé
nachazi ve vyvoji. Problém je hydrofobnost vitaminu K. Ztohoto diivodu jsou
pro rozpusténi tohoto vitaminu zkouSena organicka rozpoustédla, jako je acetonitril [50],
dimethylforamid [51], methanol [52], chloroform [53] a dalsi. Jako pomocny elektrolyt
je mozné volit napf. tyto roztoky organickych soli: tetrabutylammonium hexafluorofosfat
(BusNPFe) [50] a tetracthylammonium tetrafluoroborat (TEABF4) [51]. Vyhodou pouziti
organickych soli jako pomocnych roztokl jsou dobie viditelné piky ve voltamogramech.
Nevyhodou pouziti téchto soli jsou jejich nebezpeéné vlastnosti (vysoka Skodlivost
pfi poziti a inhalaci, schopnost podrazdit kiizi i o¢ni okoli v ptipadé kontaktu a vysoka
toxicita pro vodni organismy). Z tohoto ditvodu je snaha nalézt a pouzivat mén¢ hazardni
soli jako je napf. dusi¢nan draselny (KNO3). [52] Vitamin K je dle literatury [54] mozné
stanovit i v anorganickych kyselinach a zasadach. Mezi tato rozpoustédla patii kyselina
chlorovodikova (HCI), kyselina dusi¢na (HNO3), kyselina sirova (H2SOs), kyselina
chlorista (HC104), hydroxid draselny (KOH) a hydroxid lithny (LiOH). [54]

3.2.4 Pouzité chemikalie

V experimentech byly pouZity chemikélie uvedené v tabulce 3.1, vSechny v Cistoté
p. a., a vitaminovy pfipravek Kanavit 0od mezinarodni farmaceutické spole¢nosti Zentiva,
jehoz u¢inna latka je vitamin Ki. Koncentrace vitaminu je 44-10° mol-I. Pomocné
slozky v ptipravku jsou polysorbat 80, dihydrat dinatrium-edetat a kyselina sorbova,
ktera je také elektrochemicky aktivni. [55; 56] Koncentrace pomocnych slozek nejsou
znamy.
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Tabulka 3.1: Pouzité chemikalie

Nazev chemikalie

Vyrobce

Hexakyanozelezitan draselny

Chlorid draselny
Chloristan draselny
Hydrochinon
Methanol
Ethanol
Propan-1-ol
Butan-1-ol
Trimethylbutan-1-ol
Acetonitril
Chloroform
Kyselina chlorovodikova
Kyseliny sirova
Kyselina dusi¢na
Kyselina sorbova
Hydroxid draselny

Lach-Ner s. r. o.
Lach-Ners.r. 0
Pentas.r. 0.
Lachema n. p. Brno
Lach-Ners.r.o
Lach-Ners.r.o
Lach-Ners.r.o
Lach-Ners.r. o
Lach-Ners.r. 0
Sigma
Lach-Ner s.r. o.
Lach-Ners.r.o
Lach-Ners.r.o
Lach-Ners.r.o
Sigma
Lach-Ner s. r. o.
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4  Vysledky

4.1 HexakyanoZelezitan draselny

Bylo provedeno méfeni metodou cyklicka voltametrie roztoku hexakyanozelezitanu
draselného pomoci pfistroje EmStat3. Byly proméfeny roztoky o koncentraci 1 mmol-1?,
2 mmol-1? a 5 mmol-1™. Jako pomocny roztok byl pouzit roztok chloridu draselného
o koncentraci 0,1 mol-1*t. Byly nastaveny tyto parametry méfeni: po¢ateéni potencial
U=-0,5V,zlomovy potencial U=0,5 V a skenovaci rychlost v= 1,0 V/s. Byla sledovana
zavislost prochazejiciho elektrického proudu na elektrickém napéti pfi navySovani
koncentrace K3[Fe(CN)6]. Pro sledovéani vlivu skenovaci rychlosti byl vyuzit roztok
hexakyanozZelezitanu draselného 0 koncentraci 2 mmol-1. Pogateéni i zlomovy potencial
byl stejny jako v ptipadé, kdy byl sledovan vliv koncentrace. Skenovaci rychlost postupné
nabyvala hodnot 0,1 V/s, 0,5 V/s a 1,0 V/s. Na provedeni ¢asti experimentu tykajici
se hexakyanozelezitanu byl pouzit tlustovrstvy elektrochemicky senzor s platinovou
pracovni elektrodou.

50
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10 —1mMm

2mM

-30 —5mM

Elektricky proud (pA)

-50

-70
-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6

Elektrické napéti (V)

Obrazek 4.1: Voltamogram pro K,[Fe(CN), ] pro koncentrace 1mmol-1%, 2 mmol-I*
a5 mmol-1?

31



50
40
30
20
10

—0,1V/s
0,5VI/s
-20 —1,0V/s

-10 —_

Elektricky proud (uA)

-30
-40
-50

-60
-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6
Elektrické napéti (V)
Obrazek 4.2: Voltamogram pro roztok KS[Fe(CN)G] pro koncentraci 2 mmol-1*
pro skenovaci rychlosti 0,1 V/s, 0,5 V/s a 1,0 V/s

4.2 Hydrochinon

Bylo provedeno méieni roztokii hydrochinonu o nami zvolené koncentraci
¢ = 3,2 mmol-It v riznych organickych i anorganickych rozpoustédlech pomoci metody
cyklicka voltametrie na pfistroji EmStat3. Jako pomocné elektrolyty byl pouzit roztok
chloridu draselného 0 koncentraci ¢ = 0,1 mol-1* a roztok chloristanu draselného
o koncentraci ¢ = 0,1 molI"*. Byly nastaveny tyto parametry méfeni: po¢ate¢ni potencial
U=-1,9YV, zlomovy potencial U = 0,9 V a skenovaci rychlost v = 1,0 V/s. Experiment
byl proveden za pomoci Ctyf elektrochemickych senzortli s riznou pracovni elektrodou.
Byly pouZity senzory se zlatou, platinovou, stfibrnou a grafitovou pracovni elektrodou.
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Obrazek 4.3: Voltamogram pro hydrochinon o koncentraci 3,2 mmol-1* v KCI — vybér senzoru

Nasledujici méfeni byla provedena s grafitovym senzorem, nebot poskytoval
voltamogramy s nejlépe viditelnymi piky.
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Obrazek 4.4: Voltamogram pro hydrochinon s riznymi pomocnymi roztoky A — KCIO4
B — KCI
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Obrazek 4.5: Voltamogram pro hydrochinon v 0,1M KCIO4 o koncentraci A — 1,6 mmol-I*
B — 3,2 mmol-1?

Jako organicka rozpoustédla byla pouzita kyselina chlorovodikova o koncentraci
0,1 mol-I'* a hydroxid draselny o koncentraci 2 mol-1. Vypovidajici hodnota byla pouze
u voltamogramu pro kyselinu chlorovodikovou, protoze pii pokusu o rozpusténi
hydrochinonu v hydroxidu draselném doslo k chemické reakci. Tato chemicka reakce

Mrwe

zapfti¢inila vznik nové slouceniny v roztoku.
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Obrazek 4.6: Voltamogram pro hydrochinon v HCI o koncentraci 0,1 mol-1*
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Z organickych rozpoustédel byl pouzit ethanol, methanol, propan-1-ol, butan-1-ol
a trimethylbutan-1-ol. Jako pomocny roztok byl vyuzit 0,1M chloridu draselného a 0,1M
roztok chloristanu draselného. Z ditvodu dobré viditelnosti piki na voltamogramu byl
pro nasledujici méfeni pouzit senzor s grafitovou pracovni elektrodou.
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Obrazek 4.7: Voltamogram pro hydrochinon v methanolu pro rizné pomocné roztoky A — KClI
B — KCIO4

Ve voltamogramech s roztoky chloridu draselného a chloristanu draselného nebyly
zasadnéjsi rozdily. Anodické i1 katodické piky bylo mozné pozorovat pii pouZiti obou
pomocnych roztokl. V piipad¢ pouziti chloridu draselného byly piky voltamogramu Iépe
viditelné a z tohoto diivodu je tento pomocny roztok pouzit pro nasledujici méteni.
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Obrazek 4.8: Voltamogram pro hydrochinon rozpustény v ethanolu o riznych koncentracich
A — 1,6 mmolI* B — 3,2 mmolI* s pomocnym 0,1M roztokem KCI
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Obrazek 4.9: Voltamogram pro hydrochinon o koncentraci 3,2 mmol‘1"? rozpustény
v propan-1-olu s pomocnym 0,1M roztokem KCI
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Obrazek 4.10: Voltamogram pro hydrochinon o koncentraci 3,2 mmol-1? rozpustény
v butan-1-olu a s pomocnym 0,1M roztokem KClI

Rozpusténi hydrochinonu v trimethylbutan-1-olu nebylo tGspésné. V pribéhu
rozpous$téni se vytvofil nehomogenni roztok. Z tohoto diivodu nebylo mozné provést

voltametrické méfeni.

4.3 Vitamin K

Bylo provedeno cyklické voltametrické méfeni vitaminu K Vv riznych
rozpoustédlech na pfistroji EmStat3 s tlustovrstvym elektrochemickym senzorem
majicim grafitovou pracovni elektrodu. Jako anorganicka rozpoustédla byly pouzity:
kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina sirova (H2SOs), kyselina dusi¢na (HNO3)
a hydroxid draselny (KOH) o koncentracich ¢ = 0,1 mol-I. Organicka rozpoustédla
pouzita pro stanoveni vitaminu K byly: methanol, ethanol, propan-1-ol, acetonitril
a chloroform. Parametry méfeni byly nastaveny nasledovné: pocateni potencial
U=-1,9V, zlomovy potencial U = 0,9 V a skenovaci rychlost v=1,0 V/s.
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Obrazek 4.11: Voltamogram pro vitamin K v HCI o riiznych koncentracich A — 4,3 mmol-I*?
B - 5,1 mmol-1* C — 5,8 mmol-1?
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Obrazek 4.12:Voltamogram pro vitamin K v H.SOs o riiznych koncentracich A — 3,5 mmol I
B - 4,3 mmol‘I* C - 5,8 mmol-I*
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Obrazek 4.13: Voltamogram pro vitamin K v HNO; o riiznych koncentracich A — 3,5 mmol-1?
B — 4,3 mmol-1* C — 5,8 mmol-1?
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Obrazek 4.14: Voltamogram pro vitamin K v KOH o riiznych koncentracich A — 3,5 mmol-I
B - 4,3 mmol-1"* C — 5,1 mmol-1* D — 5,8 mmol-1*
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Dalsim skupinou rozpoustédel byla organickd rozpoustédla. Vitamin K byl

po jednom rozpoustén v methanolu, ethanolu, propan-1-olu, acetonitrilu a chloroformu.
Jako pomocny roztok byl vyuzit chlorid draselny o koncentraci 0,1 mol-17.
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Obrazek 4.15: Voltamogram pro vitamin K rozpustény v methanolu o koncentraci
A — 3,2 mmol-1? B — 3,5 mmol‘lI* C — 3,8 mmol-1*
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Obrazek 4.16: Voltamogram pro vitamin K rozpustény v ethanolu o koncentraci
A — 3,2 mmolI! B - 3,5 mmol-1* C — 3,8 mmol-I*
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Obrazek 4.17: Voltamogram pro vitamin K rozpustény v propan-1-olu o koncentraci
A — 3,2 mmol-1? B — 3,5 mmol‘lI* C — 3,8 mmol-1*
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Obrazek 4.18: Voltamogram pro vitamin K v acetonitrilu o koncentraci 3,2 mmol-1* doplnény
0,1M KClI
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Vitamin K rozpustény Vv chloroformu neposkytoval moznost voltametrického
stanoveni. Divodem byla jeho rozpustnost. Pfi pokusu o jeho rozpusténi se vytvofil
nehomogenni roztok.

Byla také ovéiena kyselina sorbova, ktera je pomocnou slozkou Vv piipravku Kanavit.
Byl piipraven roztok kyseliny v sorbové v methanolu s pomocnym roztokem 0,1M
chloridu draselného. Vysledna koncentrace kyseliny sorbové byla 3,2 mmol-1™.
Rozpoustédlo methanol bylo zvoleno z diivodu dobré rozpustnosti kyseliny sorbové
V ném.
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Obrazek 4.19: Voltamogram kyseliny sorbové o koncentraci 3,2 mmol-1* rozpusténé
v methanolu a doplnéné 0,1M KCI
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5 Diskuse

Cilem bakalaiské prace bylo navrzeni vhodného zapojeni a zprovoznéni
elektrochemického zatizeni EmStat3. Pii jeho zapojovani bylo postupovano dle
technického manualu. Ptistroj EmStat3 je pro pouziti v laboratornim prostfedi vhodny,
nebot’ vykazuje kompatibilitu s klasickymi elektrodami i modernimi elektrochemickymi
senzory, kter¢ byly pro uclely bakalaiské prace zvoleny. Duvody pouziti
elektrochemickych senzorit byly: nizkd nakladovost, moznost bezproblémové vymeény
Vv ptipadé jeho poSkozeni a nizky objem vzorkl potfebny pro stanoveni. Mé&fici aparatura
se skladala ze stolniho pocitace s nainstalovanym softwarem PSTrace4, ptistroje
EmStat3, konektoru KACL.5 a elektrochemického senzoru AC1.W*.RS. Zapojeni bylo
intuitivni a probéhlo bez problémii, nebot’ kazdé spojeni mélo charakteristicky konektor.
Pro stanovovani elektrochemicky aktivnich latek bylo nutné zvladnout praci se softwarem
PSTrace4, ktery poskytuje Sirokou Skalu pouzitelnych elektrochemickych metod.
Po ziskani pfehledu o moznostech, které software nabizi, bylo jeho ovladdno vnimano
jako intuitivni. Zprovoznéni elektrochemického zafizeni EmStat3 firmy PalmSens
probéhlo tspésné.

5.1 Hexakyanozelezitan draselny

Cilem casti vypracovani tykajici se hexakyanozelezitanu draselného (elektro-
chemického standardu) bylo ovéfeni funkénosti metody cyklicka voltametrie. Metoda
byla ovéfena za pomoci Randles-Sevéikovy rovnice, kterd tvrdi, Ze s naristajici
koncentraci zkoumaného analytu a narustajici skenovaci rychlosti bude zaznamenan
i narust elektrického proudu prochazejiciho roztokem.

Nejdiive byl zkouman vliv koncentrace K3[Fe(CN)6] na velikost elektrického
proudu prochazejiciho analyzovanym vzorkem. Pro provedeni experimentu byly pouzity
roztoky o koncentracich 1 mmol-1?, 2 mmolI* a 5 mmol-1*. Jako pomocny roztok byl
pouzit roztok chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol-It. Béhem experimentu byl
zaznamenan narust elektrického proudu pfi rostouci koncentraci zkoumaného analytu.
Pii voltametrickém méteni 1ze vedle sebe detekovat jednotlivé organické i anorganické
elektrochemicky aktivni latky obsazené ve zkoumaném vzorku, nebot’ kazd4 latka ma
svij pik pfi ur€ité charakteristické hodnoté elektrického napéti. V pripadé K, [Fe(CN)e]
se hodnota piku pohybuje okolo E =+ 0,3 V. Na voltamogramu (obrazek 4.1) 1ze kromé
charakteristického piku pozorovat dalsi pik. Na zékladé této skutecnosti 1ze konstatovat,
7e méfené roztoky byly zne€istény piimeési, jejiz zdroj byl pravdépodobné roztok chloridu
draselného. Toto zne€iSténi se projevilo pfitomnosti dalSiho piku, jehoz potencidl
se pohyboval v rozmezi E = 0,1 — 0,2 V (v kladnych i zapornych hodnotach). Pribé¢hu
experimentu vsak znecisténi nebranilo, protoze jednotlivé piky bylo mozné od sebe dobie
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rozpoznat. Tento experiment byl proveden za uc¢elem urceni vlivu koncentrace na velikost
elektrického proudu. Cilem bylo zjiSténi, zda dochdzi k jeho naristu, ¢i poklesu.
Nejednalo se o Cisté¢ kvantitativni stanoveni, kterému by zneciSténi zplsobovalo
problémy. Z tohoto diivodu bylo mozné voltametrick¢ méteni dokoncit i s pfitomnymi
neCistotami. Na grafickém zobrazeni zavislosti elektrického proudu na napéti
(obrazek 4.1) bylo mozné pozorovat nartst elektrického proudu s rastem koncentrace
K,[Fe(CN),] v roztoku.

Naésledné byl zkouman vliv skenovaci rychlosti na elektricky proud. Pro méfeni byl
pouzit roztok Ks[Fe(CN)G] o koncentraci 2 mmol-I* a jako pomocny roztok 0,1M chlorid
draselny. Pouzité skenovaci rychlosti byly 0,1V/s, 0,5 V/s a 1,0 V/s. Na obrazku 4.2 je
grafické zobrazeni zavislosti elektrického proudu na elektrickém napéti pro razné
rychlosti skenu, kde je patrny nartst elektrického proudu se zvySujici se skenovaci
rychlosti. Lze téZ pozorovat pohyb zlomového potencidlu smérem k vyS$$im hodnotdm
elektrického proudu v doptfedném skenu a pohyb kone¢ného potencialu smérem k niz§im
hodnotdm elektrického proudu u zpétného skenu. Roztok K,[Fe(CN),] byl doplnén
roztokem chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol-1?, ktery obsahoval neéistoty,
jak jiz bylo zminéno vySe. Znec€iSténi pribéhu experimentu nebréanilo, protoze piky
hexakaynozelezitanu draselného a necistoty bylo mozné dobie odlisit.

5.2 Hydrochinon

Cilem c¢asti tykajici se hydrochinonu bylo ovéfeni elektrochemické aktivity
chinonové struktury, jez je soucasti vitaminu K. Dle literatury se anodicky pik
hydrochinonu ma vyskytovat v okoli E = 0,2 — 0,3 V v zaporné oblasti elektrického
napéti, zatimco katodicky pik v oblasti E = 0,4 — 0,5 V téZ v této oblasti napéti. [57]
Pro stanoveni hydrochinonu byla volena rozpoustédla, jez budou nasledné vyuzita
I ke stanovovani vitaminu K. Toto rozhodnuti bylo u¢inéno s timyslem vytfidit organicka
a anorganicka rozpoustédla, jez jsou pro stanoveni vhodnd, od rozpoustédel nevhodnych.
Jako pomocné roztoky byly zvoleny roztoky chloridu draselného a chloristanu
draselného.

Nejprve byly proméfeny rtizné senzory za Ucelem ur¢eni vhodného senzoru
pro nasledujici experimenty. Byly zkoumdny elektrochemické senzory se zlatou,
platinovou, stiibrnou a grafitovou pracovni elektrodou. K méfeni byl pouzit roztok
hydrochinonu o nami zvolené koncentraci 3,2 mmol-1"%. Jako pomocny roztok byl prvné
pouzit 0,1M roztok chloridu draselného a nasledné 0,1M roztok chloristanu draselného.
Naméfené voltamogramy pro oba pomocné roztoky byly vyhodnoceny identicky.
Grafickou zavislost elektrického proudu na elektrickém napéti pro rizné senzory lze
pozorovat na obrazku 4.3. Z této zavislosti bylo usouzeno, ze elektrochemicky senzor
se stiibrnou pracovni elektrodou nebude vhodny pro experimentalni ucely této prace,
nebot’ na voltamogramu nebyly pfitomné Zadné piky. Jako nejvhodnéjsi se jevil senzor,

44



jehoz pracovni elektroda je tvofena uhlikem. Senzor poskytoval interpretovatelnd data
a VvV porovnani S ostatnimi senzory dosahovaly piky vyssich hodnot elektrického proudu.
Elektrochemické senzory, jejichz pracovni elektroda je tvofena zlatem a platinou, byly
vyhodnoceny jako pouzitelné senzory. Nevyhodou pouziti téchto senzorti bylo mozné
spatfovat v Katodickych a anodickych picich, které nedosahovaly takové vysky, jaka byla
zaznamenana v piipadé pouziti senzoru s grafitovou pracovni elektrodou.

Meéteny byly roztoky hydrochinonu v riznych rozpoustédlech. Nejprve byl
hydrochinon rozpustén ve vodé€ a doplnén pomocnymi roztoky. Pomocnymi roztoky byly
chlorid draselny a chloristan draselny o koncentracich 0,1 mol1. Porovnani roztoki
hydrochinonu o koncentraci 3,2 mmol-l? stémito pomocnymi roztoky je mozné
pozorovat na obrazku 4.4. Z voltamogramu vyplyva, ze oba tyto pomocné roztoky jsou
vhodné pro méfeni, nebot’ piky byly prokazatelné. Na obrazku 4.5 je mozné pozorovat
nartst elektrického proudu s rostouci koncentraci hydrochinonu v analyzovaném vzorku.
Jednalo se o roztoky hydrochinonu doplnéné 0,1IM chloristanem draselnym
o koncentracich 1,6 mmol-1? a 3,2 mmol-I?. Nartst vysky pik@i nebyl markantni kviili
koncentracim analyzovaného vzorku, které si byly blizké, a kvili podminkdm méfent,
jez nebyly optimalizované. Aby bylo dosazeno dobrého rozliSeni jednotlivych piki, bylo
by nutné najit vhodnou vyslednou koncentraci pomocného roztoku v analyzovaném
vzorku. Tato koncentrace se musi pohybovat v rozmezi 30krat az 50krat vétSim, nez je
koncentrace zkoumané elektrochemicky aktivni latky. Experimenty s hydrochinonem
byly provedeny sumyslem ovéfit elektrochemickou aktivitu chinonové struktury,
a tudiZ bylo mozné vysledky interpretovat i za neoptimalizovanych podminek méteni.
Hydrochinon bylo moZné rozpustit ve vod€, avSak rozpustnost v organickych
rozpoustédlech byla mnohonasobné lepsi, coz mélo pozitivni vliv i na voltamogramy.

Dale byl hydrochinon rozpustén v kyseliné chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol-1*
a Vv hydroxidu draselném o koncentraci 2 moll?. Grafické zndzornéni zavislosti
elektrického proudu na elektrickém napéti pro hydrochinon rozpustény v kyseliné
chlorovodikové je na obrazku 4.6. Na voltamogramu je dominantni katodicky pik
odpovidajici redukei, zatimco anodicky pik odpovidajici oxidaci dosahuje zhruba tfetiny
nizkym pH roztoku, které zabranovalo oxidaci v prubéhu. Pti nizkych hodnotach pH jsou
v roztoku pfitomny ve vysoké koncentraci ionty H*. Tyto ionty brani prib&hu oxidace,
protoze prib&hem oxidace by doslo k dalsimu navySeni koncentrace H' v analyzovaném
vzorku. Vzorek hydrochinonu rozpustény v hydroxidu draselném nepfinesl zadné
interpretovatelné vysledky.

Nakonec byla pro rozpusténi hydrochinonu pouzita organicka rozpoustédla. Byl
pouzit methanol, ethanol, propan-1-ol, butan-1-ol a trimethylbutan-1-ol. Funkci
pomocnych roztokli zastavaly roztoky chloridu draselného a chloristanu draselného
o koncentracich 0,1 mol-1. Grafické zobrazeni zavislosti elektrického proudu na elek-
trickém napéti pro hydrochinon rozpustény v methanolu a doplnény pomocnymi roztoky
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je na obrazku 4.7. Oba roztoky, chlorid draselny i chloristan draselny byly vyhodnoceny
jako potencialné pouzitelné pro potieby stanovovani. Katodicky pik vSak dosahoval
vyssich hodnot elektrického proudu v ptipadé€ pouziti 0,1M roztoku chloridu draselného,
a proto byl v nasledujicich experimentech upfednostnén pied chloristanem draselnym.
Na obrazku 4.8 je mozné pozorovat nartst elektrického proudu pii nartstajici koncentraci
hydrochinonu. Na provedeni experimentu byly vyuzity roztoky hydrochinonu rozpusténé
Vv ethanolu a doplnéné na pozadovanou koncentraci 0,1M chloridem draselnym. Jednalo
se o koncentrace 1,6 mmoll? a 3,2 mmoll?. Naristy elektrického proudu jsou
v anodické i katodické oblasti piku dobie viditelné. Grafickou zéavislost elektrického
proudu na elektrickém napéti pro roztok hydrochinonu rozpusténém v propan-1-olu
a doplnéném 0,1M chloridem draselnym na koncentraci 3,2 mmol-1*? Ize pozorovat
na obrazku 4.9. Zavislost pro butan-1-ol je na obrazku 4.10. Za vhodna rozpoustédla lze
oznacit methanol, ethanol a propan-1-ol, nebot’ rozpusténi hydrochinonu v téchto
rozpoustédlech bylo snadné a na voltamogramech byly patrné katodické i anodické piky.
Pro méfeni lze pouzit i butan-1-ol, pokud se dobie zvladne proces rozpousténi.
Pii rozpousSténi se prvotné vytvoii nehomogenni roztok, ktery se po urcitém case
a michani zhomogenizuje. V trimethylbutan-1-olu se hydrochinon rozpustit nepodafilo.
Hydrochinon vseobecné vykazoval vyss$i rozpustnost v organickych rozpoustédlech,
nez v rozpoustédlech anorganickych, a tudiz vykazovala i lepsi voltamogramy.

Vsechna provedend experimentalni méfeni potvrdila, Ze hydrochinon je elektro-
chemicky aktivni latka. Piky se vyskytovaly v oblastech shodnych s oblastmi uvadénymi
Vv literatue v anorganickych i1 organickych rozpoustédlech, pficemz lepSich vysledkl
bylo dosazeno v ptipadé pouziti organickych rozpoustédel.

5.3 Vitamin K

Cilem casti tykajici se vitaminu K je jeho stanovovani v riznych organickych
i anorganickych rozpoustédlech. Problémem vitaminu K je jeho hydrofobnost. Z tohoto
divodu jsou jako pomocné roztoky vyuzivany roztoky organickych soli jako
napt. tetrabutilamonium hexaflourofosfat (BusNPFs) a tetraethylammonium tetra-
fluoroborat (TEABF4). Tyto organické soli maji vysokou rozpustnost v organickych
rozpoustédlech, ale pro biomedicinské vyuziti nejsou vhodnd kvili svym toxickym
vlastnostem. Z tohoto divodu byl v experimentu pouzit jako pomocny roztok chlorid
draselny. Jedinou nevyhodou tohoto pomocného roztoku je jeho omezena rozpustnost
v anorganickych rozpoustédlech. Pro méfeni byl vyuzit senzor AC1.W4.RS s grafitovou
pracovni elektrodou, protoze v experimentech s hydrochinonem vysel jako nejvhodng&;jsi.

V ramci experimentll byly jako rozpoustédla vyzkouSeny nékteré anorganické
kyseliny dle clanku [59], hydroxid draselny a vybrana organickd rozpoustédla.
Z anorganickych kyselin byla pouzita kyselina chlorovodikova, kyselina sirova a kyselina
dusiéna, vechny o koncentraci 0,1 mol-1%. Graficka zavislost elektrického proudu
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na elektrickém napéti pro rizné koncentrované roztoky vitaminu K rozpusténé v 0,1M
kyselin¢ chlorovodikové je na obrazku 4.11. Pro stanoveni byly vyuzity roztoky
o koncentracich 4,3 mmol-1?%, 5,1 mmol-1" a 5,8 mmol 1. Pro méfeni byl ptipraven roztok
o koncentraci 3,5 mmol-1?, kterd byly vyuZita v experimentalni &asti tykajici
se hydrochinonu, a do kterého bylo pfidavano po 20 ul ptipravku Kanavitu. Koncentrace
v fadu mmol-1? byla zvolena, nebot’ se v predchazejici ¢asti osvédéila, a protoze cilem
experimentl bylo zjistény vhodnych rozpoustédel pro vitamin K. Z tohoto diivodu nebylo
nutné dodrzet koncentraci vitaminu K Vv krevnim fecisti. S nariistajici koncentraci
vitaminu K byl zaznamenan markantni nartst katodického piku a minimalni, téméf zadny
které branilo prubéhu oxidace stejn¢ jako v piipad¢ hydrochinonu. Na obrazcich 4.12
a 4.13 je mozné pozorovat voltamogramy vitaminu K rozpusténého v kyseling sirové
a dusi¢né. Pro stanoveni byly vyuZity roztoky vitaminu K o koncentracich 3,5 mmol-1?,
4,3 mmol-1t a 5,8 mmol-1. V obou piipadech byly zaznamenany znatelné narGisty
elektrického proudu se zvysujici se koncentraci vitaminu K, jak v oblasti katodickych,
tak v oblasti anodickych proudd. Katodicky pik byl opét vyhodnocen jako dominantni,
oproti anodickému, ktery zaznamenal pouze maly narist. Situace byla pravdépodobné
byl v pfipadé pouziti anorganickych kyselin jako rozpoustédla ptitomen v oblasti
E = 0,2 — 0,3 Vv zapornych hodnotach napéti, zatimco katodicky pik se pohyboval
v oblasti E = 0,7 - 0,9 V téz v zaporném napé&ti. Jako dals$i anorganické rozpoustédlo byl
vyuzit hydroxid draselny o koncentracich 2 mol-I* a 0,1 mol-1". V piipadé pouziti 2M
hydroxidu draselného nebyly vysledky méfeni interpretovatelné, coz byly pravdépodobné
zapticinéno vysokou iontovou silou. Aby méteni poskytovalo interpretovatelné vysledky,
pak musi iontova sila pomocného roztoku dosahovat maximalné 3 % celkové iontové sily
roztoku. Tato podminka byla v pfipadé 2M roztoku hydroxidu draselného porusena.
Grafickou zavislost elektrického proudu na elektrickém napéti pro vitamin K rozpustény
v 0,1M hydroxidu draselném Ize pozorovat na obrazku 4.14. Pro stanoveni byly vyuzity
roztoky vitaminu Ko koncentracich 3,5 mmoll?, 4,3 mmoll? 5,1 mmoll?
a 5,8 mmolll Spostupnym navySovanim koncentrace byl zaznamenan nértist
elektrického proudu a pohyb anodického 1 katodického piku smérem k hodnoté napéti

Mrwe

Nasledné byl vitamin K rozpoustén v organickych rozpoustédlech a jako pomocny
roztok byl vyuzit chlorid draselny o koncentraci 0,1 mol-1™. Jako rozpoustédlo byl vyuzit
methanol, ethanol, propan-1-ol, acetonitril a chloroform. Pro stanoveni za pomoci
rozpoustédla methanolu, etanolu a propan-1-olu byly vyuzity roztoky vitaminu K
o koncentracich 3,2 mmol‘1?, 3,5 mmol-1* a 3,8 mmol-1".Grafické zobrazeni elektrického
proudu na elektrickém napéti pro vitamin K rozpustény v methanolu je mozné pozorovat
na obrazku 4.15. Jsou zde dobie patrné piky v oblasti v oblastiE=-0,2VaE=-0,7V,
které odpovidaji vitaminu K. Na voltamogramu lze nalézt i dal§i pik na hodnoté
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Vv analyzovaném roztoku. Pfi vyuziti ethanolu jako rozpoustédla (obrazek 4.16) je mozné
pozorovat dominantni anodicky pik voblasti E = 0,2 V, ktery neni v oblasti,
v niz se nachazi anodicky pik pro vitamin K. Ztoho lze usuzovat, Zze v roztoku
s ethanolem dochazi k interakcim s vitaminem K. Cyklicky voltamogram vitaminu
K rozpusténého v propan-1-olu lze pozorovat na obrazku 4.17. S nartstajici koncentraci
vitaminu K je zde patrny nartist anodického piku. Nepatrné nartsty, popiipad¢ nulové
nartsty elektrického proudu pifi navySovani koncentrace vitaminu K Vv analyzovaném
Aby bylo dosazeno lepSich vysledkt, bylo by nutné provést dalsi experimenty pro urceni
vhodné koncentrace pomocného roztoku. Pro rozpusténi vitaminu K byl vyuzit také
acetonitril s pomocnym 0,1M roztokem chloridem draselnym. Mé&fena koncentrace
vitaminu K byla 3,2 mmol-1. Zavislost elektrického proudu na elektrickém napéti je
na obrazku 4.18. Anodicky i katodicky pik je dobie patrny v oblasti E = - 0,4 V
aE=-0,8 V. Jako nevhodné rozpoustédlo byl vyhodnocen chloroform. Doslo k vysrazeni
vitaminu K, a tudiz nebylo mozné vzorek analyzovat.

Vzhledem k tomu, ze k méfeni byl pouzit ptipravek Kanavit, ktery obsahuje kromé
vitaminu K i kyselinu sorbovou, bylo nutné provést dopliujici experiment a provéfit
elektrochemickou aktivitu kyseliny sorbové. Vyrobce neudava koncentraci kyseliny
sorbové v piipravku, proto byla zvolena koncentrace 3,2 mmol-17, jez byla v experimentu
pievazné pouzivana. Kyselina sorbova byly rozpusténa v methanolu a doplnéna roztokem
chloridu draselného o koncentraci 0,1 mol1?. Voltamogram kyseliny sorbové je
na obrazku 4.19. Z obrazku je patrné, ze kyselina sorbova nemohla mit vliv na stanoveni
vitaminu K, protoZze jeji anodicky pik nebyl v oblasti, ve které se nachazi pik vitaminu K.
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6 Zavér

V ramci této bakaldiské prace byla feSena problematika stanoveni vitaminu K,
klicového kofaktoru hemokoagulace, pouzitim cyklické voltametrie, navrzeni
a zprovoznéni vhodného zapojeni piistroje EmStat3 od firmy PalmSens.

V Teoretické Casti byly podrobné diskutovany vyhody, vyuziti i soucasné trendy
voltametrickych metod. Pozornost byla vénovana také typim pouzivanych elektrod
a jejich zapojeni. V metodologické ¢asti byly jednotlivé komponenty méfici aparatury.

Byly provedeny experimenty s elektrochemicky aktivni latkou K,[Fe(CN),] a byla
oveéfena funkcnost voltametrického pristroje EmStat3. Pomoci cyklické voltametrie
hydrochinonu byla ovéfena elektrochemicka aktivita chinonové struktury, ktera je také
soucasti vitaminu K. Soucasti experimenti s hydrochinonem bylo i uréeni vhodnych
organickych rozpoustédel, pomocnych roztokt a vhodného elektrochemického senzoru.
Z vysledki provedenych experimenti vyplynulo, Ze pro uvazovanou aplikaci neni
vhodné pouzivat jako rozpoustédlo trimethylbutan-1-ol a 2M roztok KOH. Naopak
jako vhodna rozpoustédla se jevi methanol, ethanol, propan-1-ol, butan-1-ol a kyselina
chlorovodikova. Chlorid draselny byl urcen jako nejvhodnéjs$i pomocny roztok.
Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pii pouziti senzoru AC1.W4.RS jehoZz soucasti je
grafitova pracovni elektroda. Obdobné experimenty byly provedeny s vitaminem K.
Mezi pouzitelna anorganicka rozpoustédla byla zarazena kyselina chlorovodikova,
kyselina sirova, kyselina dusi¢nd a hydroxid draselny o koncentracich 0,1 mol-I7.
Vhodnym organickym rozpoustédlem se jevil methanol, propan-1-ol a acetonitril.
Naopak nevhodné bylo pouziti chloroformu a ethanolu. Soucasti experimentu bylo
vylouéeni vlivu kyseliny sorbové obsazené ve zkoumaném 1é¢ivém ptipravku
na provedend méteni. Provedené experimenty slouzily pro zékladni ovéfeni metodiky
rozpousSténi studovanych latek a Vv naslednych pracich by bylo vhodné provést
optimalizaci podminek.

Na zéklad¢ provedenych experimentd byl vypracovan navod pro pouziti piistroje
EmStat3, ktery je soucasti této piilohy této prace.
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Priloha A: Navod k pouziti

1. Zkontrolujte pfipojeni pfistroje EmStat3 k pocitaci a zapnéte je;.

2. K EmStatu3 pfipojte konektor KA1C.*. Do distalniho konce konektoru vlozte Vami
zvoleny senzor, ktery pti méieni bude ponofen do zkoumaného analytického vzorku.

3. Spustte program PSTrace4 dvojitym kliknutim na ikonu na plose.

4. Pod listou zakladnich operaci lze najit zalozku Connection. Zde naleznete moznosti
vybéru vstupnich USB port. Vyberte zafizeni, s nimz pracujete a potvrdte jej
stisknutim tlac¢itka Connect.

E] Connection
o 2] [ Commest
COM1

2 conn
EmStat3 [1

Obrazek A.1: Zalozka Connection a jeji moznosti

* Pokud v listé vybéru neni nabidnut pfistroj, s nimz pracujete, pak vypnéte program
PSTrace4. Odpojte a ptipojte USB kabel EmStatu3 a opét spustte program
PSTrace4. Nyni by program mél v li§t€¢ nabidnout pfistroj, s nimz pracujete. Dale
postupujte dle vySe popsaného kroku 4.

5.  Vedle listy Connection jsou tfi zalozky. Jedna se o okna: Plot, Data a Manual Control.
V list¢ Manual Control naleznete ve vrchni ¢asti tlacitko Cell on. Stisknéte jej. Timto
krokem jste propojili méfici senzor s pfistrojem EmStat3. Nasledné piepnéte
na zalozku Plot.

Obrazek A.2: Zaktivované tlacitko Cell on

6. V levé casti pracovniho okna je zobrazeno okno se tfemi zdlozkami: Measurement,
Info a Peak. V zaloZzce Measurement zvolite Vami pozadovanou metodu.
Zde naleznete veli€iny, které dané méteni charakterizuji. Jedna se o proudovy rozsah
Current range, pocatecni potencial E begin, vrcholovy potencial E vertexl
a E vertex2, krokovy potencidl E step, rychlost skenovani Scan rate a pocet skent
Number of scans.
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Measurement | |fo Peaks

Technique [Cyclic\foltammetry vl
Sample Thig method ig used to check the noise level
Sensor Testsensor

Current range
1 10 [}
A A nA

— Pretreatment settings

E condition 1.2 W
|: t condition 1] 3

E deposition 10 W
|:tdeposition 1] s
— Cyclic Voltammetry settings
t equilibration a 3
E begin 05 W
E vertex1 05 W
Evertex2 0.5 W
E step 0.005 Y
Scan rate 1.0 Vs
Humber of scans R

Obrazek A.3: Parametry méfeni a zvolend metoda

* EmStat3 je schopen vyhodnotit, jaky elektricky proud bude pii méteni pfitomny.
Proto je vhodné zaktivovat veskera tlacitka v oblasti Current range, aby se predeslo
incidentu, kdy méteni nebude moci probéhnout kviili nedostate¢nému proudovému
rozsahu.

VloZte senzor do zkoumaného analytického vzorku. Ujistéte se, ze sklenénd ampulka

obsahujici vzorek se kvili vaze konektoru nepievrhne.

Pod liStou zakladnich operaci naleznete skupinu tlacitek tykajicich se samotného

meéfeni. Jednd se o tlaCitko Stop, Start a vybér z moznosti, kde zvolite New. Poté

stisknete tlacitko Start a méfeni zapocne.

D> [New [

Obrazek A.4: Tlacitka tykajici se méteni

* Tato tlacitka naleznete 1 v 1i$t€ zakladnich operaci pod zaloZkou Measure.
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9. Po ukonceni samotného meéfeni se v okné Plot zobrazi graf, vnémz jsou
zaznamenany veskeré probehlé cykly. Tyto cykly jsou barevné rozliSené a pomoci
okna v pravé casti vykreslovaciho okna Plot mize byt provedena jejich selekce.

10. Pokud vysledek nebude pfipominat kiivku charakteristickou pro cyklickou
voltametrii, pak zvyste pocet skenti. Je mozné, ze senzor byl znecistény a potiebuje
se vycistit.

CurrentimA

T T T T
=20 -15 -1.0 -05 00 05 1.0
PotentiallV

Obrazek A.5: Vysledna zavislost u znecisténého senzoru

62.839 (1

0,00

Current/mA

06 04 02 00 02 04 06
Potential/V

Obrazek A.6: Kiivka charakteristicka pro cyklickou voltametrii

11. Tlacitkem Save ulozte Vami nastavené parametry pro méfeni a grafické zobrazeni
zavislosti elektrického proudu na vloZeném napéti exportujte do Excelu pomoci
stisknuti tlagitka | které naleznete vedle grafického vyobrazeni.
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Priloha B: Obsah prilozeného CD

Datovy nosi¢ obsahuje nasledujici soubory:

Kli¢ova slova v ¢eském a anglickém jazyce
Abstrakt v ¢eském jazyce

Abstrakt v anglickém jazyce

Zadani bakalafské prace

Kompletni bakalatrskou praci
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