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Abstrakt

Predkladand diplomova prace se zabyva nalezenim optimalniho experimentdlniho
uspotfadani pro chemiluminiscencéni stanoveni kobaltnatych iontd technikou pritokové
injekéni analyzy (FIA) a sekvencni injek¢ni analyzy (SIA) a porovnadnim dosazenych
vysledki stanoveni.

Zakladem stanoveni je chemiluminiscencni reakce, jejiz podstatou je oxidace
luminolu peroxidem vodiku v alkalickém prostfedi v pritokovém systému za ptitomnosti
kobaltnatych iontd, které v reakcei plni tlohu katalyzétoru.

V experimentalni ¢asti prace bylo nalezeno vhodné uspofadani pro detekci
chemiluminiscen¢niho zafeni a nasledné¢ vhodné usporadani FIA a SIA aparatury
pro stanoveni kobaltnatych iontli. Pro detekci zéafeni byla nakonec zvolena sklenéna
spirdlovita trubice, kterd byla nejvhodngj$i pro chemiluminiscenéni méfeni, na rozdil
od ostatnich provedenych experimentt.

V dalsi ¢asti prace byly experimentalné nalezeny optimalni podminky pro stanoveni
kobaltnatych iontti. U FIA techniky byla optimalizovana objemova pratokova rychlost
roztoku peroxidu vodiku, luminolu a kobaltnatych iont. Déle pak hmotnostni procento
peroxidu vodiku a koncentrace luminolu. V neposledni fad¢ byl optimalizovan davkovany
objem roztoku kobaltnatych iontl a pH roztoku luminolu. U SIA techniky byly parametry
optimalizovany na zdkladé zmén uspotfadani SIA aparatury. Optimalizovan byl davkovany
objem roztoku kobaltnatych iontli, objemovéa pritokovd rychlost Cerpadla, objemova
pritokova rychlost roztoku kobaltnatych iont, ddvkované objemy reakcénich cCinidel
a objemova pritokova rychlost roztoku peroxidu vodiku. Déle byla studovana katalyticka
schopnost vybranych iontd (Ni?*, Fe?*, Mn2?", Zn?", Cd*, Cr**, Ag’, Cu*, AI’",
které by mohly ovliviiovat intenzitu chemiluminiscencniho zéfeni.

V zavéru prace byly za optimalnich podminek zjiStény zékladni charakteristiky
stanoveni pro kobaltnaté ionty metodou FIA a SIA. Nasledn¢é byly tyto charakteristiky
porovnany u obou metod. Diraz byl kladen pfedevS§im na dosaZenou mez detekce

a citlivost.

Kli¢ova slova
Pritokova injekéni analyza, sekvencni injekéni analyza, chemiluminiscence, luminol,

kobaltnaté ionty



Abstract

The presented thesis deals with finding the optimal experimental setup for the
chemiluminescent determination of cobalt ions by the technique of flow injection analysis
(FTIA) and sequential injection analysis (SIA) and comparing the achieved results of the
determination.

The determination is based on a chemiluminescent reaction, essence of which
is oxidation of luminol with hydrogen peroxide in an alkaline solution in a flow system
in the presence of cobalt ions, which acts as a catalyst of the reaction.

In the experimental part of the work, a suitable setup for the detection
of chemiluminescent light emission was found, followed by a suitable setup of the FIA
and SIA systems for the determination of cobalt ions. For the detection of radiation, a glass
spiral tube was selected, which was the most suitable for chemiluminescent measurement,
compared to other experiments performed with different.

In the next part of the work, optimal conditions for cobalt ions determination were
experimentally found. As for the FIA technique, the volume flow rate of hydrogen
peroxide, luminol and cobalt ions solutions was optimized. Furthermore, the concentration
of the hydrogen peroxide solution and luminol. Last but not least, the dosing volume
of the cobalt ions solution and the pH of the luminol solution were optimized. For the SIA
technique, the parameters were optimized based on changes in the setup of the SIA
apparatus. The dosing volume of the cobalt ions solution, the volume flow rate of the
pump, the volume flow rate of the cobalt ions solution, the dosing volumes of the reagents
and the volume flow rate of the hydrogen peroxide solution were optimized. Furthermore,
the catalytic ability of selected ions (Ni**, Fe?*, Mn?", Zn*', Cd*", Cr**, Ag", Cu*", AI*"),
which could affect the intensity of chemiluminescent radiation, was studied.

At the end of the work, under the optimized conditions, the basic characteristics
of the determination for cobalt ions by FIA and SIA methods were determined.
Subsequently, these characteristics were compared for both methods. Above all emphasis

was placed on the limit of detection and sensitivity achieved.
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Seznam uvedenych zkratek a symbolu

CFA

¢ (luminol)
c (Co*")
CL

FIA

Icu
MSFIA
LOD

LOQ

SFA

SIA

s

Sr

uv

V (Co*")

w (H202)
X

v (luminol)
v (Co*")

v (H20,)

kontinudlni pritokova analyza (z anglického continuous flow analysis)
koncentrace roztoku luminolu [mmol L]

koncentrace roztoku kobaltnatych ionti [mg L]

chemiluminiscence

pratokova injekéni analyza (z anglického flow injection analysis)
intenzita chemiluminiscen¢niho zafeni

Hmultisyringe* pratokova injekéni analyza

mez detekce (z anglického limit of detection)

mez stanovitelnosti (z anglického limit of quantification)

segmentova prutokova analyza (z anglického segmented flow analysis)
sekvenéni injekéni analyza (z anglického sequential injection analysis)
smérodatnd odchylka

relativni smérodatnd odchylka

ultrafialové zateni (z anglického ultraviolet)

davkovany objem roztoku kobaltnatych iontl [puL]

hmotnostni procento roztoku peroxidu vodiku [%]

median

objemova priitokova rychlost roztoku luminolu [mL min ']

objemova priitokova rychlost roztoku kobaltnatych iontéi [mL min]

objemova priitokova rychlost roztoku peroxidu vodiku [mL min™!]



1 UVOD

1.1 Cile diplomové prace

Ramcovym cilem pfedkladané diplomové prace bylo hledani optimalniho
experimentalniho uspotfddani pro chemiluminiscenéni stanoveni kobaltnatych ionti
ve spojeni s technikou prutokové injekeéni analyzy (FIA) a sekvenéni injekEni analyzy
(SIA) a porovnani dosazenych vysledk stanoveni.

Dil¢imi cili této prace bylo nalezeni optimdlnich experimentalnich parametri
pro stanoveni kobaltnatych ionti pomoci techniky FIA a SIA, zjisténi zakladnich
charakteristik téchto metod pro stanoveni kobaltnatych iont a studium katalytické
schopnosti dalSich iontil (nikelnaté, zeleznaté, manganaté, zine¢naté, kademnaté, chromité,
stiibrné, méd’naté a hlinité), které mohou ovliviiovat intenzitu chemiluminiscencniho

zareni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Pratokové techniky

Nepostradatelnou soucasti analytické chemie je proces zvany chemickd analyza.
Diléi postupy kazdé chemické analyzy mohou byt provadény bud’ manualné analytickym
chemikem, nebo je Ize s vyhodou pfevést do priitokového usporadani, kdy vnéjsi zasah
analytického chemika je minimalni. K vyvoji pritokovych analytickych technik vedly
pozadavky na zvyseni produktivity prace, snizeni ndkladl na analyzy a snaha o zlepSeni
metrologickych parametrt [1].

V dnesni dobé jsou prutokové analytické techniky povazovany za vykonné nastroje
v analytické chemii zejména diky jednoduché konstrukci, snadnému ovladani,
kompatibilité s riznymi detekénimi systémy a nizkym nakladiim [2]. Mimo jiné umoziuji
rychla, pfesnd a levnd meéfeni diky dévkovani velmi malych objemid vzork a nizké
spotfebé pouzitych cinidel. V podstaté lze fici, ze pritokové metody plné nahrazuji
manualné provadéné chemické analyzy. Minimalizuji chyby obsluhy, umoziuji vice
analyz, mohou byt miniaturizovany a Ize je snadno automatizovat [3]. V soucasné dob¢
jsou neodmyslitelnou soucasti klinickych, agrochemickych a environmentalnich laboratoii
[1].

Prutokové techniky Ize rozdélit na neseparacni (segmentova pratokova
analyza — SFA, pritokova injekéni analyza — FIA, sekvenéni injekéni analyza — SIA,
, multisyringe injekéni analyza — MSFIA) a separani (kapilarni elektroforéza,
chromatografické metody). Neseparaéni pritokové techniky lze rozdélit do dvou generaci.
Prvni generaci jsou techniky, u kterych jsou priutokové systémy ovladany manudlné
(SFA a FIA). Druhou generaci tvoii techniky, kde je pratokovy systém fizen pocitaCovym
programem (SIA a MSFIA) [4]. Casova osa vyvoje pritokovych technik je zobrazena
na Obr. 2.1.
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Obr. 2.1: Casovad osa vyvoje priitokovych technik (pirevzato z [5])

Nejstarsi ~ pritokovou  technikou je  segmentovd  pratokova  analyza,
kterou vyvinul J. Skeggs v roce 1957 [6]. SFA se stala béhem svého vyvoje dominantni
technikou v klinické analyze. Rychlé pfijeti této techniky bylo zpiisobeno jeji
jednoduchosti, nizkou cenou a vysokou spolehlivosti flexibilniho systému vyuzivajici
pouze dvé pohyblivé casti (peristaltické cerpadlo, autosampler). SFA dosahla svého
vrcholu v osmdesatych letech v dasledku pfechodu na vysoce automatizované systémy
vyzadujici menSi zapojeni operatora a niz8i spotfebu c¢inidel. SFA je v dneSni dobé
vyuzivana k analyze ptidnich a rostlinnych extraktt, tabadku, potravin a napoji [7].

Mezi prvni generaci prutokovych technik patii pratokova injekéni analyza.
Zakladni komponenty se prakticky nelisi od komponentl techniky SFA. Rozdilem mezi
SFA a FIA je vrozdilném proudéni. Vzhledem k pouziti hadi¢ek s menSim primeérem
dochazi u FIA k laminarnimu proudéni, zatimco u SFA dochazi k turbulentnimu proudéni.
Dalsim rozdilem je, Ze u FIA nedochazi ke vzduchovému segmentovani [8].

Druhou generaci prutokovych technik je sekvencéni injekéni analyza.
Tato technika pracuje jednodus§im a ekonomictéjSim zplisobem neZz technika FIA
a to pfedevSim diky vyraznému snizeni spotfeby vzorku a Ccinidel. Jednosmérny
kontinualni tok, ktery je vyuzivan u FIA, byl nahrazen diskontinudlnim obousmérnym
tokem, coZ ma za nasledek lepsi disperzi vzorku a ¢inidla [8].

V analyzach s omezenym objemem reak¢nich c¢inidel, pfi manipulaci s vysoce
nebezpecnymi chemikaliemi nebo kdy je produkce odpadu kritickym parametrem,
je nutnosti dal§i omezeni manipulace s roztokem. Za ucelem piekonani téchto nedostatkti

byly vyvinuty techniky tzv. tfeti generace SIA-Lab-on-valve a mikroSIA-Lab-on-valve [9].
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2.1.1 Pratokova injekéni analyza

Pritokovd injek¢ni analyza byla popsana vroce 1975 E. Hansenem
a J. Riazickou. Rychly a intenzivni vyvoj této metody byl zplsoben né€kolika faktory
nezbytnymi pro rutinni analytickd stanoveni, jako je naptiklad velmi omezend spotieba
vzorku, kratkd doba analyzy zalozena na méfeni signalu v prutokovém detektoru
a fyzikalné-chemicka pfeména analytli na detekovatelnou formu [10].

FIA je zalozena na vstfikovani kapalného vzorku do kontinudlniho proudu nosné
kapaliny. Vsttikovany vzorek tvofi zonu, kterd je v nosné kapalin€ rozmyvéana a nasledné
transportovana smérem k detektoru, ktery pribézné zaznamenava signal. Analytickym
signalem je pik. Jeho vyska, Sitka nebo plocha odpovida koncentraci analytu ve vzorku.
Casové rozpéti od nadavkovani vzorku po maximalni hodnotu piku je doba, béhem niz
probiha chemicka reakce. Tok kapaliny je zajisStovan pomoci peristaltického Cerpadla [11].

Schéma aparatury pro FIA je zobrazeno na Obr. 2.2.

Obr. 2.2: Schéma aparatury pro prutokovou injekcni analyzu (prevzato a upraveno z [12])
(C — ¢inidlo, NP — nosny proud, V — vzorek, DV — davkovaci ventil, P — peristaltické
cerpadlo, MC — misici civka, D — detektor)

Ve srovnani s jinymi technikami je vyhodou FIA techniky jeji rychlost, citlivost,
stabilita, pfesnost a nizky pozadavek na objem vzorku [13]. Bylo prokazano, ze FIA
je vykonnym nastrojem pro monitorovani a fizeni primyslovych procest. Tuto techniku
1ze vyuZit pro specifické ucely v riznych primyslovych odvétvich jako je napt. chemicky

prumysl, biotechnologie, potravinaisky a napojovy pramysl a kontrola odpadnich vod [7].
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2.1.2 Sekvenéni injek¢éni analyza

Sekvencni injekéni analyza byla poprvé piedstavena vroce 1990 RuZickou
a Marshallem z Washingtonské univerzity [14]. V zasad¢ je SIA zalozena na stejnych
principech jako FIA [15], avSak hlavnim cilem bylo odstranéni nedostatkti a nevyhod
techniky FIA, a to pfedevSim nepfietrzitou spotfebu Cinidel v pribéhu chemické analyzy
[16]. U FIA dochéazi béhem jednoho méteni ke spotiebé alespont 1 ml €inidla za minutu,
kdyz to SIA obvykle vyuziva 50 pl Cinidla. Hlavni vyhodou SIA je tedy nizsi spotieba
¢inidel a tim padem i1 men$i mnozstvi vyprodukovaného odpadu. Dalsi vyhodou SIA
je plné automatizace systému, rychlost, jednoduchost a flexibilita [17].

Aparatura SIA, kterd je zobrazena na Obr. 2.3 se sklada z vicecestného selekéniho
ventilu, jednokandlového dvousmérného pistového cerpadla, misici (zadrzovaci) civky,
spojovaciho materialu (obvykle plastikové hadicky), detektoru a fidiciho pocitace [18].
Vybér detektoru v SIA zavisi na typu chemické reakce pouzité ke stanoveni analytu.
Nejcastéji  vyuzivanymi  detektory  jsou  spektrofotometrické, elektrochemické

a spektrofluorimetrické [19].

reakind civka
misicf civka 0
| e iipad
nosny pistové m o © )
proud Eerpadlo 0 P
vzorek
reakénd Einidlo

Obr. 2.3: Schéma aparatury pro sekvencni injekcni analyzu (prevzato a upraveno z [20])

Technika FIA a SIA se li§i geometrii nosného proudu. FIA vyuziva kontinudlni
jednosmérny tok nosné kapaliny, oproti tomu SIA vyuziva diskontinualni obousmémy tok,
ktery je naprogramovany pocitaem a tim je dosaZzeno vysSiho stupné konverze

na produkt [21]. Na Obr. 2.4 jsou zndzornény jednotlivé faze analyzy.
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Obr. 2.4: Faze analyzy pri SIA (prevzato z [22])

Ve fazi A dochazi k nasdvani roztoku analytu (Cervena zona) vysoce piesnym
pistovym cCerpadlem pres vicecestny selek¢éni ventil do misici civky. Ve fazi B je selekéni
ventil pfepnut do dalsi pozice a dochazi k nasati reak¢éniho Cinidla (tmavé modra zona).
Ve fazi C dochazi ke vzniku produkt (zlutd zéna) diky promiseni jednotlivych zon.
Nasledné¢ je tok nosné kapaliny obracen, ¢imz dochazi k dalSimu miseni a selekéni ventil
je prepnut smérem k detektoru (faze D). V konecné fazi E jsou reakéni produkty vedeny
do pritokové cely, kde je zaznamenan signal [23].

Vzhledem k moZnosti analyzovat velké série vzorki a sledovat zmény koncentrace
analytu v pribchu procesti, je technika SIA vhodné k rutinnim analyzam potravin, krve,
moc¢i a monitorovani hladin 1é¢iv a jejich metabolith [18]. Dale je diky své robustnosti
vyuzivana k provadéni dlouhodobého stanoveni, naptiklad pfi monitorovani primyslovych
procest [24, 25]. Univerzalnost SIA umoziiuje automatizovat rizné kroky analytického
postupu, napiiklad fedéni vzorku, automatickou kalibraci, extrakci kapalina-kapalina

a dialyzu [26].

2.2 Luminiscence

Pojem luminiscence (Cesky svétélkovani) byl poprvé pouzit a formulovan v roce
1888 némeckym fyzikem Eilhardtem Wiedemannem [27]. Luminiscence je casto
oznacovana jako ,studené svétlo®, jelikoz luminiscencéni zafeni mohou emitovat latky
nezavisle na jejich teploté. Ve vétSin€ ptipadil roste sila luminiscence s klesajici teplotou.

Luminiscence zahrnuje jak fluorescenci, tak fosforescenci. Fluorescence je druh
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»studené¢ho svétla®, kter¢é po ukonceni budiciho plisobeni ihned vymizi, zatimco
fosforescence je dlouhotrvajici, jeji intenzita klesa postupné. Fluorescence miize byt také
definovana jako luminiscence v prubéhu pulsobeni excitace a fosforescence jako
luminiscence po ukonceni excitace [28]. Druhy luminiscence jsou rozdélovany na zakladé

budici energie (viz Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Rozdé€leni luminiscen¢nich dé&ji podle typu budici energie [29]

Druh luminiscence Budici energie

Radioluminiscence kratkovinné elektromagnetické zafeni
Termoluminiscence tepelna

Elektroluminiscence Elektricka

Katodové luminiscence elektrony urychlené v elektrickém poli
Triboluminiscence mechanicka — tfeni, stlacovani
Chemiluminiscence chemicka reak¢ni

Fotoluminiscence svételné zateni popt. UV zafeni
Sonoluminiscence Ultrazvuk

Luminiscenéni latky, které pfeménuji rtizné druhy energie v energii svételnou,
se nazyvaji luminofory (dfive také fosfory). Luminofory mohou byt rozdéleny napiiklad
na fotoluminofory, elektroluminofory a katodoluminofory [30]. Mezi tyto latky lze zaradit
napiiklad fosfor, soli lehkych kovi (sulfid zine¢naty, sulfid vépenaty, chlorid sodny)
a krystalické latky aktivované ptimésmi tézkych kovi (méd’, mangan, olovo) [31].

Organické latky jako aromatické uhlovodiky a organickd barviva vykazuji
luminiscenci. Luminiscenci mohou vykazovat 1 latky anorganické (polovodice, iontové
krystaly), avSak pfi¢ina luminiscence v obou pfipadech je znacné odlisni. Nositelem
luminiscen¢niho zafeni v organickych latkach je molekula. TudiZ ma luminiscen¢ni zareni
podobné rysy (spektralni sloZzeni a dobu dohasinani), jak v krystalickém stavu,
tak 1 vroztoku. U organickych latek je mozné odvodit zékladni rysy luminiscence

z energetické struktury z komplikovanych organickych molekul. U anorganickych latek
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v pevném stavu je luminiscence podminéna schopnosti vytvofeni souboru o desitkach
atomu (tzv. klastr) [32].
Luminiscence je vyuzivand v zatfivkach (fluorescen¢ni lampy), v riznych druzich

obrazovek, ve scintilacnich detektorech a laserech [30].

2.2.1 Chemiluminiscence

Chemiluminiscence (CL) je jev, pfi kterém v duisledku chemické reakce dochazi
k emisi elektromagnetického zafeni ve formé svétla. Tato reakce nastava pii prechodu
molekuly z energeticky bohatého excitovaného stavu do zdkladniho stavu [33]. Svétlo
muze byt emitovano ve viditelné, ultrafialové a infraCervené oblasti [34]. Méfeni svétla
z chemické reakce muize byt velmi uZitecné, jelikoZ za vhodnych experimentalnich
podminek je intenzita vystupniho svétla pfimo umérna koncentraci analytu ve vzorku,
coz umoznuje piesnou a citlivou kvantitativni analyzu [35]. Obecné schéma CL reakce

je prezentovano na Obr. 2.5.

A+B___ . C*+D

C + svétlo

Obr. 2.5: Prima deexcitace (prevzato a upraveno z [34])

kde (*) znaci elektronové excitovany stav. Excitovany produkt (C*) se mlze energie
zbavit riznymi pochody. V prvnim piipad¢ dochazi k emitaci energie ve form¢ fotona pti
prechodu do zakladniho stavu (pfimé deexcitace - viz Obr. 2.5). V druhém ptipadé prendsi
excitovany produkt svoji piebytecnou energii na vhodny flourofor ptfidany do systému,

ktery energii pojme a nasledné vyzaii (nepfima deexcitace - viz Obr. 2.6) [34].
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C*+F———— C=F*

F + svétlo

Obr. 2.6: Neprima deexcitace (prevzato a upraveno z [34])

V soucasné dobé je znamo mnoho anorganickych a organickych CL reakei.
CL reakci se v piipadé anorganickych sloucenin mohou tucastnit prvky ze skupiny
alkalickych kovt, téZké kovy, jako je rtut’ a olovo, ale také nekovy, jako jsou kyslik, sira,
dusik a halogeny. Slouc¢eniny kiemiku, ktery nasleduje ve IV. skupiné periodické tabulky
po uhliku, mohou také vyvoldvat chemiluminiscenci. Rovné€z jsou znamé CL reakce
v plynné fazi kovovych par, jako napfiiklad alkalickych kovi ve smési s halogeny.
CL je také zodpovédnd za emisi svétla v riznych plamenech, naptiklad sulfanu, sirouhliku
nebo oxidu uhelnatého spalovaného ve vzduchu nebo kysliku [36].

Organické CL reakce mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinou
jsou oxidac¢ni reakce vyzadujici kyslik nebo néjaky z jeho metabolitii a druhou skupinou
jsou reakce vyzadujici pfenos elektronl, obzvlasté reakce zahrnujici radikaly a jejich
pfemény. Mezi organické reakce patii dvé zvlaste dobfe studované reakce, oxidace
luminolu a akridinovych soli vyzafujici modré az modro-zelené svétlo. Dalsi reakei
je oxidace pyrogallolu produkujici cervené svétlo. Kvantovy vytézek a barva mohou byt
vyrazné¢ ovlivnény polaritou rozpoustédla. Naptiklad luminol oxidovany ve vodném
alkalickém roztoku emituje modro-fialové svétlo, zatimco pii pouziti dimethylsulfoxidu,
je svétlo modro-zelené [36].

Pii CL neni na rozdil od fotoluminiscen¢nich a absorpcnich technik vyzadovan zdroj
excita¢niho svétla, coz ma za nésledek nizsi signdly pozadi, nizké limity detekce a Siroké
dynamické rozsahy [35]. Z analytického hlediska jsou CL reakce vyuzivany diky vysoké
citlivosti, rychlejsi reakéni rychlosti a casto vysoké selektivité ke stanoveni

environmentalnich polutant, vitamind, proteinti a nukleovych kyselin [37].

2.3 Luminol

Luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion) je zlutd az nahnédld krystalicka

latka omezené¢ rozpustna ve vodé [28]. Je dilezitou a nejbéZnéji pouzivanou
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chemiluminiscen¢ni latkou. Strukturni vzorec luminolu je zobrazen na Obr. 2.7. Luminol
se vsoucasné dobé pouziva ke stanoveni iontd tézkych kovil, peroxidii a rGznych
organickych sloucenin, dale je pouzivan v soudnim lékatstvi a farmaceutickém primyslu

[38].
NH, O
1
LT T
o

Obr. 2.7: Strukturni vzorec luminolu (prevzato z [39])

Chemiluminiscence luminolu byla poprvé popsana vroce 1928 némeckym
chemikem H. O. Albrechtem [40]. Reakéni mechanismus chemiluminiscence je zalozen
na oxidaci luminolu oxida¢nim cinidlem (nejcastéji H>O») za pritomnosti katalyzatoru
(enzymy, ionty pfechodnych kovii - Co®*, Cu**, Cr**, Fe*", Ni*" nebo jejich komplexy)
v alkalickém prosttedi, coZ vede k emisi svétla v rozmezi 425 — 435 nm [41, 42].

Klicovym meziproduktem chemiluminiscen¢ni reakce je a-hydroxyperoxid ziskany
oxidaci heterocyklického kruhu. Jeho rozklad vede ke vzniku 3-aminoftalétu,

pricemz dochazi k emisi modrého svétla (viz Obr. 2.8) [43].

0
I*I{H
NH
NH: O MH2
u-hydroy peroxid
1 - NE
OH OH
-
o O
e
UG — )
NH: O NH; 0O
+svétlo

Obr. 2.8: Zjednoduseny reakcni mechanismus luminolu (prevzato a upraveno z [43])
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Rozklad meziproduktu vedouci k excitovanému stavu a nasledné emisi svétla
je unikdtni a zavisi vyhradné na pH systétmu. V aprotickém rozpoustédle
(dimethylsulfoxid, dimethylformamid) je vyzadovan pouze kyslik a silnd baze k zahajeni
chemiluminiscencni reakce. V protickém rozpoustédle (voda, vodné roztoky, nizsi
alkoholy) miiZze byt luminol oxidovéan riznymi molekulami obsahujici kyslik (molekularni
kyslik, peroxidy, superoxidovy anion), avSak podminkou je pfitomnost enzymu nebo

mineralniho katalyzatoru [43, 44].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzite ptistroje a vybaveni

Spektrofluorimetr AMINCO-Bowman Series 2 (Thermo Electron Corp., USA)
FIAlab - 3500 Sequential and Flow Injection Analyzer (FIAlab, USA)
Peristaltické cerpadlo Masterflex L/S (Cole-Parmer Instrument Company, USA)
Peristaltické cerpadlo REGLO - CPF Digital (Ismatec, USA)

Analytické vahy 2004 MP (Sartorius, Ceska republika)

Laboratorni vahy EW600-2M (Gottl. KERN & Sohn GmbH, Némecko)
pH-metr AD1000 (Adwa, Mad’arsko)

MilliporeMili plus Q systém (USA)

Tygonové hadicky o vnitinim primeéru 1,42 mm (Ismatec, USA)

Déavkovaci civky o objemech 100; 200; 250; 500 a 1000 pnL

Sesticestny a osmicestny davkovaci ventil

3.2 Pouzité chemikalie

Luminol (3-aminophthalhydrazide), ¢istota 97 % (Sigma - Aldrich, USA)
H,0,, roztok 30 %, p. a. (Analytika, Ceska republika)

HNOs, roztok 65 %, p. a. (Lach-Ner Neratovice, Ceska republika)

HClI, roztok 34 - 37 %, ANALPURE® (Analytika, Ceské republika)
NaOH, perly ¢&. (Lach-Ner Neratovice, Ceské republika)

NayCO:3, bezvody, p. a. (Penta, Ceska republika)

NaHCOs3, pevny, p. a. (Penta, Ceska republika)

(NH4)2COs, pevny, p. a. (Lach-Ner Neratovice, Ceska republika)

CoSOs . TH20, pevny, p. a. (Lachema Brno, Ceska republika)
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e Roztoky iontd Ni**, Fe**) Mn?', Zn**, Cd*', AI’** o koncentraci 500 mg L',
pfipraveny rozpusténim pevnych soli NiClz . 6H20, FeSO4 . 7TH20, MnSOs . SH20,
ZnS0;4 . TH,0, CdSO;4 . 8H20, AI(NO3); . 9H,0 (Lachema Brno, Ceska republika)

e Roztok iontii Cr’** o koncentraci 500 mg L', pfipraven rozpusténim pevné soli

Cr(NOs)s . 9H,0 (P.P.H. ,,POCh*, Polsko)

e Roztok iont Cu®" o koncentraci 500 mg L', pfipraven rozpusténim pevné soli

Cu(NO3)2 . 3H>0 (Lach-Ner Neratovice, Ceské republika)

e Roztok iontii Ag" o koncentraci 500 mg L', pfipraven rozpusténim pevné soli

AgNO; (Safina Vestec, Ceska republika)

e Deionizovana voda, kterd neméla odpor mensi nez 18,2 MQ

3.3 Ptiprava roztokl

e Priprava 100 mL 16,9 mmol L~ roztoku luminolu v uhlicitanovém pufiu o pH 9,0:

Roztok luminolu v uhli¢itanovém pufru byl pfipraven dle experimentu
O. Simiinka [45]. V 60 mL deionizované vody bylo nejprve rozpuiténo 0,4 g
uhli¢itanu sodného a 0,3 g luminolu, poté pfidino 2,4 g hydrogenuhliCitanu
sodného a 5 g uhli¢itanu amonného. S ohledem na rozpustnost luminolu pii daném
pH, bylo potfeba pfidavat latky v pfesné¢ daném potfadi. VSe bylo dikladné
promichéano a doplnéno po rysku deionizovanou vodou. Vysledné pH ptipraveného
roztoku bylo 8,9, pfi¢emz na dné€ bylo pozorovano zbylé mnozstvi nerozpusténé¢ho
luminolu. Za stdlého michani a meéfeni pH-metrem bylo ptidavkem pevného
hydroxidu sodného upraveno pH na pozadovanou hodnotu.
Pii optimalizaci pH roztoku luminolu bylo zjisténo, Ze se zvySujicim se pH

rozpustnost luminolu stoupa.

e Priprava 100 mL 0,5% roztoku peroxidu vodiku:

Do 100mL odmérmné banky bylo pomoci automatické pipety odpipetovano
1,67 mL 30% peroxidu vodiku, doplnéno po rysku deionizovanou vodou

a diikladné promichéno.



-22 -

e Priprava 100 mL standardniho roztoku kobaltnatych iontu o koncentraci

1000 mg L:

Bylo navéazeno 0,48 g siranu kobaltnatého a kvantitativné pfevedeno do 100mL
odmérné banky. Roztok byl doplnén po rysku deionizovanou vodou a dikladné

promichan.

3.4 Experimentalni uspotadani pro detekci zateni

V prvotnich experimentech byla vyuzita kontinudlni pritokova analyza (CFA),
kdy jednotlivé roztoky byly zavadény samostatné pomoci peristaltické pumpy.
K davkovani roztoku kobaltnatych ionti nebyl vyuzit Sesticestny davkovaci ventil,
nybrz byl tento roztok zavadén kontinualné pomoci peristaltické pumpy.

Pro prvni experiment byla vyuzita sklenéna kyveta, na jejiz dno byly piivadény
roztoky pomoci hadicek, pfi¢emz roztoky kobaltnatych iont a luminolu byly miseny pied
vstupem do kyvety. Zaroven byla do kyvety zavedena i odpadni hadicka. DalSim
experimentem bylo vyuziti riznych sklenénych trubic (L-trubice, Y-trubice, T-trubice,
kratkd rovna trubice), na jejichz zacatek byly napojeny hadi¢ky pro ptfivod roztoki
a na konec téchto trubic byla pfipojena odpadni hadicka. Stejné jako piiprvnim
experimentu byly roztoky kobaltnatych ionti a luminolu miseny pted vstupem do trubice.
Ve vsech uvedenych ptipadech dochazelo k chemiluminiscen¢ni reakci mimo optickou
dréhu detektoru.

Diky témto experimentim bylo zjiSténo, Zze prostor, ve kterém dochazi
k chemiluminiscen¢ni reakci musi byt dostatecné¢ maly, aby doSlo k dokonalému
promichani roztokl a aby doslo k promichani okamzité na zacatku spoje. Zaroven nesmi
dochdzet k turbulentnimu vifeni, které vytvaii velky Sum zakladni linie.

Po téchto experimentech byly v laboratofi zkonstruovany dvé prutokové detekéni
cely o rozmérech 5 cm, které jsou zobrazeny na Obr. 3.1. U téchto prutokovych detekénich
cel byl pozorovan problém spocivajici v netésnosti mezi ptivodnimi hadickami a vlastnim
materidlem detekéni cely (plexisklo). V obou ptipadech byl pozorovan velmi nizky signal,
op¢t predevsim kvili nevhodné geometrii. Z téchto ditvodl nebyly tyto detekéni cely dale

vyuzity k vlastnimu méfeni.
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a) b)

Obr. 3.1: Pritokové detekcni cely
a) prutokova detekcni cela z plexiskla (pohled z boku), b) priitokova detekcni cela z teflonu
s vrchni destickou z plexiskla (pohled shora)
(1 — privodni hadicky pro reakcni cinidla, 2 — misto pro chemiluminiscencni reakci,
3 — misto pro chemiluminiscencni reakci s hadickou pro odvod odpadu ve spodni casti

desticky, 4 — hadicka pro odvod odpadu)

Poslednim experimentem bylo vyuziti sklenéné spirdlovité trubice o délce 5 cm
a priméru 1 cm (Obr. 3.2) s dostatecné¢ uzkym prostorem pro dokonalé promichéani
roztokl. K chemiluminiscen¢ni reakci dochézelo na zacatku této trubice v optické draze
detektoru a zaroven byl poskytnut dostatecné stabilni signal. Toto experimentélni

uspotadani pro detekci zatreni bylo zvoleno pro vlastni méfeni.

Obr. 3.2: Experimentalni usporadani pro detekci zareni vyuzité k vlastnimu méreni
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3.5 Aparatura pouZita pro FIA

Ke stanoveni analytu (kobaltnatych iontl) technikou FIA s chemiluminiscen¢ni

detekci byla sestavena aparatura, ktera je zndzornéna na Obr. 3.3.

pumpa

H,0 O

pumpa

= (D

b

Obr. 3.3: Schéma FIA aparatury pro méreni intenzity chemiluminiscencniho zareni
(L — roztok luminolu, P — roztok peroxidu vodiku, A — privod analytu, H>O — deionizovand

voda, V — Sesticestny davkovaci ventil, D — spektrofluorimetricky detektor)

Analyt je vtomto uspofaddni dévkovdn do nosného toku vody Sesticestnym
davkovacim ventilem. Pfed pritokovou detekéni celu je zavaddén roztok luminolu,
ktery je vtomto mist¢ promichdn s analytem davkovanym do nosného proudu.
Smés luminolu s analytem je vedena do pritokové detekéni cely, kde je do optické drahy
zavadén roztok peroxidu vodiku po sméru proudu. Pii smichani smési s roztokem peroxidu
vodiku dochézi koxidaci a nasledné excitaci luminolu. Pfi pfechodu luminolu
do zékladniho energetického stavu dojde k emisi zafeni o vlnové délce s maximem
pii 425 nm, které je detekovano spektrofluorimetricky. Kobaltnaté ionty slouZzi pii reakci

jako katalyzator.

3.6 Aparatura pouZita pro SIA

Ke stanoveni analytu (kobaltnatych iontli) technikou SIA s chemiluminiscen¢ni
detekci byla vyuzita komer¢ni aparatura s nazvem FIAlab-3500. Byl proveden experiment,

pifi némZz bylo ménéno uspofddani SIA aparatury a jeho cilem bylo porovnat,
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pfi jakém uspofddani bude dosazeno nejniz§i meze detekce a nejvySsi citlivosti
pro stanoveni kobaltnatych iontd.

Prvni uspofadani je zobrazeno na Obr. 3.4. V tomto uspotradani je do misici civky
nasavan presné¢ definovany objem analytu pomoci pistového cerpadla a vhodné polohy
osmicestného selekéniho ventilu. Nasledné je analyt pomoci obraceného pohybu pistového
Cerpadla transportovan pies selekéni ventil do optické drahy detektoru. V tomto okamziku
dochazi ke spusténi peristaltického cerpadla, které cerpa roztok peroxidu vodiku

a luminolu o vhodné koncentraci do optické drahy a dochazi k chemiluminiscencni reakei.

misici civka

5

pum pa

Obr. 3.4: Usporadani SIA aparatury ¢. 1

(L — roztok luminolu, P — roztok peroxidu vodiku, H>O — deionizovand voda, A — analyt,

D — detektor, V — osmicestny selekcni ventil, C — pistové cerpadlo)

Pii druhém uspotadani (viz Obr. 3.5) je do misici civky nasavan nejprve definovany
objem analytu a nasledné definovany objem roztoku luminolu. Obracenim pohybu
pistového Cerpadla dochazi k promiseni zon analytu a roztoku luminolu a nasledné je tato
smés transportovana k detektoru. Roztok peroxidu vodiku je stejné jako v pfedchozim

uspotadani ptivadén pomoci peristaltického ¢erpadla.
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misici civka

D
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pum pa

Obr. 3.5: Usporadani SIA aparatury ¢. 2

(L — roztok luminolu, P — roztok peroxidu vodiku, H>O — deionizovanda voda, A — analyt,

D — detektor, V — osmicestny selekcni ventil, C — pistové cerpadlo)

Pti tfetim uspotadani (viz Obr. 3.6) je roztok luminolu a analytu pfivadén k detektoru
stejnym zpisobem jako u druhého uspotradani. K Cerpani roztoku peroxidu vodiku
je vyuzito druhé pistové Cerpadlo. Toto Cerpadlo je naprogramovano tak, aby byl roztok
peroxidu vodiku vytlac¢en k detektoru ve stejny okamzik, kdy dochéazi k obraceni pohybu

prvniho pistového ¢erpadla, které transportuje smés roztoku luminolu a analytu.

misicicivka

[H ©

odpad

Obr. 3.6: Usporadani SIA aparatury ¢. 3
(L — roztok luminolu, P — roztok peroxidu vodiku, H>O — deionizovana voda, A — analyt,

D — detektor, V — osmicestny selekcni ventil, C — pistové cerpadlo)
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3.7 Statistické zpracovani vysledki

Vramci této diplomové prace bylo kazdé meétfeni provadéno pétkrat, aby byla
zajisténa dostate¢na presnost méfeni. Z téchto hodnot byl zvolen median, ktery odpovida
sttedni hodnoté¢ z naméfenych signali. Nésledné¢ byla vypoctena smérodatnd odchylka

ze vSech naméfenych hodnot, kterd znazoriiuje chybové Gsecky v grafickém zobrazeni.

Median
Median je oznacovan jako stfedni hodnota z vysledkii méfeni sefazenych podle
velikosti. PficemZ pfi lichém poctu naméfenych vysledkli je medidn urcen jako stiedni

hodnota. U sudého poctu je medidn uréen jako primér dvou prostiednich hodnot [46].

Odhad smérodatné odchylky

Smérodatnou odchylku lze charakterizovat jako Sitku intervalu (vychyleni od stfedni
hodnoty), ve které se nachazeji vysledky z opakovaného meéfeni [46]. K odhadu

sméerodatné odchylky pro nizky poc¢et méteni Ize vyuzit vztah:
s=k,.R

kde k, je tabelovany koeficient pro dany pocet méfeni a R piedstavuje rozpéti vysledki

(rozdil mezi nejvétsi a nejmensi naméfenou hodnotou).

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) jsou terminy pouzivané k popisu

cvwr

postupem [47]. LOD je nejnizsi koncentrace analytu vyvoléavajici odezvu méticiho zatizeni

a jejiz signdl je statisticky odlisny od Sumu. LOD lze vypocitat z nasledujiciho vztahu:

RER

LOD =

kde s zna¢i smérodatnou odchylku Sumu, a zna¢i smérnici kalibra¢ni piimky.
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cvwr

kvantitativné stanovit. LOQ lze vypocitat z nasledujiciho vztahu:

10 x s
LOQ =

kde s znaci smérodatnou odchylku Sumu, a zna¢i smérnici kalibra¢ni pfimky.

Citlivost

Citlivost je mira schopnosti dané analytické metody rozli§it dvé koncentrace.
Citlivost analytické metoda je u metod s dostate¢né linearni kalibra¢ni zavislosti popsana
smérnici kalibracni pfimky. Pokud neni kalibracni zavislost linearni, miZze se ménit

citlivost s koncentraci analytu [48].

Opakovatelnost

Opakovatelnost je vyjadiena jako té€snost souhlasu mezi vysledky nezavislych méteni
totozné¢ho analytu, které jsou provedeny stejnou metodu, stejnym operatorem, na stejném
méficim systému, na stejném misté¢ a za stejnych podminek v kratkém cCasovém useku.
Opakovatelnost neni vlastnosti vysledku, ale metody [48]. Opakovatelnost lze vypocist

ze vztahu pro relativni smérodatnou odchylku:

Sy =

QKN @«

Relativni smérodatna odchylka je ddna podilem smérodatné odchylky a medianu.
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4 VYSLEDKOVA CAST A DISKUZE

4.1 Optimalizace experimentalnich parametrii (FIA)

V této Casti diplomové prace byla pozornost vénovana optimalizaci experimentalnich
parametri pro dosazeni maximalni citlivosti stanoveni. Optimalizovana byla objemova
pratokova rychlost roztoku peroxidu vodiku, luminolu a analytu. Dale pak hmotnostni
procento roztoku peroxidu vodiku a koncentrace roztoku luminolu. V neposledni fadé byl

optimalizovan davkovany objem roztoku analytu a pH roztoku luminolu.

4.1.1 Hmotnostni procento roztoku peroxidu vodiku

Pro tuto optimalizaci bylo pfipraveno Sest roztokli peroxidu vodiku o hmotnostnim
procentu 0,10; 0,30; 0,50; 1,0; 2,0; 5,0 %. Tyto roztoky byly postupné proméieny,
pfi¢emz ostatni parametry ziistaly neménné (viz Obr. 4.1). Byla méfena zavislost intenzity
zéafeni na hmotnostnim procentu peroxidu vodiku. Vysledné hodnoty intenzity zatreni jsou
uvedeny na Obr. 4.1. Mezi jednotlivdi méfeni byl zafazen promyvaci krok ziedénou
kyselinou dusi¢nou (1:1) a nasledné deionizovanou vodou, ¢imz bylo dosazeno lepsi

opakovatelnosti méteni.
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Obr. 4.1: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na hmotnostnim procentu
roztoku peroxidu vodiku
V o2+) = 100 uL; ¢ (Co’*) = 1000 mg L™'; ¢ (luminol) = 16,9 mmol L~'; pH = 9,0;
v (luminol) = 1,5 mL min~!; v (H20>) = 1,5 mL min™'; v (H20) = v (Co**) = 1,5 mL min™

Z uvedeného grafu je patrné, Ze intenzita zafeni se zvySujicim se hmotnostnim
procentem peroxidu vodiku klesd. Po tomto experimentu byl z ekonomickych divoda
pfipraven roztok luminolu o poloviéni koncentraci (8,47 mmol L") a za stejnych
podminek byly prométeny dva roztoky peroxidu vodiku, pti nichz bylo dosazeno nejvyssi
intenzity zafeni (0,1 % a 0,3 %). Pro vlastni méfeni byl zvolen 0,3% roztok peroxidu
vodiku, ktery poskytoval nizsi, avSak stabilnéjsi signal. Pro 0,3% roztok byla smérodatna

odchylka 0,18 % a pro 0,1% roztok 0,32 %.

4.1.2 Objemova prutokova rychlost roztoku luminolu

Po zvoleni vhodného hmotnostniho procenta roztoku peroxidu vodiku byla volena
rizna objemova priitokova rychlost roztoku luminolu v rozmezi 0,5 — 4,0 mL min ..
Vzhledem k dostate¢né intenzité zatfeni byl nadéle pouZivan roztok luminolu o polovi¢ni
koncentraci (8,47 mmol L™). K dispozici byly dvé peristaltické pumpy, pfi¢emz jedna

Cerpala roztok peroxidu vodiku a vodu, kterd slouZila jako nosna kapalina pro analyt
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(kobaltnaté ionty) a druhd cCerpala roztok luminolu, u kterého byla ménéna objemova

prutokova rychlost. Vysledné hodnoty intenzity zafeni jsou uvedeny na Obr. 4.2.
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Obr. 4.2: Zavislost chemiluminiscencniho zdreni na objemové prutokové rychlosti roztoku
luminolu
V (Co®) =100 uL; ¢ (Co®") = 1000 mg L™'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™, 0,3% H>O>;
pH =9,0; v (H:03) = 1,5 mL min”'; v (H:0) = v (Co’*) = 1,5 mL min™

Z uvedeného grafu je patrné, Ze nejvyssi intenzity zareni bylo dosazeno pii objemové

pratokové rychlosti 2,0 mL min!

. AvSak vzhledem k vys§i nestabilit¢ signalu,
byla pro vlastni méfeni zvolena niz§i objemova pritokova rychlost (1,5 mL min'),
pfi niz byl signdl v podstatné stabilngjsi. Déle bylo zaznamendno, Ze se zvySujici
se objemovou pritokovou rychlosti, dochazelo ke zvySeni smérodatné odchylky a tim

padem ke zhorSeni opakovatelnosti méteni.

4.1.3 Objemova priitokova rychlost roztoku peroxidu vodiku

Dal§im parametrem, ktery byl optimalizovan, byla objemova priutokova rychlost
roztoku peroxidu vodiku. Byla volena rizna objemova pritokova rychlost v rozmezi
0,5 — 40 mL min'. Jedna peristalticki pumpa &erpala vodu a roztok luminolu,

jehoz objemova pritokova rychlost byla optimalizovana v pfedchozim experimentu.
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Druhd pumpa slouzila k Cerpani roztoku peroxidu vodiku, u kterého byla ménéna

objemova pritokova rychlost. Vysledné hodnoty intenzity zafeni jsou uvedeny na Obr. 4.3.
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Obr. 4.3: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na objemové priitokové rychlosti
roztoku peroxidu vodiku

V (Co**) = 100 uL, ¢ (Co®*) = 1000 mg L™'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™'; 0,3% H>O0:;
pH = 9,0; v (luminol) = 1,5 mL min~!; v (H:0) = v (Co*") = 1,5 mL min™!

Z grafu je patrné, Ze vrozmezi objemovych pritokovych  rychlosti
1,5 — 40 mL min! byla odezva pomérné stabilni, a tedy k vlastnimu méfeni byla
z ekonomickych diivodii zvolena objemova priitokova rychlost 1,5 mL min~'.

4.1.4 Objemova pritokova rychlost roztoku kobaltnatych iontl
Pro optimalizaci tohoto parametru byla ménéna objemova prutokova rychlost vody,
coz odpovidalo zméné objemové pritokové rychlosti analytu (kobaltnatych ionti).
Stejn¢ jako v predchozich experimentech, byla prvni peristaltickd pumpa vyuzita

pro Cerpani jiz optimalizovanych objemovych pritokovych rychlosti roztoku luminolu
a peroxidu vodiku (1,5 mL min™'). Druh4a pumpa &erpala vodu, u které byla ménéna
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objemova priitokova rychlost v rozmezi 0,5 — 3,5 mL min~'. Vysledné hodnoty intenzity

zéateni jsou uvedeny na Obr. 4.4.
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Obr. 4.4: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na objemové prutokové rychlosti
roztoku kobaltnatych iontu
V (Co®") =100 uL; ¢ (Co®") = 1000 mg L™'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™, 0,3% H>O>;
pH = 9,0; v (luminol) = 1,5 mL min™!; v (H:03) = 1,5 mL min™’

Z grafu je patrné, Ze vrozmezi objemovych pritokovych  rychlosti
2,5 — 3,5 mL min!, byla pozorovana pomérné stabilni odezva, pii¢emz viak dochéazelo
ke zhorSeni opakovatelnosti s rostoucim prutokem a tudiz pro vlastni méteni byla zvolena
objemova priitokova rychlost 2,5 mL min!. Pfi nastaveni objemové priitokové rychlosti
na 0,5 mL min~! nedoslo k zadné odezvé detektoru. Pii takto nizké objemové priitokové
rychlosti se nejspiSe roztoky dostate¢né nepromisily a tim padem nedoslo k dostatecnému

vyzareni.

4.1.5 Koncentrace roztoku luminolu

Pro tuto optimalizaci byl pfipraven roztok luminolu o koncentraci 8,47 mmol L,

jehoz fedénim bylo pfipraveno Sest roztokl o koncentracich 8,39; 8,26; 8,07; 7,70; 7,06
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a 5,65 mmol L™'. Takto pfipravené roztoky byly postupné proméfeny od nejnizsi

koncentrace. Vysledné hodnoty intenzity zafeni jsou uvedeny na Obr. 4.5.
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Obr. 4.5: Zavislost chemiluminiscencniho zareni na koncentraci roztoku luminolu
V (Co**) = 100 uL; ¢ (Co’*) = 1000 mg L™'; 0,3% H>0>; v (luminol) = 1,5 mL min™';
v (H203) = 1,5 mL min~!; v (H:0) = v (Co*") = 2,5 mL min~!; pH = 9,0

Z grafu je patrné, 7e vrozmezi koncentraci 5,65 — 8,39 mmol L' dochazelo
k nizké mife opakovatelnosti, a proto byl k vlastnimu méfeni pouzit pivodni roztok
o koncentraci 8,47 mmol L', ktery poskytoval zna¢né stabilng&jsi signal s nizsi

smerodatnou odchylkou.

4.1.6 Davkovany objem roztoku kobaltnatych iontd

Pfedposlednim experimentalnim parametrem, ktery byl optimalizovan, byl objem
analytu davkovaného do proudu nosné kapaliny. Bylo proméfeno pét objemi a to 100;

200; 250; 500 a 1000 pL. Vysledky méteni jsou zobrazeny na Obr. 4.6.
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Obr. 4.6: Zavislost chemiluminiscencniho zareni na davkovaném objemu roztoku
kobaltnatych iontii
¢ (Co**) = 1000 mg L', 0,3% H>O0:, ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~!; pH = 9,0;
v (luminol) = 1,5 mL min~!; v (H202) = 1,5 mL min'; v (H:0) = v (Co*") = 2,5 mL min™!

Z grafu je patrné, ze se zvySujicim se objemem roste doba trvani analyzy. Oproti
tomu intenzita chemiluminiscencniho zafeni se jiz vyrazné¢ nezvySovala. Vzhledem

k dostate¢né intenzité signalu byl k vlastnimu méfeni zvolen optimalni objem 100 pL.

4.1.7 pH roztoku luminolu

Pro tuto optimalizaci bylo pfipraveno Sest roztoki luminolu o koncentraci
8,47 mmol L' sriznymi hodnotami pH. Vychozi pH bylo nejprve zvyseno
na pozadovanou hodnotu ptfidavkem pevného hydroxidu sodné¢ho. Timto krokem doslo
zaroven k Gplnému rozpusSténi luminolu. U takto pfipraveného roztoku bylo postupné
snizovano pH piidavkem kyseliny chlorovodikové. Roztoky o pH 9,6; 9,3; 9,0; 8,8; 8,2
a 7,3 byly proméfeny pii optimalnich hodnotich objemové priatokové rychlosti.

Vysledné hodnoty intenzit zafeni jsou uvedeny na Obr. 4.7.
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Obr. 4.7: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na pH roztoku luminolu
V (Co**) = 100 uL, ¢ (Co’*) = 1000 mg L™'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™'; 0,3% H>O:;
v (luminol) = 1,5 mL min™'; v (H:03) = 1,5 mL min™'; v (H>0) = v (Co’*) = 2,5 mL min™!

Z grafu je patrné, Ze intenzita chemiluminiscen¢niho zafeni je vyrazné zdvisla na pH
prostfedi. K vlastnimu méfeni byl pouzit roztok o pH 8,8, pfi némzZ bylo dosaZeno nejvyssi
intenzity zafeni. S dalSim zvySovanim pH dochazelo k poklesu intenzity zafeni a zhorSeni

opakovatelnosti.
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4.2 Souhrn optimalizovanych parametrti (FIA)

V Tab. 4.1 jsou uvedené veskeré experimentalni parametry, které byly ziskané z vyse
uvedenych optimalizaci. Tyto parametry byly pfi dalSich experimentech dodrzovany

z divodu zajisténi maximalni citlivosti stanoveni.

Tab. 4.1: Vysledky optimalizaci experimentalnich parametrti

Optimalizovany parametr Hodnota
Hmotnostni procento peroxidu vodiku [%] 0,3
Koncentrace luminolu [mmol L™'] 8,47
Objemova priitokova rychlost peroxidu vodiku [mL min] 1,5
Objemova pritokova rychlost luminolu [mL min™'] 1,5
Objemova priitokova rychlost analytu [mL min '] 2,5
Dévkovany objem analytu [puL] 100
pH luminolu 8,8

4.3 Kalibra¢ni zavislost stanoveni kobaltnatych iontd (FIA)

Po dokonceni optimalizace experimentdlnich parametrii se pfeSlo na méfeni
kalibra¢ni zévislosti. Optimalni podminky, pfi nichz bylo toto meéfeni provedeno,
jsou shrnuty v Tab. 4.1. Byly prométeny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0,5; 1; 5; 10;
50; 100; 250 a 500 mg L!. U koncentraci nizsich jak 0,5 mg L™! nebyla intenzita signalu
rozeznana od Sumu zdkladni linie. Ze ziskanych hodnot intenzit zafeni byl sestrojen graf
zéavislosti chemiluminiscenéniho zafeni na koncentraci kobaltnatych iontl, ktery je
zobrazen na Obr. 4.8. Do grafu byly vyneseny hodnoty do koncentrace 10 mg L7,

kter¢ tvoftily linearni zavislost.
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Obr. 4.8: Kalibracni zavislost pro kobaltnaté ionty
V (Co?*) = 100 uL; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~!; 0,3% H>0:, pH = 8,8;
v (luminol) = 1,5 mL min™'; v (H:03) = 1,5 mL min™'; v (H>0) = v (Co’*) = 2,5 mL min™!

4.4 Zjisténi zakladnich charakteristik (FIA)

Po optimalizaci experimentalnich parametri a sestrojeni kalibra¢ni zéavislosti
pro kobaltnaté ionty, byly zjistény zakladni charakteristiky stanoveni. Tyto charakteristiky
jsou uvedeny v Tab. 4.2.

Byl zvolen kalibraéni roztok kobaltnatych iontii o koncentraci 10 mg L', ktery byl
desetkrat proméien. Ze ziskanych hodnot byla vypoctena mez detekce, mez stanovitelnosti
a opakovatelnost. Na zdklad¢ kalibra¢ni zavislosti, kterd byla vynesena do grafu,

byl stanoven linearni dynamicky rozsah, pracovni rozsah, citlivost a korela¢ni koeficient.
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Tab. 4.2: Zékladni charakteristiky stanoveni kobaltnatych ionti

Charakteristika Hodnota
LOD [mg L] 0,11
LOQ [mg L] 0,38
Citlivost [L mg'] 0,0083
Opakovatelnost [%] 9,52
Linearni dynamicky rozsah do [mg L] 10,0
Korelaéni koeficient 0,9962
Pracovni rozsah do [mg L] 500,0

4.5 Katalytickd schopnost ostatnich iontt

V této Casti prace byla pozornost vénovana iontim, které by mohly mit podobny
katalyticky ucinek jako ionty kobaltu a pfispivat tak ke zvySeni intenzity
chemiluminiscen¢ni reakce. Byla vyzkouSena katalytickd schopnost nikelnatych,
zeleznatych, manganatych, zine¢natych, kademnatych, chromitych, sttibrnych, méd’natych
a hlinitych iontd. Byly pfipraveny roztoky téchto iontd o koncentraci 500 mg L
a proméfeny. Vysledky méfeni uvedené na Obr. 4.9 a 4.10 byly vzdy porovnany
s vysledky pro kobaltnaté ionty, u kterych byla intenzita zafeni brana jako 100%.
Experimentalni parametry béhem méteni katalytické schopnosti vySe zminénych ionti
byly nésledujici: ddvkovany objem roztoku iontli o koncentraci 500 mg L' byl 100 uL,
objemova pritokova rychlost roztoku luminolu o koncentraci 8,47 mmol L' a optimalnim
pH = 8,8 byla 1,5 mL min'. K oxidaci luminolu byl pouzivin 0,3% roztok peroxidu

vodiku, jehoZ objemové priitokova rychlost byla 1,5 mL min ™.



-40 -

1. % ' ' ' ' '

100 | .

80 -— W _‘

60 |- o i

40 4/,/ 7

20 |- /,:?' .
v e . .

2+

Co cu® cr” Ag’ AP

Obr. 4.9: Procentualni vyjadrent intenzity chemiluminiscencniho zareni roztoku iontii
V (Co?*, Cu?*, Cr*, Ag*, APY) = 100 uL; ¢ (Co**, Cu?*, Cr’*, Ag*, AP*) = 500 mg L',
¢ (luminol) = 8,47 mmol L™!; 0,3% H>0:; pH = 8,8; v (luminol) = 1,5 mL min™';

v (H203) = 1,5 mL min™!; v (H:0) = v (Co*") = 2,5 mL min™!
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Obr. 4.10: Procentualni vyjadreni intenzity chemiluminiscencniho zareni roztoku iontu
V (Co?*, Ni**, Mn?*, Zn’*, Fe**, Cd**) = 100 uL; c (Co’*, Ni?*, Mn’*, Zn’", Fe**, Cd**) =
500 mg L', ¢ (luminol) = 8,47 mmol L7, 0,3% H>O:; pH = 8,8;
v (luminol) = 1,5 mL min™!; v (H:03) = 1,5 mL min~!; v (H0) = v (Co*") = 2,5 mL min™!
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Z nasledujicich grafii je patrné, ze nejvyssi katalyticky ucinek vykazovaly manganaté
ionty. Katalytickou schopnost vykazovaly 1 médnaté a zinecnaté ionty, avSak oproti
kobaltnatym iontliim to byly zanedbatelné hodnoty. lonty niklu, Zeleza a kadmia nemély
zadny vyznamny vliv na intenzitu chemiluminiscencniho zafeni. U iontl hliniku, stfibra
a chromu nedoSlo k chemiluminiscenéni reakci, jelikoZz tyto ionty nevykazovaly

katalytickou schopnost.

4.6 Optimalizace experimentalnich parametri (SIA)

Pii FIA uspofadani byly optimalizovany experimentdlni parametry pro stanoveni
kobaltnatych iontli, pficemz nékteré z téchto parametrli (hmotnostni procento roztoku
peroxidu vodiku, koncentrace roztoku luminolu, pH roztoku luminolu) byly vyuzity u SIA
techniky a nebylo potiebné je jiz optimalizovat. Parametry byly optimalizovany na zakladé
zmén usporaddni SIA aparatury (viz Kapitola 3.6). Pifi prvnim uspofddani byl
optimalizovan davkovany objem roztoku kobaltnatych iontii, objemova priatokova rychlost
Cerpadla a objemova priutokova rychlost roztoku kobaltnatych iontl. Pii druhém
uspotadani byly optimalizovany davkované objemy reakénich c¢inidel a pfi tietim

usporadani objemova pratokova rychlost roztoku peroxidu vodiku.

4.6.1 Objemova priatokova rychlost ¢erpadla

V tomto usporadani byl ptes peristaltické Cerpadlo kontinudlné cerpan roztok
peroxidu vodiku a luminolu, jehoz objemova priutokova rychlost byla regulovdna
procentudlné. Bylo zjiSténo, ze 100% objemova pritokova rychlost odpovidd hodnoté

4,6 mL min'. Vysledky méfeni jsou uvedeny na Obr. 4.11 v jednotkdch mL min™".
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Obr. 4.11: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na objemové priitokové
rychlosti cerpadla
¢ (Co’*) =50 mg L'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~ ; pH = 8,8, 0,3% H>0;
V (Co**) = 300 uL; v (H>0) = v (Co**) = 3,0 mL min™!

Z grafu je patrné, Ze se zvySujici se objemovou pritokovou rychlosti roztoku
peroxidu vodiku a luminolu roste intenzita chemiluminiscenéniho zéafeni. K dalSimu

1

méfeni byla zvolena hodnota 4,6 mL min vzhledem kniz§i hodnoté smérodatné

odchylky.

4.6.2 Déavkovany objem roztoku kobaltnatych iontl

Dalsim experimentalnim parametrem, ktery byl optimalizovan, byl davkovany objem
analytu. Byly prométeny Ctyii objemy a to 50; 100; 300 a 600 uL. Vysledky méteni jsou
zobrazeny na Obr. 4.12.
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Obr. 4.12: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na davkovaném objemu roztoku
kobaltnatych iontu
¢ (Co?*) = 50 mg L'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~ ; pH = 8,8, 0,3% H>0;
v (luminol) = v (H203) = 4,6 mL min~'; v (H:0) = v (Co*") = 3,0 mL min™!

Z grafu je patrné, Ze intenzita signalu roste do hodnoty 300 pL. Nadavkovanim
vétsiho objemu se jiz intenzita vyrazné nemeénila. Vzhledem k vétsi stabilité signalu byl

k vlastnimu méteni zvolen objem 300 pL.

4.6.3 Objemova pratokova rychlost roztoku kobaltnatych iont

Pomoci pistového Cerpadla byl nasan pfislusny objem roztoku kobaltnatych iontl
do misici civky a nasledné transportovan k detektoru urcitou objemovou pritokovou
rychlosti. Objemové priitokové rychlosti byly ménény v rozmezi 0,5 — 6,0 mL min ',

Vysledné hodnoty intenzity zafeni jsou uvedeny na Obr. 4.13.
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Obr. 4.13: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na objemové pritokove
rychlosti roztoku kobaltnatych iontu
¢ (Co’*) =50 mg L'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~ ; pH = 8,8, 0,3% H>0:;
V (Co?*) = 300 uL; v (luminol) = v (H>03) = 4,6 mL min™'

Z grafu je patrné, ze se zvySujici se objemovou pritokovou rychlosti, intenzita zafeni
roste. Pro vlastni méfeni byla zvolena hodnota 3,0 mL min! vzhledem k vétsi

opakovatelnosti oproti ziskanému vysledku pti pritoku 6,0 mL min™'.

4.6.4 Dévkované objemy reak¢nich Cinidel

V tomto kroku, ktery je nedilnou soucasti optimalizaci v SIA uspofadani, bylo nutné
nalézt optimalni davkované objemy reakcénich Cinidel misicich se v zadrzovaci civce.
Optimalizovan byl objem roztoku luminolu a roztoku kobaltnatych iontd, a to v poméru
1:1 (10:10; 25:25; 50:50; 100:100; 150:150; 250:250 a 300:300 pL). Vysledné hodnoty
intenzity zafeni v zdvislosti na poméru objemi reakénich Ccinidel jsou uvedeny

na Obr. 4.14.
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Obr. 4.14: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na davkovanych pomerech
objemui reakcnich cinidel
¢ (Co’*) =50 mg L'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~ ; pH = 8,8, 0,3% H>0:;
v (H20) =v (luminol) = v (Co’*) = 3,0 mL min™'; v (H203) = 4,6 mL min™’

Z grafu je patrné, Ze se zvySujicim se objemem roztoku luminolu a roztoku
kobaltnatych iontd roste intenzita chemiluminiscencniho zafeni. Je tedy patrné,
ze mnozstvi kobaltnatych iontli v roztoku koreluje s mnozstvim luminolu. K dosaZeni
vysoké intenzity zafeni je tedy zapotiebi, aby smés obsahovala dostate¢né mnozstvi
luminolu (substrat) a ptislusné mnozstvi kobaltnatych ionti (katalyzator). Pfi dalSich

méfenich byl ddvkovan objem 300:300 pL.

4.6.5 Objemova pritokova rychlost roztoku peroxidu vodiku

Roztok peroxidu vodiku byl vtomto uspofddani davkovan pomoci druhého
pistového cerpadla v okamziku, kdy dochazi k obraceni pohybu prvniho pistového
Cerpadla a transportu smési roztoku luminolu a kobaltnatych ionti. Objemové prutokové
rychlosti byly ménény pomoci programu v rozmezi 1,5 — 9,0 mL min'. Vysledné hodnoty

intenzity zatreni jsou uvedeny na Obr. 4.15.
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Obr. 4.15: Zavislost intenzity chemiluminiscencniho zareni na objemové priitokove
rychlosti roztoku peroxidu vodiku
¢ (Co’*) =50 mg L'; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~ ; pH = 8,8, 0,3% H>0;
v (H>0) =v (luminol) = v (Co’*) = 3,0 mL min~!; V (luminol) = V (Co**) = 300 uL

Z grafu je patrné, Ze nejvyssi intenzity chemiluminiscenéniho zafeni bylo dosaZeno
pii objemové priitokové rychlosti 3,0 mL min~'. Diivodem dosaZeni maximalni intenzity
zafeni pfi niz§i objemové pratokové rychlosti mohlo byt delsi setrvani reakéni smési

v optické draze.

4.7 Souhrn optimalizovanych parametrii (SIA)
V Tab. 4.3 jsou uvedené experimentdlni parametry, které¢ byly ziskané z vyse
uvedenych optimalizaci v SIA uspofadani. Tyto parametry byly pii dalSich experimentech

dodrZovany z diivodi zajisténi maximalni citlivosti stanoveni.
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Tab. 4.3: Vysledky optimalizaci experimentalnich parametri

Optimalizovany parametr Hodnota
Objemova priitokova rychlost ¢erpadla [mL min '] 4,6
Déavkovany objem analytu [puL] 300
Objemova pritokova rychlost analytu [mL min '] 3,0
Déavkované objemy reak¢nich ¢inidel [uL] 300 : 300
Objemova pritokova rychlost peroxidu vodiku [mL min] 3,0

4.8 Kalibra¢ni zavislost stanoveni kobaltnatych ionth (SIA)

Po dokonceni optimalizace experimentalnich parametri se pfeSlo na méfeni
kalibra¢ni zavislosti technikou SIA. Kalibra¢ni zavislost byla proméfena pro vSechna
uspotadani (viz Kapitola 3.6). Optimalni podminky, pfi nichZ bylo toto méfeni provedeno,
jsou shrnuty v Tab. 4.3. Byly proméieny kalibracni roztoky o koncentracich 0,5; 1; 5; 10;
50; 100 a 250 mg L', Ze ziskanych hodnot intenzit zafeni byly sestrojeny grafy zavislosti
chemiluminiscencniho zéafeni na koncentraci kobaltnatych iontii, které jsou zobrazeny

na Obr. 4.14, 4.15 a 4.16. Do grafti byly vyneseny hodnoty tvofici linearni zavislost.

T T T T T T
/CH u
0,16 | ]l -
0,12 | i
0,08 —
1

0,04 [ -
0,00 | .

1 | 1 i 1 n 1 i 1 i 1

0 2 4 6 8 10
-1
%w,mgL

Obr. 4.14: Kalibracni zavislost pro kobaltnaté ionty (usporadani 1)
V (Co*) = 300 uL; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L~!; 0,3% H->0>; pH = 8,8;
v (luminol) = v (H203) = 4,6 mL min~!; v (H0) = v (Co’") = 3,0 mL min™'
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Obr. 4.15: Kalibracni zavislost pro kobaltnaté ionty (usporadani 2)
V (Co?*) =V (luminol) = 300 uL; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™'; pH = 8,8; 0,3% H>0:;
v (H>0) =v (luminol) = v (Co’*) = 3,0 mL min~!; v (H:03) = 4,6 mL min™'
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Obr. 4.16: Kalibracni zavislost pro kobaltnaté ionty (usporadani 3)
V (Co®") =V (luminol) = 300 uL; ¢ (luminol) = 8,47 mmol L™'; pH = 8,8, 0,3% H>O0>;
v (H>0) =v (luminol) = v (Co’*) = 3,0 mL min~!; v (H:03) = 3,0 mL min™
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4.9 Zjisténi zakladnich charakteristik (STA)

Po optimalizaci experimentalnich parametri a sestrojeni kalibracni zavislosti
pro kobaltnaté ionty, byly zjistény zékladni charakteristiky stanoveni pro techniku SIA.
V Tab. 4.4 jsou porovnany vysledky pifi rizném uspoifaddni SIA aparatury
(viz Kapitola 3.6).

U v8ech uspofadani byl zvolen kalibracni roztok kobaltnatych iontli o koncentraci
10 mg L', ktery byl desetkrat proméfen. Ze ziskanych hodnot byla vypodtena mez
detekce, mez stanovitelnosti a opakovatelnost. Na zaklad¢ kalibracni zavislosti, kterd byla
vynesena do grafu, byl stanoven linearni dynamicky rozsah, pracovni rozsah, citlivost

a korelaéni koeficient.

Tab. 4.4: Zékladni charakteristiky stanoveni kobaltnatych iontt

Charakteristika Uspofaddani 1  Uspotadani 2~ Uspotadani 3
LOD [mg L] 0,33 0,07 0,05
LOQ [mg L] 1,09 0,24 0,17
Citlivost [L mg '] 0,0153 0,0189 0,0266
Opakovatelnost [%] 3,86 1,95 2,12
Linearni dynamicky rozsah do [mg L] 10,0 10,0 5,0
Korelacni koeficient 0,9965 0,9966 0,9919
Pracovni rozsah do [mg L '] 250,0 250,0 250,0

Z vySe uvedené tabulky je patrné, Ze nejnizs$i meze detekce a nejvyssi citlivosti bylo
dosazeno u tietiho usporadani. Toto uspotfadani, kdy bylo k Cerpani roztoku peroxidu
vodiku vyuzito pistové Cerpadlo a roztok luminolu a analytu byl pfivadén pfes osmicestny
selekéni ventil, je nejvhodnéjsi pro stanoveni. V obou pfedchozich usporadéanich byl roztok

cerpan peristaltickym cerpadlem.
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4.10 Porovnani zakladnich charakteristik

V Tab. 4.5 jsou porovnany vysledky zékladnich

kobaltnatych iontti ve FIA a SIA uspotadani.

Tab. 4.5: Porovnani zakladnich charakteristik stanoveni

charakteristik stanoveni

Charakteristika STA (uspotadani 3)
LOD [mg L] 0,05

LOQ [mg L] 0,17
Citlivost [L mg ] 0,0266
Opakovatelnost [%] 2,12
Linearni dynamicky rozsah do [mg L] 5,0
Korelacni koeficient 0,9919
Pracovni rozsah do [mg L] 250,0

Z vyslednych hodnot je patrné, Ze pomoci techniky SIA s vhodnym uspofadénim lze

dosédhnout nizsich mezi detekce a vysSsi citlivosti pro stanoveni kobaltnatych iontt.

Citlivost stanoveni je ptiblizné trojndsobnd, cozZ pfedstavuje vyrazné zlepSeni u SIA oproti

FIA uspotadani.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo nalezeni optimalniho experimentalniho
uspotadani pro chemiluminiscencni stanoveni kobaltnatych ionti technikami FIA a SIA
a porovnani dosazenych vysledki stanoveni.

Bylo nalezeno vhodné uspotadani pro detekci zafeni. K vlastnimu méfeni byla
zvolena sklenéna spirdlovitd trubice s dostatecné Uzkym prostorem pro dokonalé
promichani  roztokii. Oproti ostatnim provedenym experimentim probihala
chemiluminiscenc¢ni reakce v optické draze detektoru a zaroven byl poskytnut dostatecné
stabilni signal.

Podafilo se sestavit aparaturu FIA a zvolit vhodné uspofadani SIA aparatury.
Metody FIA a SIA byly nésledné optimalizovany. Pro metodu FIA byl zvolen jako
optimélni 0,3% roztok peroxidu vodiku o objemové priitokové rychlosti 1,5 mL min',
déle byl zvolen jako optimalni 8,47 mmol L roztok luminolu (pH = 8,8) o objemové
pritokové rychlosti 1,5 mL min!. Optimélni ddvkovany objem roztoku kobaltnatych ionti
byl 100 pL. U metody SIA byly ponechdny nékteré optimalizované parametry z vySe
zminénych, jako 0,3% roztok peroxidu vodiku a 8,47 mmol L' roztok luminolu
(pH = 8.,8). Ostatni parametry byly optimalizovany na zakladé zmén usporadani SIA
aparatury. Optimalni objemova priitokova rychlost éerpadla byla 4,6 mL min~!, objemova
pritokova rychlost roztoku peroxidu vodiku a roztoku kobaltnatych ionti byla
3,0 mL min!. Optimalni davkovany objem roztoku kobaltnatych iontdi byl 300 pL
a optimalni objemy reakénich ¢inidel (luminol a kobaltnaté ionty) byly 300:300 uL.

Za vySe zminénych experimentalnich podminek byly prométeny kalibracni zavislosti
a urCeny zdékladni charakteristiky stanoveni. Vzhledem k tomu, Ze byl proveden
experiment, kde bylo ménéno uspofddani u SIA aparatury, byly nejprve porovnany
u tfetiho usporadani, které bylo nasledné porovnano s vysledky metody FIA. U metody
FIA ¢&inila LOD 0,11 mg L' a citlivost byla 0,0083 L mg™'. U metody SIA (uspotadani 3)
¢inila LOD 0,05 mg L' a citlivost byla 0,0266 L mg'. Na zakladé porovnani lze fici,
ze stanoveni pomoci techniky SIA je citlivéjsi pro detekei kobaltnatych iontd v roztoku.

Pfi studiu katalytické schopnosti ostatnich iontd na intenzitu chemiluminiscencni
reakce bylo zjiSténo, Ze nejvyssi katalyticky ucinek vykazovaly manganaté ionty.
Katalyticky uc¢inek byl také zaznamendn u méd’natych a zinec¢natych iontii, avSak oproti

kobaltnatym iontim se jednalo o zanedbatelné hodnoty. Dale bylo zjisténo, ze u iontl
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hliniku, stfibra a chromu nedoSlo k chemiluminiscenéni reakci, jelikoz tyto ionty
nevykazovaly katalytickou schopnost.
Z vyse uvedeného vyplyva, ze i pres ur¢ité komplikace, byly cile diplomové prace

splnény.
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