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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Edita Klusonova
Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Testovani optickych vlastnosti Quantum-Dots nanocastic 1.

Tato diplomova prace se zabyva testovanim optickych vlastnosti Quantum-Dots
nanocastic (QDs), které byly ovéfovany jako zesilovace chemiluminiscenéniho (CL)
signalu. K reakci byl pouzZit luminol (5-aminoftalylhydrazid) v bazickém prostredi
roztoku NaOH, ktery byl oxidovan peroxidem vodiku za ptitomnosti katalyzatoru
hexakyanozelezitanu draselného. Experiment probihal v systému sekvenéni injek¢éni
analyzy (SIA) s vyuzitim detekce ve spiralni pritokové cele detektoru Schoeffel. Pti
reakci byly testovany rtizné koncentrac¢ni hladiny QD nanocastic, s orientaci zejména na
nizké koncentrace. Testovany byly roztoky QD nanocastic s riiznym emisnim maximem
a upravou povrchu, které byly pfipravené¢ na Oddéleni bioanalytické instrumentace v
Ustavu analytické chemie v Brné. Jednalo se o tyto modifikitory povrchu CdTe
nanocastic: merkaptopropionova kyselina (MPA 520 nm, MPA 540 nm, MPA 636 nm),
thioglykolova kyselina (TGA 620 nm), merkaptoethylamin (NH, 590 nm) a castice
CdTe/CdS obalené merkaptopropionovou kyselinou (MPA CdTe/CdS 640 nm). U
kazdé nanocastice prob€hlo srovndni s méfenim bez QD a porovnani i vramci
opakovatelnosti méfeni. Dale bylo u kazdého typu provedeno tzv. stop-flow méfeni,
které se uskutecnilo vzdy u téhoZ roztoku, u kterého byla zjiSténa nejvétsi intenzita
chemiluminiscence. VSe bylo vyhodnoceno vySkou signilu a plochou (narist a délka
trvani CL signalu). Béhem experimentdlniho méfeni Sesti typli analyzovanych QD
nanocastic bylo zjiSténo, Ze se nejvétsi narlst intenzity chemiluminiscence vyskytl u
QD NH; s emisnim maximem 590 nm, a to o0 42,28 %. K nejvétsimu zesileni signalu za
vyuziti stop-flow méfeni doslo u QD NH; 590 nm, a to o 91,02 %, avSak u této

nanocastice byla zaznamenana i nejkratsi signalni odezva.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Edita Klusonova
Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Testing optical properties of Quantum-Dots nanoparticles I.

The diploma thesis deals with testing optical properties of Quantum-Dots nanoparticles
(QDs), which have been verified as chemiluminescence (CL) signals enhancers. For the
reaction luminol (5-aminophthalhydrazide) was used in alkaline medium, which was
oxidized by hydrogen peroxide in the presence of catalyst potassium ferricyanide. The
experiment was performed in the sequential injection analysis (SIA) system using
detection in spiral flow cell Schoeffel. Different concentration levels of QDs
nanoparticles were tested with main focus on low concentrations. QDs solutions with
different emission maxima and surface modification were tested, which were prepared
at the Department of bioanalytical instrumentation in the Institute of Analytical
Chemistry in Brno. The following modifications of CdTe nanoparticles were used:
mercaptopropionic acid (MPA 520 nm, MPA 540 nm, MPA 636 nm), thioglycolic acid
(TGA 620 nm), mercaptoethylamine (NH; 590 nm) and CdTe/CdS particles coated with
mercaptopropionic acid (MPA CdTe/CdS 640 nm). Every particle was compared with
measuring without QDs as well as repeatability of measurements. Further stop-flow
measuring was performed for every particle in solution in which the highest intensity of
chemiluminescence had been found. Everything was evaluated by signal height and
area (increase and length of CL signal). Data obtained during experimental measuring 6
kinds of QDs nanoparticles showed, that the highest increase of chemiluminescence was
recorded using QD NH; with emission maximum at 520 nm, the procentual increase
was 0f 42.28%. In case of peak area evaluation the best enhancing effect was found for
QDs NH; with maximum emission occurs at 590 nm, the procentual enhancing was of

91.02 %, however, the shortest signal was recorded for this nanoparticle.
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Seznam pouzitych zkratek

CL chemiluminiscence

CRET chemiluminiscencni pfenos energie (Chemiluminiscence Resonance Energy
Transfer)

DNA  deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

FIA prutokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)

FRET fluorescen¢ni pienos energie (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

GSH  glutation

HRP kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

Ig G imunoglobulin G

MPA  merkaptopropionova kyselina (mercaptopropionic acid)

PEG  polyethylenglykol

PL fotoluminiscence

QDs kvantove tecky (Quantum-Dots)

RNA  ribonukleova kyselina (ribonukleic acid)

ROS  reaktivni forma kysliku (Reactive Oxygen Species)

RSD  relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)

SD smérodatna odchylka (Standard Deviation)

SIA sekvencni injek¢ni analyza (Sequetnial Injection Analysis)

TGA  thioglykolova kyselina (thioglycolic acid)



1. Uvod

Diplomova prace pojednava o testovani optickych vlastnosti Quantum-Dots
nanocastic zaloZzeném na jejich vyuziti jako zesilovacl chemiluminiscencniho signalu.
Tyto vlastnosti byly testovany technikou sekvencni injekéni analyzy, kterd umoznuje
analyzu velkého poctu vzorki, a kterd slouzi ke stanoveni riznych analytl v kratkém
case. Na rozdil od jinych pratokovych systémi vyuzivd zménu pifimého a zpétného toku
pro efektivni miseni aspirovanych zon jednotlivych roztoka. Jako detektory sekvencni
injekéni analyzy se pouzivaji napiiklad spektrofotometry, fluorimetry nebo
elektrochemické detektory, vtomto piipadé byl vyuzit fotonasobi¢, ktery slouzil

k detekci chemiluminiscenéniho signalu.



2. Cil a popis zadani prace

Cilem préace je podrobné testovani vlivu Quantum-Dots nanocastic s riznym
emisnim maximem a Upravou povrchu ¢astic na chemiluminiscencni reakci luminolu
v bazickém prostfedi za oxidace peroxidem vodiku a katalyzy hexakyanoZelezitanem.
QDs nanocastice zde budou vystupovat jako zesilovace chemiluminiscenéniho signalu.
Naplanovano je testovani Sir§iho rozmezi fedéni ¢astic zaméteného piedev§im na nizké
koncentrace a porovnani jednotlivych ¢astic s ohledem na emisni maxima a hlavné na
upravu jejich povrchu. VSe bude srovnano s méfenim bez QDs (slepy vzorek) a
porovnano 1 vramci opakovatelnosti méfeni. Detekce chemiluminiscenéniho signalu
bude probihat v priitokové cele detektoru Schoeffel a tento signal, znazornény pikem,
bude vyhodnocen vySkou signdlu (nartst CL signalu) a plochou (délka trvani CL
signalu). Dale je naplanovano testovani chemiluminiscencniho signdlu pomoci stop-
flow méteni. Tato detekce probéhne u kazdého typu nanocastice, u které¢ bude naméten

nejvyssi CL signal.
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3. Teoreticka cCast

3.1. Sekven¢éni injek¢ni analyza

Sekvenéni injek¢éni analyza (SIA) je technikou pritokové analyzy, kterd umoZiuje
snadnou automatizaci slozitych postupt sériovych analyz velkého poctu vzorkl. SIA
technika feSi nékteré nedostatky priatokové injekéni analyzy (FIA). Vyznamnym
rozdilem SIA techniky a FIA techniky je odliSnost v geometrii nosného toku, kdy FIA
vyuziva ptimy konstantni tok (Obr. €. 1), zatimco SIA vyuZivd zménu pfimého a
zpétného toku (Obr. €. 2). Tim je dosazeno vy$Siho stupné konverze analytu na

vysledny produkt .

Ehrriar

Obrézek ¢&. 1: Princip pritokové injekéni analyzy
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, . .o R ,
Obrazek €. 2: Princip sekvencni injekéni analyzy

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybl Cerpadla a pfepinanim pozic
selekéniho ventilu. Soucasti SIA systému musi byt jednak detektor, obousmérnd pistova
pumpa, misici civka a vicecestny selekéni ventil, ale 1 pocita¢ sftidici kartou a
ptisluSnym programovym vybavenim, které fidi kroky méficiho cyklu a soucasné sbira,

uchovava a vyhodnocuje vystupni data .

Reagent | Reagent 3

Reagent 2

Obréazek &. 3: Schématické uspofadani sekvenéni injekéni analyzy '
12



U SIA techniky je mozné provést zmény davkovaného objemu vzorku od jednotek az
po stovky ul programovanim doby otevieni kandlu selek¢niho ventilu. Doba trvani
jednoho méficiho cyklu se pohybuje okolo 30 s. Hlavni charakteristikou techniky SIA
jsou oddélené méfici cykly, kdy jsou nejprve zony vSech ¢inidel a vzorku davkovany
postupné do jednokanalového systému s pouzitim vicecestného selekéniho ventilu a
pistového cerpadla. Pomoci cerpadla je pohyb toku dale obriacen a tim dojde
k dokonalému promiseni zon za vzniku reakéniho produktu, ktery je poté detekovan.
Signal ziskany detekci ma tvar piku. Jako detektory v SIA jsou pouzivany
spektrofotometry, fluorimetry, elektrochemické detektory atd. Vyhodou SIA techniky je

1 jeji flexibilita, kterd je dand snadnou zménou parametrli méteni pomoci klavesnice

pocitade beze zmén konfigurace SIA systému .

3.2. Luminiscence

Luminiscence je studené svétélkovani pevnych latek a roztokd, fid€eji 1 plynl a par,
vzniklé transformaci jiné primdrni energie, vétSinou svételného zatreni o nizsi vinové
délce (fotoluminiscence), ale také chemickymi reakcemi (chemiluminiscence), tepelnou
stimulaci (mén¢ presné je oznaCeni termoluminiscence), mechanickym tlakem
(triboluminiscence), elektrickym polem (elektroluminiscence) a nckterymi dal§imi

IS

zptisoby. Pro analytické G¢ely maji vyznam vsak jen prvni téi druhy luminiscence °.

3.2.1. Chemiluminiscence

Chemiluminiscence je svétélkovani doprovazejici chemické reakce nékterych latek.
Chemiluminiscence, jinak téz chemické svétlo vznikd pfimou pfeménou chemické
energie na svételnou. Uvolnénad chemickd energie prevadi atomy nebo molekuly do
energeticky bohatsiho, tzv. excitovaného stavu, které takto ziskanou energii uvoliuje ve
formé svételnych kvant (fotontll). Protoze pfi chemiluminiscenci témét viibec nevznika
teplo, byva svétlo produkované nékterymi chemickymi reakcemi nazyvano také jako
studené. Chemiluminiscenci Ize pozorovat pfi tzv. silné exotermnich reakcich nékterych
latek. Pti téchto reakcich se uvoliuje pravé takové mnozstvi energie, které je potieba ke
vzniku viditelného svétla. Fyzikové spocitali, ze spektrum viditelné¢ho svétla se nachazi
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v rozmezi vlnovych délek piiblizn€ od 400 do 700 nanometrti. Pro vznik viditelného
svétla je podle slavného Einsteinova vztahu potieba energie (reakéni enthalpie) 168 az

do 294 kJ/mol *.
E=m ¢’ resp. E=h"n
3.2.2. Chemiluminiscence luminolu

Luminol (5-aminoftalhydrazid) je odrazovym muistkem v oblasti vyzkumu
chemiluminiscence — byl objeven roku 1928 a od té doby se datuji dal$i objevy v této
oblasti. Pfi oxidaci luminolu peroxidem vodiku v bazickém prostifedi a za katalyzy
dochazi k chemiluminiscenci. Jednou z moznosti jak zajistit bazické prosttedi je pomoci
alkalického karbonatového pufru. Katalyzatorem reakce jsou zde ionty prechodného
kovu (nejCastéji se pouzivaji ionty méd'naté nebo zelezité ¢i zeleznaté, nejvhodné;jsi pro
tuto reakci jsou vSak ionty kobaltnaté, reakci ale katalyzuji 1 rizné ptirodni latky —
porfyriny, aj.). Reakci je moZné provést 1 ve zjednoduseném provedeni, kdy se bazické
prostiedi zajisti pfidanim hydroxidu sodné¢ho nebo draselného. V tomto piipad¢ vSak
nelze pouzit médnaté ani zeleznaté ionty, protoze by se srazely jejich nerozpustné
hydroxidy. Proto se vtéhle situaci svyhodou pouzivda jako katalyzator
hexakyanozelezitan draselny, pfipadné hexakyanozeleznatan draselny. Nevyhodou
zjednoduSeného provedeni je fakt, Ze hydroxidem vytvotené zasadité prostiedi neni tak
stalé jako prostiedi vytvotfené pufrem, a proto je délka vyzarovani chemiluminiscence

v tomto piipadé pondkud kratsi .

= ™ MH
[ |+ 20H + H0,

a \ NH,

COOr

+ N, + 4H,0 + hv

Obrézek &. 4: Oxidace luminolu peroxidem vodiku v bazickém prostiedi ’
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3.2.3. Pouziti luminolu

Luminol je naptiklad pouzivan vySetfovateli ve forenznich védach k vyhledavani
krvavych stop na misté ¢inu. Luminol podléha v zésaditém prosttedi oxidaci peroxidem
vodiku na diazachinon a postupné az na peroxodeanion. Z oxidacniho produktu se za
katalyzy hemovou skupinou odstépuje molekula dusiku a vznikd excitovany anion
kyseliny aminoftalové. Vyzéafenim energie v podobé svétla molekula opét dosahuje

zékladniho energetického stavu.

NH, |o NH, O
rl\“_' + He G OH] )
-
MNH - 2RO
o o
NH2 lO‘
+ Hz':lgfz OH- o M - Ng
-_— - [Ijll -
-2 M0 | M Kat : herr
D_
I"»IH2 (] * J:r‘_.:( NH2 2
o by o
—_— -
(i -
(] 2

Obrazek ¢. 5: Reakce roztoku luminolu s krvi (v pfitomnosti peroxidu vodiku);

katalyzator hem °

Vyuziti luminolu je také pii metodé Western blot (analytickd technika pouZivana
k detekci specifického proteinu ve smési s dalSimi proteiny), ve které slouzi luminol
jako substrat pro peroxidazu konjugovanou s pouzitou sekundarni protilatkou. Dale se

luminol pouZzivé napf. k testiim na pfitomnost médi, zeleza a kyanidu.
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3.3. Nanocastice

Nanocastice je souhrnny pojem pro objekty riiznych tvart a chemického slozeni (uhlik,
kovy, oxidy kovi, polymery), jejichz jeden rozmér je mensi nez 100 nanometrt. Z
hlediska plivodu rozliSujeme dvé zékladni kategorie: Nanomaterialy, imyslné vyrabéné
s cilem konkrétniho vyuziti v rozmanitych aplikacich souhrnné nazyvanych
nanotechnologie. A nanocastice, které vznikaji jako nechtény vedlejSi produkt pii
riznych spalovacich a dal§ich fyzikdlnich ¢i chemickych procesech. Né&které

nano¢&astice vznikaji i jako dusledek p¥irozenych prirodnich procesi .

3.3.1. Priprava nanocastic

Metody piipravy a chemické modifikace nanocastic jsou v soucasnosti intenzivné
rozvijeny a vyuzivany. Jiz pfi ptipraveé vlastnich nanocastic je tfeba uvazit jejich dalsi
aplikaci. Nanocastice mohou byt pfipraveny riznymi metodami a lze tak dosdhnout
pozadovanych tvart a tim i1 pozadovanych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Mezi
nejroz§irenéjSi typy patii nanocastice kovli (napf. zlata, stiibra), nanocastice oxidi
(ktemicitého, titani¢ité¢ho), sulfidi (kademnatého), selenidi (kademnatého) a polymerni
nanocastice (kopolymery, dendrimery).

Chemicka metoda ptipravy nanocastic kovi je zaloZena na nukleaci a riistu tuhé
faze. Tento proces je nejCastéji vyvolan chemickou redukei soli kovli. Ke kontrole ristu
nanocastic a k jejich ochrané pted agregaci je pouzivano velkého mnozstvi stabilizatord.
Kromé ptipravy nanocastic kovi lze ziskat 1 nanocastice jejich oxidi, sulfidl a selenidi,
jejichz vyuziti ale neni tak Siroké jako v ptipadé samotnych kovii. Syntéza je vétSinou
provadéna ve vodnych roztocich, ve kterych se jako redukéni €inidlo pouziva hydrazin
nebo hydroxylamin.

Polymerni nanocastice se vétSinou ziskdvaji fizenou polymeraci ve vodé

pisobenim peroxidu vodiku, tepla nebo ultrazvuku *.
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3.3.2. VyuZiti nanoé¢astic

Nanocastice se od ¢astic veétSich rozmért 1isi predevsim schopnosti snadno pronikat do
lidského organismu, do ftady tkani, v€etné mozku, ale né€kdy 1 pifes bunécnou
membranu. Téchto unikéatnich vlastnosti Ize Uspé$né vyuzivat v riznych vé&dnich
oblastech, naptiklad v biomediciné ¢i farmakologii, ale nese to s sebou 1 jista rizika
spojena s nékterymi toxickymi u€inky, jako je oxidacni poskozeni biologicky dulezitych
molekul (DNA, RNA, proteiny, lipidy).

Nanotechnologie ptinaseji zcela nové moznosti v fadé pramyslovych odvétvi —
od elektroniky ptfes chemicky a textilni ¢i automobilovy priimysl aZ po potravinaistvi,
biomedicinu a farmakologii. Jde o velmi perspektivni odvétvi vesmes s malymi
materidlovymi ndklady a velkou pfidanou hodnotou. Je to dané piedevsim tim, ze jinak
zcela bézné materidly maji ve formé& nanocastic zcela nové unikatni vlastnosti. V
potravinaiském primyslu se casto vyuzivaji nanocéstice oxidu titani¢itého jako
zvlacnovadla naptiklad v ¢okoladach ¢i kecupech. K eliminaci bakteriemi zplisobenymi
zapachy z pradla se v textilnim primyslu pouzivaji antimikrobidlni ¢astice nanosttibra.
Ve stavebnictvi se dostdva pozornosti katalytickému plsobeni nanocastic oxidu
titani¢it€¢ho jako ptisady do omitek, které by mély rozkladat nékteré znecistujici latky

v ovzdusi .

3.3.3. Farmaceutické vyuZiti nanocastic

Podle stavby se nanocastice d€li na nanosféry a nanotobolky. Nanotobolky se vyznacuji
zietelné oddélenym jadrem a sténou, zatimco nanosféry maji spiSe matricovou strukturu
s lé¢ivem v ni dispergovanym nebo naadsorbovanym na povrch ¢astice.

Pro pfipravu nanocastic se pouzivaji razné postupy, které je mozné délit z
nékolika hledisek, napf. podle vysledného produktu, tj. zda vzniknou nanosféry nebo
nanotobolky. VétSina nanosfér (a také mikrosfér) vznikd polymerizaci a
polykondenzaci, vét§ina nanotobolek (a mikrotobolek) fyzikdlné-chemickymi procesy z
pfedem ptipravenych polymerti. Vzniklé Castice mivaji omezenou stabilitu a musi se
zesitovat nebo jinak upravit pro dal§i zachdzeni. Vybér metody ptipravy zavisi na
aplikaci a na vlastnostech léCiva, které ma byt do nanocéstic zpracovano. Rozhodujicimi
kritérii pf1 vybéru metody ptipravy a vhodnych pomocnych latek jsou biokompatibilita,
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rozkladné produkty, profil pozadovaného uvoliovani 1é¢iva a cesta podani Iéku.
Formulace nanocastic tedy vyzaduje pocatecni a velmi ptfesnou definici potieby a tcelu,
Jjimz ma slouzit. Pro pfipravu nanocastic se pouziva fada pomocnych latek, jejichz pocet
diky rychlému vyvoji v této oblasti stdle stoupd. Vzhledem k tomu, Ze se pouzivaji
vétSinou k parenterdlni aplikaci, at’ uz se jednd o implantaty aplikované subkutdnné
nebo o castice ur¢ené pro podani intramuskuldrni a intravendzni, popt. do oka, nosu,
nesmi to byt latky toxické a musi byt biodegradovatelné. Rozklad v organismu probiha
nékolika cestami, mezi né€Z lze zahrnout hydrolyzu nebo enzymaticky rozklad. K
zékladnim a nejCastéji pouzivanym materialim patii alifatické polyestery (kyselina
polymlécna — polylaktid, polyglykolova — polyglykolid, jejich kopolymery, poly-e-
kaprolakton), polyalkylkyanoakrylaty, polyhydroxyalkanoaty, Zelatina a polysacharidy’.

3.4. Quantum-dots

Kvantové tecky (Quantum dots, QD) jsou nejcastéji polovodiCové Castice o rozmérech
2-10 nm. Struktura QD se zpravidla skldda z anorganického jadra (CdTe, CdSe, CdS,
ZnS a mnohé dalsi), a svrchni, nejCastéji organické vrstvy, tvoiené
merkaptopropionovou kyselinou (MPA), glutationem (GSH), polyethylenglykolem
(PEG) a podobng. Takto upravené vykazuji vynikajici fluorescencni vlastnosti.
V porovnani s klasickymi organickymi barvivy maji QD del$i Zivotnost, uzké emisni

spektrum a 3iroké absorpéni spektrum '
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Obrazek ¢. 6: Struktura kvantovych tecek: (A) QD tvofena jednim typem polovodice
napt. CdTe. (B) QD tvoiend dvéma typy polovodicl, napt. QD s jaddrem tvofenym
CdTe, které je obalené¢ vrstvou tvofenou CdS. (C) QD obalena vn¢j$Sim obalem, ktery
umoznuje solvataci ve vodném roztoku a nese reaktivni skupiny R nutné pro
biokonjugaci. (D) Polymerni Castice obsahujici nékolik QD s povrchovymi reaktivnimi

skupinami R, toto uspofadani je zakladem pro fluorescenéné kodované mikro&astice .

Obrazek &. 7: Luminiscence CdSe/ZnS Quantum-Dots roztokd
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3.4.1. Riizné pouziti Quantum-Dots nano¢astic

Tato kapitola je napsana formou reserse. Jednotlivé odstavce se vénuji jednotlivym

odbornym ¢lanktim z ¢asopist nalezenych ve védecké databazi ScienceDirect.

Quantum-Dots nanocastice maji v posledni dobé obrovsky vyznam na poli analytické
chemie, a jsou hlavnim pfedmétem zkoumani rychle se rozvijejici nanotechnologie ve
svét€ modernich analytickych technik.

Zména luminiscence ptisobenim QDs miiZze byt vnimana z analytického hlediska
rozdilnymi zptisoby: zesileni ¢i zeslabeni fluorescence, fluorescencni pienos energie
(FRET), pfima nebo nepiima chemiluminiscence, kterd je zesilena nebo zeslabena,

chemiluminiscenéni pfenos energie (CRET) a nebo elektrochemiluminiscence .

Application of QDs for

inorganic analysis

+ Anorganicky analyt schopny pasivace povrehu QDs k- Fluorescenin: zaten
Anorganicky analyt schopny zmény optickych viastnsti QDs % Chemiluminscenéni zifeni
Anocrganicky analyt schopny navizini na povich QDs W Ercitovany stav

** QDs s uzavienym ligandem (™ Interakes s QDs

Obrazek ¢. 8: Rozdilné procesy podilejici se na mechanismu aplikaci QD nanocastic v

riznych luminiscenénich metodach
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Predmétem jednotlivych ¢lankd jsou QDs nanocastice s vynikajicimi optickymi a
elektronickymi vlastnostmi, které by mohly potencialné zlepSit chemiluminiscencni
zateni (zvysit jeho intenzitu nebo prodlouzit délku jeho trvani).

Naptiklad bylo prozkoumano, ze QDs nanocastice tvoiena jednim polovodicem,
a to CdTe, ktera je zaroven spojend s imunoglobulinem G (IgG), zesiluje CL reakci za
pouziti vysoce citlivych priatokovych injekénich systémil zalozenych na nepfimém
chemiluminiscen¢nim systému (luminol-H,0O,). Pomoci fotoluminiscen¢niho (PL) a
chemiluminiscen¢niho spektra bylo objeveno, Ze doslo k CL pienosu energie (CRET)
mezi CdTe-IgG konjugidtem a luminolem. V optimdlnim stavu se za rostouci
koncentrace IgG v konjugatu CdTe-IgG zvySuje intenzita CL v systému luminol-
H,0,".

QDs CdTe by mohly také zvySovat CL zéafeni pochazejici zredoxni reakce
sifi¢itant (SOs™) s Ce' ionty v kyselém prostiedi. Také bylo objeveno, Ze organické
slouceniny obsahujici OH, NH, nebo SH skupiny, a nékteré elektron pienasejici
proteiny, jimiZ jsou naptiklad cytochrom c, hemoglobin nebo myoglobin, které snadno
interaguji s QDs CdTe, inhibuji CL signal v Ce''-SO,*-QDs systému. Tento vysledek
umoziuje aplikaci danych QDs nanocastic ke stanoveni zkoumanych sloucenin a
proteint 7.

Reakce mezi peroxidem vodiku, hydrogenuhli¢itanem a QDs nanocastici
CdSe/CdS vytvati silnou chemiluminiscenci. Pfidanim stopového mnoZstvi kyseliny L-
askorbové do CL systému zplsobi zeslabeni chemiluminiscen¢niho zafeni. Pii
experimentalnim vyzkumu byly optimalizovany koncentrace jednotlivych reagentii a
tato metoda je uspéSn¢ aplikovatelnd ke stanoveni kyseliny L-askorbové v lidském
séru'®,

V rliznych studiich bylo objeveno, ze HRP (kienova peroxidaza) a¢inné zesiluje
chemiluminiscen¢ni zafeni nanocastic CdTe v systému s peroxidem vodiku. Také bylo
dokdzano, ze HRP nezvySuje pouze CL intenzitu, ale ze také zlepSuje stabilitu QDs
CdTe-H,0; systému, kterd mize znamenat dilezity krok v aplikaci v riznych oborech
zabyvajicich se chemiluminiscenénim zafenim '°.

V dalsi praci bylo dokdzano, Ze QDs CdTe by mohly byt uspéSné pouZity
k posileni detekce soucasného stanoveni dopaminu a adrenalinu pomoci kapilarni

elektroforézy a chemiluminiscence, k dosazeni vyss$i citlivosti. V tomto experimentu

byly piidany QDs CdTe do pufru kapilarni elektroforézy, aby katalyzovaly CL reakci
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mezi luminolem a peroxidem vodiku a tim doSlo ke zvySeni intenzity CL zafeni.
Zaporné piky, které se zde objevily, byly odrazem inhibi¢niho U¢inku dopaminu a
adrenalinu na CL zafeni. Tato metoda se pouziva ke stanoveni mnozstvi hladin
dopaminu a adrenalinu v lidské mo&i *°.

QD nanocastice CdTe byly také pouzivany jako generdtory vysoce reaktivni
formy kysliku (ROS) pro kontrolu farmaceutickych ptipravkli obsahujicich adrenalin.
Vyzkum byl zalozen na sledovani zeslabeni chemiluminiscence zptisobené adrenalinem.
Adrenalin ovliviloval negativné oxidaci luminolu, kterd byla produkovana

prosttednictvim ROS *'.
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Material

4.1.1. Pouzité chemikalie

Luminol 98%, Fluka BioChemka, Praha CR

Peroxid vodiku 30% liquid, Sigma-Aldrich, Praha CR

Hexakyanozelezitan draselny 99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR

Hydroxid sodny, Penta Chrudim, CR

Roztoky Quantum Dots nanocastic CdTe s rozdilnou Gpravou povrchu a emisnim
maximem: merkaptopropionova kyselina (MPA 520 nm, MPA 540 nm, MPA 636 nm),
thioglykolova kyselina (TGA 620 nm), merkaptoethylamin (NH, 590 nm) a ¢astice
CdTe/CdS obalené¢ merkaptopropionovou kyselinou (MPA CdTe/CdS 640 nm),
pripravené na Oddéleni bioanalytické instrumentace, Ustavu analytické chemie,
Akademie véd Ceské Republiky, Brno

Destilovand voda — pfipravena demineralizaci systémem Milli-Q (Millipore, Bedford,

MA, USA)

4.1.2 Roztoky

Zasobni roztoky:

- roztok luminolu 1073 M — 17,7 mg luminolu doplnéno 0,1 M NaOH do 100 ml

- roztok hexakyanoZelezitanu draselného 1073 M — 32,8 mg hexakyanoZelezitanu
draseln¢ho doplnéno vodou do 100 ml

- roztok peroxidu vodiku 101 M — 560 pl 30% peroxidu vodiku doplnéno vodou do 50

ml

Pracovni roztoky:

- peroxid vodiku 1073M — 1 ml peroxidu vodiku 10~*M doplnén vodou do 100 ml
Roztok peroxidu vodiku byl pfipravovan Cerstvé pied kazdym métenim, nebot’ se za
pusobeni tepla a svétla rozklada.

- roztoky QDs TGA 620 nm, MPA 520 nm, MPA 540 nm, MPA 636 nm, MPA
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CdTe/CdS 640 nm, NH; 590 nm, byly fedény vodou v den méteni do danych

koncentrac¢nich hladin

Tabulka ¢. 1: Pfiprava pracovnich roztoki QDs

Objem QDs [ul] Objem pracovniho roztoku Molarni koncentrace
QDs [ml] [mol/1]
250 1 2,5.107°
100 1 1.107°
50 1 5.10°°
250 10 2,5.107°
100 10 1.10°¢
50 10 5.1077
25 10 2,5.1077
10 10 1.1077
50 100 5.1078
25 100 2,5.1078
10 100 1.10°8

4.1.3 Pristroje

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

Pocitac platformy PC AT (IBM kompatibilni) s konfiguraci Pentium 75 MHz, 24 MB
RAM se standardnim vybavenim Windows 98 CZ, nainstalovany specialni

karty - PCle 6251 karta pro zpracovani dat (National Instruments Corporation, USA) a
PCI 232:2 Netmos) — karta pro komunika¢ni rozhrani SIA systému s pocCitaCem
Ultrazvukova lazen Sonorex RK 100, Bandelin Electronic, Némecko

Pritokovy fluorimetricky detektor pro chemiluminiscenéni stanoveni Spectra Physics
FS 970 L.C. (Schoeffel Instrument Corporation, San Jose, CA, USA)

Pistové cerpadlo Cavro XL 3000 o objemu 2,5 ml

Deseticestny selekéni ventil, VICI VALCO

Misici civka z teflonové hadicky o objemu 1,2 ml a vnitinim priiméru 0,75 mm
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Spojovaci material — teflonové hadi¢ky o vnitinim priméru 0,50 a 0,75 mm, Watrex

Praha, CR

Soucasti SIA (sekvencni injekéni analyza) systému je detektor, obousmérna pistova
pumpa, misici civka a 10t1 cestny selekéni ventil. Pomoci obousmérné pistové pumpy
jsou nasavany c¢inidla, vzorky a nosny proud. Deseti-cestny selekéni ventil umoznuje
volit pozice jednotlivych reagencii v jakémkoliv potadi. Metoda SIA je zaloZena na
principu nasati analytu a ¢inidel pomoci obousmérné pistové pumpy, kde ndsledné
dochazi bud’ k promiseni v misici civce, nebo jsou nasaty s urCitym odstupem tak, aby
k promiseni nedoSlo a zreagovaly az v detek¢ni cele. Roztok, ktery vznikne po reakci, je

ptes pritokovou celu detektoru odvadén do odpadu.

Fluorimetricky detektor byl pro chemiluminiscenci upraven nasledovné — byla vypnuta
lampa fluorimetru, tedy nebylo pouzito primarni zafeni a v misté¢ sekundarniho filtru
byla instalovana spiralni pratokova cela. Spiralni CL modul je tvofen prithlednou
teflonovou stocenou hadickou. Po celou dobu testovani bylo nastaveno na fluorimetru

Schoeffel napéti 200V.

|

Obrazek ¢. 9: Spirdlni chemiluminiscen¢ni modul
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4.2. Pribéh mériciho cyklu

Cilem bylo podrobné testovani vlivu QD nanocastic sriznym emisnim maximem
a upravou povrchu castic na chemiluminiscen¢ni reakci luminolu s peroxidem vodiku
a hexakyanozelezitanem. M¢étici cyklus byl predem naprogramovan tak, aby se dosahlo
dobré citlivosti a tim padem co nejpiesnéjSich vysledki, pficemz zde musely byt
zohlednény objemy cCinidel a QD nanocastic, a také pritokova rychlost. Aspirace
roztokl probihala pfi konstantni pritokové rychlosti 100 ul/s, kterd byla zvolena tak,
aby odezva detektoru byla opakovatelna a zaroven byl zajistén rychly transport ¢inidel
a vzorkl do detektoru. Objem QD nanocastic a ¢inidel byl 50 pl. Méteni probihalo po 3
cyklech za stejnych reakénich podminek. Mé&feni probihalo za neménného rozsahu
stupnice a to pi1 1,0 pA. V tabulce ¢. 2 je uvedena ukazka prabehu méticiho cyklu.
Intenzita chemiluminiscence byla méfena za laboratorni teploty. Na konci méfeni se

provadélo promyti SIA systému, ke kterému slouzila destilovana voda.

Tabulka €. 2: Ukazka prib&hu méticiho cyklu

syringe pump initialize 0

syringe pump valve position IN

syringe pump set flow rate [pl/s] 100

syringe pump aspirate [pl] 1000

syringe pump valve position OUT

syringe pump set flow rate [pl/s] 100

multi-port valve set valve position 2 (peroxid vodiku)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 3 (hexakyanoZelezitan)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 4 (luminol)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 5 (QDs)

syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 8

syringe pump empty syringe
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4.2.1. Stop-flow méreni

K testovani intenzity chemiluminiscence bylo déale vyuzito tzv. stop-flow méteni, které
spocivalo v zastaveni aspirovanych zon v detekéni cele po dobu 60 sekund a nasledném
zaznamenani vysSky a plochy piku detektorem. V tabulce €. 3 je ukazka méfticiho

programu.

Tabulka €. 3: Program stop-flow méfeni

syringe pump valve position IN

syringe pump set flow rate [pl/s] 100

syringe pump aspirate [pl] 1500

syringe pump valve position OUT

syringe pump set flow rate [pul/s] 50

multi-port valve set valve position 2 (peroxid vodiku)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 3 (hexakyanoZelezitan)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 4 (luminol)
syringe pump aspirate [pl] 50

multi-port valve set valve position 5 (QDs)

syringe pump aspirate [pl] 50

syringe pump set flow rate [pl/s] 100

multi-port valve set valve position 8

syringe pump dispense [pl] 200

timer pause [s] 60

syringe pump empty syringe
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4.3. Optimalizace chemiluminiscen¢ni detekce

Optimalizace chemiluminiscencni detekce probihala s vyuZitim sekven¢ni injekcni
analyzy. Cilem bylo zjistit, za kterych podminek bude intenzita chemiluminiscence
nejvysSi v zavislosti na nékolika vybranych koncentra¢nich hladindch roztoka

nanocastic.

4.4. Vyhodnoceni zméreného signalu

Me¢feni intenzity chemiluminiscence bylo provedeno se tremi zédkladnimi ¢inidly vzdy
ve stejném potradi. Nejdiive byl naaspirovan peroxid vodiku, nasledné
hexakyanozelezitan draselny, poté luminol a nakonec roztok nanocastice. Roztok
jednoho typu nanocéstice byl meéfen postupné zjedenacti predem naredénych
koncentra¢nich hladin, (2,5.107°M, 1.10™> M, 5.107°® M, 2,5.107° M, 1.107® M,
51077 M, 2,5.1077 M, 1.1077 M, 5.1078 M, 2,5.1078 M, 1.10~8 M), ve tfech po sob&
jdoucich cyklech. K detekci bylo ur¢eno 6 typli nanoc¢astic s riznym emisnim maximem
(TGA 620 nm, MPA 520 nm, MPA 540 nm, MPA 636 nm, MPA CdTe/CdS 640 nm,
QD NH>590 nm). Néasledné byla primérnd intenzita chemiluminiscence vypoctena
z naméfenych hodnot vysky pikd a rozsahu stupnice. Rozsah stupnice byl po celé
méfeni konstantni — 1,0 pA. Intenzita chemiluminiscence je pfimo imérnd vysce piku.

Pokud je naptiklad vyska piku 0,72, vypocet je nasledujici:

(1x1000x0,72)/2,5=288,00nA
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5. Vysledky méreni a diskuze

Testovani optickych vlastnosti Quantum-Dots nanocastic se uskutecnilo u Sesti QDs

s riznym emisnim maximem. Hodnoty intenzity CL byly vypocteny a zaznamenany do

tabulek.

5.1. NANOCASTICE TGA 620 nm

Tabulka ¢. 4: Nanocastice TGA s emisnim maximem 620 nm

TGA 620 nm

c [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,48| 0,47| 0,48 0,48 0,0047 0,98 190,67
1.10°8 0,49| 0,49| 0,50 0,49 0,0047 0,96 198,40
2,5.1078 0,51| 0,51| 0,52 0,51 0,0047 0,92 205,00
5.1078 0,49| 0,50| 0,51 0,50 0,0082 1,64 199,88
1.1077 0,50| 0,51| 0,52 0,51 0,0082 1,61 204,84
2,5.1077 0,51| 0,53| 0,53 0,52 0,0094 1,81 208,84
5.1077 0,53| 0,55| 0,54 0,54 0,0082 1,52 216,60
1.107° 0,50| 0,52| 0,53 0,52 0,0125 2,40 205,32
2,5.107° 0,53 0,54| 0,54 0,54 0,0047 0,87 214,96
5.107° 0,56 | 0,56 | 0,57 0,56 0,0047 0,84 226,16
1.107° 0,55| 0,55| 0,54 0,55 0,0047 0,85 218,08
2,5.1075 0,57| 0,58| 0,58 0,58 0,0047 0,81 229,84

K porovnani naméfenych hodnot intenzit chemiluminiscence dané nanocastice byla
pouzita hodnota slepého signalu. U vSech nanocastic bylo provedeno stejné srovnani

vzdy se slepym pokusem vztahujicim se k jednotlivym QDs.
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Obrazek ¢. 10: Graf vyjadiujici zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentrac¢nich hladinach nanocastic TGA 620 nm

Pfi testovani TGA nanocastic s emisnim maximem 620 nm byla zjisténa nejvétsi
intenzita chemiluminiscence pti koncentraci 2,5.10~5 M. S touto koncentraci bylo dale
provedeno tzv. stop-flow meéfeni, pfi kterém byla zjisténa vySka piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka €. 5: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs TGA 620 nm v koncentraci
2,5.107° M

vyska piku plocha piku
0,77 21,11
TGA 620 nm

0,87 22,79

0,89 22,93

primér 0,84 22,28
smér.odchylka 0,05 0,83
RSD [%] 5,95 3,73

intenzita CL [nA] 336,00 _

Tabulka ¢. 6: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pii porovnani vysledki ze stop-flow métfeni za pouZziti nanocastic TGA 620 nm a
slepého vzorku si lIze povSimnout, Ze sice doslo ke zvySeni vySek piku a tim padem ke
zvyseni intenzity Cl (v tomto piipad€ o 7,69 %), ale plocha piku klesla. To znamenad, ze

je signal pfi pouziti nanocastic kratsi.
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Obrazek €. 11: Realny zaznam ze stop-flow méfeni s pouzitim nanocéstice
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Obrazek €. 12: Redlny zaznam ze stop-flow méfeni slepého vzorku

Zavér: Nejveétsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pti koncentraci 2,5.107° M,

a to 230,67 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vysla 190,67 nA, byl

vV

naméfen pii koncentraci 1.1078 M a to 197,33 nA, zde byl nariist CL oproti slepému
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pokusu o 3,49 %. S vyuzitim stop-flow systému doslo sice ke zvySeni signalu (o 7,69
%), ale zaroven byl tento signal kratsi (o 19,01 %)

5.2. NANOCASTICE MPA 520 nm

Tabulka ¢. 7: Nanocastice MPA s emisnim maximem 520 nm

MPA 520 nm

¢ [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,58 | 0,59| 0,59 0,59 0,0047 0,80 234,80
1.10°8 0,61| 0,62 0,61 0,61 0,0047 0,77 245,64
2,5.1078 0,69| 0,69| 0,69 0,69 0,0000 0,00 276,48
5.1078 0,70| 0,71| 0,72 0,71 0,0082 1,15 284,60
1.1077 0,65| 0,67 | 0,67 0,66 0,0094 1,42 265,57
2,5.1077 0,70| 0,68| 0,68 0,69 0,0094 1,36 270,78
5.1077 0,72 0,70 0,70 0,71 0,0094 1,32 281,92
1.107° 0,86| 0,86| 0,87 0,86 0,0047 0,54 345,64
2,5.107° 0,92| 0,91 0,92 0,92 0,0047 0,51 367,28
5.107° 0,90| 0,89| 0,92 0,90 0,0125 1,39 363,76
1.107° 0,97| 1,00| 0,96 0,98 0,0170 1,73 391,44
2,5.107°5 0,97 | 0,98| 0,99 0,98 0,0082 0,84 391,84
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Obrazek ¢. 13: Graf vyjadiujici =zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentrac¢nich hladinach nanoéastic MPA 520 nm

Pti testovani MPA nanocastic s emisnim maximem 520 nm byla zjiSt€éna nejveétsi
intenzita chemiluminiscence pii koncentraci 2,5.107> M. S touto koncentraci bylo dale
provedeno tzv. stop-flow méfeni, pti kterém byla zjiSténa vySka piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka ¢. 8: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs MPA 520 nm v koncentraci
2,5.10°5M

vyska piku plocha piku
0,94 23,65
MPA 520 nm

1,08 26,18

1,10 26,65

primér 1,04 25,49
smér.odchylka 0,02 1,32
RSD [%] 1,92 5,18

intenzita CL [nA] 417,05 _

Tabulka ¢. 9: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pii porovnani vysledkii ze stop-flow méfeni za pouziti nanocastic MPA 520 nm a
slepého vzorku si lIze povSimnout, Ze sice doslo ke zvySeni vySek piku a tim padem ke
zvyseni intenzity Cl (v tomto piipade o 33,67 %), ale plocha piku klesla. To znamena,

ze signal pfi pouZiti nanocastic je kratsi.
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Obrazek €. 14: Realny zaznam ze stop-flow méfeni s pouzitim nanocéstice

Zavér: Nejvétsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pfi koncentraci 2,5.107> M,
a to 391,84 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vysla 234,80 nA, byl
naméfen pii koncentraci 1.1078 M a to 245,64 nA, nartst CL oproti slepému pokusu
byl 0 4,62 %. S vyuzitim stop-flow systému doSlo sice ke zvySeni signélu (o 33,67 %),

ale zaroven byl tento signal krats$i (o 7,34 %).
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5.3. NANOCASTICE MPA 540 nm

Tabulka ¢. 10; Nanocastice MPA s emisnim maximem 540 nm

MPA 540 nm

¢ [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,50| 0,52| 0,52 0,51 0,0094 1,84 206,12
1.10°8 0,52| 0,52| 0,52 0,52 0,0000 0,00 208,71
2,5.1078 0,50| 0,52 0,54 0,52 0,0163 3,13 207,92
5.1078 0,52| 0,53| 0,54 0,53 0,0082 1,55 211,16
1.1077 0,54 0,55| 0,56 0,55 0,0082 1,49 220,68
2,5.1077 0,58 | 0,57 0,56 0,57 0,0082 1,44 227,30
5.1077 0,59| 0,59| 0,59 0,59 0,0000 0,00 235,50
1.107° 0,58 | 0,56 | 0,57 0,57 0,0082 1,44 228,00
2,5.107° 0,58 | 0,56| 0,55 0,56 0,0125 2,23 225,16
5.107° 0,62| 0,61 0,61 0,61 0,0047 0,77 246,32
1.107° 0,68| 0,73| 0,73 0,71 0,0236 3,32 287,56
2,5.1075 0,83| 0,81 0,79 0,81 0,0163 2,01 323,08
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Obrazek ¢. 15: Graf vyjadiujici zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentra¢nich hladinach nanocastic MPA 540 nm

Pfi testovani MPA nanocastic s emisnim maximem 540 nm byla zjisténa nejvetsi
intenzita chemiluminiscence pfi koncentraci 2,5.10~5 M. S touto koncentraci bylo dale
provedeno tzv. stop-flow méfeni, pfi kterém byla zjisténa vyska piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka €. 11: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs MPA 540 nm v koncentraci
2,5.10°M

vyska piku plocha piku
0,57 22,05
MPA 540 nm
0,65 23,63
0,67 23,89
primér 0,63 23,19
smér.odchylka 0,0432 0,8131
RSD [%] 6,86 3,51
intenzita CL [nA] 253,15 _

Tabulka €. 12: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pti porovnani vysledkii ze stop-flow méfeni za pouziti nanocastic MPA 540 nm a
slepého vzorku si 1ze povSimnout, Ze doSlo jak ke sniZeni vysky piku, tak ke zmenSeni

plochy. To znamena, ze signal ziskany v kombinaci s nanocasticemi je mensi 1 kratsi.
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Obrazek €. 16: Realny zaznam ze stop-flow méfeni s pouzitim nanocéstice

Zavér: Nejvétsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pii koncentraci 2,5.107> M,
a to 323,08 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vysla 206,12 nA, byl
naméfen pii koncentraci 2,5.1078 M a to 207,92 nA, nariist CL oproti slepému pokusu
byl o 0,87 %. S vyuzitim stop-flow systému doSlo ke snizeni signalu (o 18,86 %) a
zaroven byl tento signal krats$i (o 15,70 %).
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5.4. NANOCASTICE MPA 636 nm

Tabulka ¢. 13: Nanocastice MPA s emisnim maximem 636 nm

MPA 636 nm

¢ [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,46 | 0,47| 0,47 0,47 0,0047 1,00 186,79
1.10°8 0,47| 0,49| 0,48 0,48 0,0082 1,71 192,92
2,5.1078 0,47| 0,48| 0,48 0,48 0,0047 0,98 191,85
5.1078 0,48| 0,49| 0,49 0,49 0,0047 0,96 193,42
1.1077 0,47| 0,49| 0,49 0,48 0,0094 1,96 192,15
2,5.1077 0,48| 0,49| 0,49 0,49 0,0047 0,96 195,06
5.1077 0,48| 0,49 0,50 0,49 0,0082 1,67 196,10
1.107° 0,49| 0,50| 0,49 0,49 0,0047 0,96 197,24
2,5.107° 0,48| 0,50| 0,51 0,50 0,0125 2,50 198,80
5.107° 0,47| 0,50| 0,51 0,49 0,0170 3,47 197,35
1.107° 0,49| 0,50| 0,51 0,50 0,0082 1,64 200,24
2,5.1075 0,49| 0,51| 0,51 0,50 0,0094 1,88 202,07
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Obrazek ¢. 17: Graf vyjadiujici =zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentrac¢nich hladinach nanoéastic MPA 636 nm

Pti testovani MPA nanocastic s emisnim maximem 636 nm byla zjiSt€éna nejveétsi
intenzita chemiluminiscence pii koncentraci 2,5.107> M. S touto koncentraci bylo dale
provedeno tzv. stop-flow méfeni, pti kterém byla zjiSténa vySka piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka €. 14: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs MPA 636 nm v koncentraci
2,5.107° M

vyska piku plocha piku
0,92 23,61
MPA 636 nm
1,04 24,22
1,07 24,35
primér 1,01 24,06
smér.odchylka 0,0648 0,3226
RSD [%] 6,42 1,34
intenzita CL [nA] 403,77 _

Tabulka €. 15: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pii porovnani vysledkii ze stop-flow méfeni za pouZiti nanocastic MPA 636 nm a
slepého vzorku si lIze povSimnout, Ze sice doslo ke zvySeni vySek piku a tim padem ke
zvySeni intenzity Cl (v tomto piipadé o 29,41 %), ale plocha piku klesla. To znamena,

ze signal pfi pouZiti nanocastic je kratsi.
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Obrazek ¢. 18: Realny zaznam ze stop-flow méfeni s pouzitim nanocéstice

Zavér: Nejvétsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pfi koncentraci 2,5.107> M,
a to 202,07 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vysla 186,79 nA, byl
naméfen pii koncentraci 2,5.1078 M a to 191,85 nA, nariist CL oproti slepému pokusu
byl 0 2,71 %. S vyuzitim stop-flow systému doSlo sice ke zvySeni signdlu (o 29,41 %),

ale zaroven byl tento signal krat$i (o 12,54 %).
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5.5. NANOCASTICE MPA (CdTe/CdS) 640 nm

Tabulka €. 16: Nanocastice MPA (CdTe/CdS) s emisnim maximem 640 nm

MPA (CdTe/CdS) 640 nm

¢ [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,45| 0,46| 0,46 0,46 0,0047 1,02 183,61
1.10°8 0,50| 0,51 0,50 0,50 0,0047 0,94 201,84
2,5.1078 0,47| 0,46| 0,48 0,47 0,0082 1,74 186,74
5.1078 0,52 0,53| 0,53 0,53 0,0047 0,89 209,88
1.1077 0,61| 0,63| 0,62 0,62 0,0082 1,32 248,36
2,5.1077 0,51| 0,51 0,51 0,51 0,0000 0,00 203,16
5.1077 0,60| 0,59| 0,59 0,59 0,0047 0,80 237,28
1.107° 0,56| 0,57| 0,58 0,57 0,0082 1,44 229,05
2,5.107° 0,56 | 0,57| 0,57 0,57 0,0047 0,82 227,72
5.107° 0,55| 0,56 | 0,57 0,56 0,0082 1,46 224,56
1.107° 0,55| 0,56 | 0,56 0,56 0,0047 0,84 223,22
2,5.1075 0,53| 0,54 | 0,54 0,54 0,0047 0,87 215,52
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Obrazek ¢. 19: Graf vyjadiujici zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentra¢nich hladindch nanocéstic MPA (CdTe/CdS) 640 nm

Pti testovani MPA (CdTe/CdS) nanocastic s emisnim maximem 640 nm byla zjiSt€na
nejvétsi intenzita chemiluminiscence pii koncentraci 5.1077M. S touto koncentraci bylo
dale provedeno tzv. stop-flow méfeni, pfi kterém byla zjiSténa vysSka piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka €. 17: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs MPA (CdTe/CdS) 640 nm

v koncentraci 5.10~7 M

vyska piku plocha piku
0,87 15,77
MPA (CdTe/CdS) 640 nm

0,97 18,80

0,97 19,92

primér 0,94 18,16
smér.odchylka 0,0471 1,7530

RSD [%] 5,01 9,65

intenzita CL [nA] 374,74 _

Tabulka ¢. 18: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pii porovnani vysledkl ze stop-flow méfeni za pouziti nanocastic MPA (CdTe/CdS)
640 nm a slepého vzorku si lze pov§imnout, Ze sice doSlo ke zvySeni vySek piku a tim
padem ke zvyseni intenzity CI (v tomto ptipadé o 20,11 %), ale plocha piku klesla. To

znamena, ze signdl pfi pouZiti nanocastic je kratsi.
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Obrazek ¢. 20: Realny zaznam ze stop-flow méfeni s pouzitim nanocéstice

Zavér: Nejvetsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pii koncentraci 5.1077 M, a
to 237,28 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vySla 183,61 nA, byl
naméfen pii koncentraci 2,5.1078 M a to 186,74 nA, nariist CL oproti slepému pokusu
byl 0 1,70 %. S vyuzitim stop-flow systému doSlo sice ke zvySeni signéalu (o 20,11 %),

ale zaroven byl tento signal krats$i (o 33,99 %).
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5.6. NANOCASTICE NH, 590 nm

Tabulka ¢. 19: Nanocastice NH, s emisnim maximem 590 nm

NH; 590 nm

¢ [mol/1] vyska piku primér SD RSD [%] intenzita CL [nA]
0 0,53| 0,54| 0,55 0,54 0,0082 1,52 217,36
1.10°8 0,66 | 0,67| 0,67 0,67 0,0047 0,70 266,68
2,5.1078 0,65| 0,66| 0,66 0,66 0,0047 0,71 261,44
5.1078 0,57| 0,61 0,62 0,60 0,0216 3,60 239,18
1.1077 0,58| 0,62 0,63 0,61 0,0216 3,54 244,40
2,5.1077 0,57| 0,61 0,63 0,60 0,0249 4,15 240,80
5.1077 0,57| 0,58 | 0,59 0,58 0,0082 1,41 232,00
1.107° 0,92| 0,93| 0,95 0,93 0,0125 1,34 373,99
2,5.107° 0,70 0,71| 0,71 0,71 0,0047 0,66 282,05
5.107° 1,01| 1,03| 1,06 1,03 0,0205 1,99 413,61
1.107° 1,05| 1,13 1,16 1,11 0,0464 4,18 445,63
2,5.1075 0,93| 1,03| 1,06 1,01 0,0556 5,50 402,09
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Obrazek ¢. 21: Graf vyjadiujici =zavislost intenzity chemiluminiscence na

koncentrac¢nich hladinach nanodéastic NH, 590 nm

Pti testovani nanocastic NH> s emisnim maximem 590 nm byla zjiSt€éna nejveétsi
intenzita chemiluminiscence pti koncentraci 1.107° M. S touto koncentraci bylo déle
provedeno tzv. stop-flow méfeni, pii kterém byla zjiSténa vySka piku a plocha.

Vysledné hodnoty byly vztazeny ke slepému pokusu.
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Tabulka €. 20: Vyhodnoceni vysky piku a plochy QDs NH, 590 nm v koncentraci
1.107° M

vyska piku plocha piku
1,35 4,58
QD NH; 590 nm
1,44 7,02
1,68 8,42
primér 1,49 6,67
smér.odchylka 0,1393 1,5867
RSD [%] 9,35 23,79
intenzita CL [nA] 595,97 _

Tabulka €. 21: Vyhodnoceni vysky piku a plochy slepého pokusu

vyska piku plocha piku
0,76 27,31
slepy vzorek

0,78 27,49

0,80 27,73

primér 0,78 27,51
smér.odchylka 0,02 0,17
RSD [%] 2,56 0,62

intenzita CL [nA] 312,00 —

Pti porovndni vysledkli ze stop-flow méfeni za pouzZiti nanocastic NH, 590 nm a
slepého vzorku si lze povSimnout, Ze doslo k vyraznému zvySeni vySek piku a tim
padem ke zvySeni intenzity CL (v tomto ptipadé o 91,02 %), ale plocha piku razantné

klesla. To znamena, Ze signal pii pouziti nanocastic je o dost kratsi.
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Obrazek ¢. 22: Porovnani profilu pikli nanocastice QD NH, (vpravo) se slepym

pokusem (vlevo)

Zavér: Nejvétsi intenzita chemiluminiscence byla zjisténa pii koncentraci 1.107> M, a
to 445,63 nA. V porovnani s hodnotou slepého pokusu, ktera vySla 217,36 nA, byl
naméfen pii koncentraci 5.1077 M a to 232,00 nA, nartst CL oproti slepému pokusu
byl o 6,74 %. S vyuzitim stop-flow systému doSlo k vyraznému zvySeni signadlu (o

91,02 %), ale zaroven byl tento signal o dost kratsi (o 75,75 %).
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6. Shrnuti

Intenzita CL byla vypoctena z naméienych vysek pikti vychazejicich z méfeni s predem
pfipravenymi jednotlivymi koncentra¢nimi hladinami. U kazdého typu nanocastice
bylo provedeno tzv. stop-flow méfeni, které se uskutecnilo vzdy u téhoz roztoku, u

kter¢ho byla detekovéana nejvétsi intenzita chemiluminiscence.

Tabulka ¢. 22: Souhrn vysledka

primér CL Sl.vz priimérny %
Nanocastice primér CL [nA] | pramér RSD [%] [nA] narust/pokles
TGA 620 nm 214,12 1,29 190,67 +12,30
MPA 520 nm 316,81 1,00 234,80 +34,93
MPA 540 nm 238,31 1,58 206,12 + 15,62
MPA 636 nm 196,11 1,70 186,79 +4,99
MPA 640 nm 218,85 1,01 183,61 + 19,19
NH; 590 nm 309,26 2,53 217,36 +42,28

Nejveétsi nartist intenzity CL, vztazené ke slepému pokusu, je u nanocastice NH, 590
nm, a to o 42,28 %. Ale v tabulce ¢. x., kde jsou zaznamendny hodnoty intenzit CL
pfipravenych vzorkll sriznymi koncentracemi, je vidét, ze vysledky jsou znacné
rozdilné. Nejmensi relativni smérodatnou odchylku a zaroven vyrazny narast signalu
ma nanocastice MPA s emisnim maximem 520 nm a to o 34,93 %. U vSech typi

nanocastic byla zjiSténa velice dobra opakovatelnost méteni.
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Obrazek ¢. 23: Celkovy procentudlni nartst/pokles intenzit CL rtznych typi QD

nanodastic.

Tabulka €. 23: Souhrn vysledk ze stop — flow méfeni

RSD [%] % %
plocha | RSD plochy | nardst/pokle | nartst/pokle
Nanodastice | c [mol/l] | CL[nA] | piku | [%] CL piku s intenzity CL | s plochy piku
TGA 620 nm 2,5.10_5 336,00 | 22,28 5,95 3,73 +7,69 -19,01
MPA 520
nm 2,5.10_5 417,05 | 25,49 1,92 5,18 + 33,67 -7,34
MPA 540
nm 2,5.10_5 253,15 | 23,19 6,86 3,51 - 18,86 -15,70
MPA 636
nm 2,5.10_5 403,77 | 24,06 6,42 1,34 +29,41 -12,54
MPA 640
nm 5.1077 | 374,74 | 18,16 5,01 9,65 +20,11 -33,99
NH,590 nm | 1.107> | 595,97 | 6,67 9,35 23,79 + 91,02 - 75,75
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U zadného vzorku obsahujiciho nanocastice nedoslo k nartstu plochy piku, to znamena,
ze ve vSech pripadech byl signal kratsi nez u slepého pokusu. Nejvétsi pokles plochy
piku byl pozorovan u QDs s emisnim maximem 590 nm, a to o 75,75 %. Na druhou
stranu byl u této nanocastice namefen nejvetsi narust intenzity CL, a to o 91,02 %. U
nanocastice MPA 540 nm doslo naopak k nejvétsimu poklesu intenzity CL, a to o 18,86
%. Nejlepsi opakovatelnost méfeni co se tyce plochy piku, byla zaznamendna u
nanoc¢astice MPA 636 nm (1,34 %). Naopak znacné rozdily se vyskytovaly u
nanocastice NH, 590 nm (23,79 %).
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Obrazek ¢. 24: Procentualni nartist/pokles intenzity CL riznych typti QD nanocastic pti

pouziti stop-flow systému
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Obrazek ¢. 25: Procentualni narist/pokles plochy piku riznych typti QD nanocastic pii

pouziti stop-flow systému
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7. Zavér

Cilem prace bylo podrobné testovani QD nanocastic sriznym emisnim
maximem a povrchovou upravou jako zesilovacli chemiluminiscenéniho signalu.
V tomto experimentalnim méteni bylo pouzito vétSiho poctu koncentrac¢nich hladin, se
zaméfenim na nizké koncentrace, a srovnani s hodnotou bez QDs (slepy pokus).
K vlastnimu testovani byla vyuzita metoda SIA s detekci ve spiralni pritokove cele
detektoru Schoeffel.

Ze 6-t1 analyzovanych QD nanocastic byl nejvetsi narst intenzity
chemiluminiscence u QD NH, s emisnim maximem 590 nm, a to o 42,28 %. U
nanocastice MPA s emisnim maximem 540 nm doslo k poklesu intenzity CL v rdmci
stop-flow méfeni, a to o 18,86 %. K nejvétSimu zesileni signalu za vyuZiti stop-flow
syst¢ému doSlo u QD NH; 590 nm, a to o 91,02 %, avSak u této nanocastice byla
zaznamenana 1 nejkratsi signalni odezva.

Diky dobré opakovatelnosti vysledkli z méteni bez pouziti stop-flow systému, a
také kvili potvrzeni kratSiho signdlu ze stop-flow detekce se da vyuziti QD nanocéstice
doporudit pro praktické ucely ke zvySeni chemiluminiscencniho signdlu v systému
s luminolem. Nicméné zvySeni nedosahuje takové urovné, aby se v praxi vyznamné

zvysila citlivost stanoveni vyuzivajicich uvedeny chemiluminiscencni systém.
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