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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Martina Korinkova
Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.
Nazev rigorozni prace: Vliv Quantum Dots ¢astic na pribéh chemiluminiscence

zaloZené na oxidaci manganistanem

Quantum Dots (QD) castice jsou polovodivé nanokrystaly, které ptildkaly
pozornost mnoha védeckych pracovist svymi unikatnimi optickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi. V této praci bylo zji§tovano, zda QD ¢astice n€¢jakym zpuisobem ovliviiuji
intenzitu chemiluminiscence (CL) v systému s manganistanem draselnym a kyselinou
sirovou. K dispozici byly QD ¢astice s emisnimi maximy 520, 575, 603 a 636 nm, které
byly postupné piidavany do chemiluminiscen¢niho systému, kde oxidovanymi analyty
byly organické latky jako kyselina gallova, hydrochinon, pyrokatechin, resorcinol a
floroglucinol. Dosazené vysledky pak byly porovnany s méfenim bez pfidani QD ¢astic
do chemiluminiscen¢niho systému. Vyzkum byl proveden pomoci pritokové metody
sekvenéni injekéni analyzy (SIA). Z namétenych dat vyplynulo, Ze nejvyssi nardst
intenzity chemiluminiscence byl zaznamenan u QD ¢éstic s emisnim maximem 520 nm,
procentudlni nartst intenzity CL se pohyboval do 26,73 %. Pouze v nékolika ptipadech
ptesahuji hodnoty relativni smérodatné odchylky (RSD) 3 %, vliv QD castic na
opakovatelnost méfeni je tedy zanedbatelny, Vv pratokovém systému se nikde neusazuji

a manipuluje se s nimi bez potiZi.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Martina Kotrinkova
Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.
Title of Rigorosis Thesis: The influence of Quantum Dots particles to

chemiluminiscence based on oxidation by permanganate

Quantum Dots (QDs) particles are semiconductor nanocrystals, which have
become attractive for many scientific institutions for its unique optical and physical
properties. In this thesis it was found out, whether QDs have any effect on the intensity
of chemiluminescence at the reaction with potassium permanganate in sulfuric acid
medium. QDs with emission maxima at 520, 575, 603 a 636 nm were tested, QDs
solutions were added subsequently to the chemiluminescent system, where the oxidized
analytes were organic compounds such as gallic acid, hydroquinone, pyrocatechol,
resorcinol and phloroglucinol. Achieved results were then compared with the
measurement without addition of QDs to the chemiluminescent system. The experiment
was performed by the flow method sequential injection analysis (SIA). Obtained results
showed, that the highest growth of intensity of chemiluminescence was recorded using
QDs with emission maximum at 520 nm, the procentual growth of the intensity of CL
ranged to 26,73 %. The values exceeded the relative standard deviation (RSD) 3% only
in a few cases, the influence of QDs on repeatability of measurement is negligible.
There are not any sediments of QDs in the flow system and the manipulation with them

was carried out without problems.
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ZKRATKY

CL — chemiluminiscence

NP — nanocastice (Nanoparticles)

QD — Quantum Dots ¢astice

LOD - limit detekce (Limit of Detection)

RSD - relativni smérodatné odchylka (Relative Standard Deviation)

ss DNA — jednovldknova deoxyribonukleova kyselina (single stranded DNA)
CLHA — chemiluminiscen¢né-hybridiza¢ni imunoanalyza (Chemiluminescence-
Hybridization Assay)

CLIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (Chemiluminescence Imunoassay)
SIA — sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)

AUNP — zlaté nanocéstice

AgNP — stfibrné nanocastice

PtNP — platinové nanocastice

IgG — imunoglobulin G
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1 UvVOoD

Quantum Dots (QD) ¢astice jsou nanokrystaly obvykle obsahujici polovodi¢ové
jadro, jehoz obal je tvofen tenkou vrstvou jiného polovodice. Obal QD ¢astic miize byt
nasledné pokryt vrstvou polymeru pro usnadnéni konjugace s cilovymi biomolekulami.
QD castice vynikaji svymi optickymi vlastnostmi a mohou byt proto potencidlné
vyuzity napiiklad v zobrazovaci technice jako fluorescencni znacky pro hybridizacni
metody Vv molekularni biologii nebo by mohly fungovat podobné jako konven¢ni
organicka fluorescen¢ni barviva. Vyhoda QD c¢astic oproti klasickym znackam spociva
v jejich nesrovnatelné mensi velikosti, silngj$i luminiscenci a delsi zivotnosti. Vyzkum
QD castic v biomedicinské oblasti se posledni dobou soustied'uje pfedevSim na
transport diagnostickych a terapeutickych latek na piesné¢ definované misto
V organismu, coz by mohlo napomoci rozvoji novych strategii pti 1é¢bé nadorovych
onemocnéni . QD &astice v ndkterych piipadech pisobi také jako zesilovade
chemiluminiscen¢niho signalu a mohly by tak zlepSovat citlivost detekce nékterych
analyti. Komer¢ni dostupnost QD castic je zatim pomémé omezend vzhledem
Kk soub&zné probihajicim studiim tykajicich se dopadu na zivotni prostiedi a toxicity pro

v . 2
Ziveé organismy °.



1.1. Cil a popis zaddni prdce

Cilem této prace bylo prozkoumat vliv Quantum Dots (QD) c¢astic na
manganistanem indukovanou chemiluminiscenci Vv kyselém prostfedi v kombinaci
s metodou sekvencni injekéni analyzy (SIA). Experimentdlni Cast je zaméfena na
vyhodnoceni namétenych dat a zjisténi, zda QD castice zvySuji nebo snizuji intenzitu
chemiluminiscence vzniklych oxida¢nich produkti pouzitych analytii. V teoretické ¢asti
jsou prezentovany poznatky o chovani QD c¢astic v chemiluminiscen¢nich systémech

v kombinaci s jinymi analytickymi metodami.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Princip chemiluminiscence

Vice nez 30 let je chemiluminiscence atraktivnim tématem intenzivniho
vyzkumu Sohledlem na jeji rozmanité vyuziti v praktickych aplikacich.
Chemiluminiscence je zalozena na produkci elektromagnetického zafeni, které je
emitovano nasledkem chemické reakce. Pfi tomto dé&ji se jeden z produkti dostane do
excitovaného stavu a pii prechodu na zdkladni energeticky stav se piebytecna energie
ihned vyzafi ve formé fotonli (pfiméa chemiluminiscence) nebo produkt v excitovaném
stavu pfeda nadbytek energie jiné molekule, ktera je pak zodpovédna za emisi svétla

(nepfimé chemiluminiscence) *.
A+B

\ katalyza

c*+ D
C+hv F*+C
(pfima CL) I
F + hv

(neptrima CL)

Obr. ¢. 1: Hlavni mechanismus vedouci k chemiluminiscencni reakci — A (analyt),
B (oxidant), C, D (produkt), F (fluorofor), * (excitovany stav), hv (emise fotonii) *.

V porovnani s ostatnimi  optickymi  technikami  (spektrofotometrie a
fluorescence) jeji vyhody spocivaji v absenci rusivého svétla na pozadi, v nepatrném
Sumu analytického signalu, lepsi citlivosti a v Sirokém linearnim dynamickém rozsahu.
Chemiluminiscen¢ni (CL) metoda také nevyzaduje zadny excitaéni zdroj, ani optické
filtry, proto je pfistroj velmi jednoduchy, robustni, nakladoveé efektivni a tim i vhodny
pro automatizaci. CL detekce je proto Siroce aplikovana v mnoha analytickych oborech
(monitorovani kvality zivotniho prostfedi, farmaceutickd a potravinaiska analyza).
V poslednich letech byla chemiluminiscence rozsifena o nanocasticové systémy (NP),

které by mély zlepSovat citlivost a stabilitu detekce, coz vyplyva z jejich velké plochy
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povrchu a specialni struktury. Piikladem mohou byt kovové nanocastice (AuNP, AgNP,
PtNP) které se ucastni CL reakce jako katalyzatory, redukéni ¢inidla, luminofory nebo

akceptory energie *.

2.2. Charakteristika vybranych analytii

Kyselina gallova (3,4,5-trihydroxybenzoova Kkyselina), na obr. ¢. 2a, je
nejrozsifenéjsi organickou kyselinou, je soucasti tiislovin, kde se nachazi ve formé
esterli a glykosidi. V pfirod¢ ji nalezneme v dubénkach na listech dubu halkového
(Quercus infectoria), v dubové kiife, v ¢ajovych listech a v mnoha dalSich rostlinach.
Tato fenolicka sloucenina je dobfe rozpustna ve vodé, tvoii bezbarvé krystalky a ma
silné redukéni vlastnosti. Kyselina gallova se vyuziva ve farmaceutickém primyslu pro
své adstringentni U¢inky, v kozeluzstvi na vycinovani kuzi, také v kosmetickém
nebo potravinaiském primyslu jako antioxidant a jako ptisada do inkousti a barev *°.

Hydrochinon (benzen-1,4-diol), obr. ¢. 2b, je aromaticka bezbarva krystalicka
latka rozpustna ve vodég, jejimz prekurzorem je glykosid arbutin, ktery se nachéazi v
listech volné rostouci medvédice 1ékaiské (Arctostaphylos uva-ursi). Droga je soucasti
urologického ¢aje, pusobi jako desinficiens mocovych cest. Vyuziva se také jako
antioxidant, inhibitor polymerace a stabilizator etheru 458

Pyrokatechin (benzen-1,2-diol), obr. ¢. 2¢ je fenolicka sloucenina vyuzivana k
organickym syntézdm, tvofi bezbarvé krystalky rozpustné ve vodé&. Je obsazen
v hnédouhelném dehtu, je soudasti pryskyfic (napf. Galbanum) *®. Hydrochinon a
pyrokatechol nejsou na vzduchu piili§ stalé, velmi lehce se oxiduji a vynikaji svymi
redukénimi uc€inky, pouzivaji se proto jako fotografické vyvojky, pro vyrobu barviv,
oba maji antiseptické ucinky ol

Resorcinol (benzen-1,3-diol), obr. ¢. 2d, je bezbarvy nebo slabé ruzovosedy
krystalicky prasek snadno rozpustny ve vode, je soucasti rostlinnych pryskyfic. Pouziva
se v koznim Iékafstvi pro své antiseptické ucinky, pii organickych syntézach, pro
vyrobu barviv a v kosmetickém pramyslu *%.

Floroglucinol (benzen-1,3,5-triol), obr. ¢. 2e, je bila krystalicka latka rozpustna
ve vodé. Vyskytuje se v hnédych tasach (Chromophyta), ale i v mnoha dalSich
rostlinach. Vyuziva se jako analytické ¢inidlo, barvivo histologickych fezt v botanice a

ve farmaceutickém prumyslu 49,10,
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a b c d e

O OH OH OH OH
t _OH HO\O/OH
HO OH HO OH
OH OH

Obr. ¢. 2: Struktura vybranych analytii (a — kyselina gallovd, b — hydrochinon,
¢ — pyrokatechin, d — resorcinol, e — floroglucinol)

2.3. Quantum Dots castice a jejich vyuZiti v bioanalytickych
metoddch

Polovodi¢ové nanocastice, bézné nazyvané Quantum Dots (QD), se skladaji z
polovodivych krystall o velikosti nékolika nanometrd, existuji samostatné nebo mohou
byt usporddany do klastrti. Nejintenzivnéji jsou studovany koloidni roztoky téchto
nanocastic. QD castice jsou zajimavé pro své unikatni optické vlastnosti napt. uzka
emisni spektra, Sirokd excitacni spektra, jejich emise je pfitom piimo zavisla na jejich
velikosti. Vynikaji také neobycCejnou fotostabilitou a vysokymi kvantovymi vytézky.
Daji se proto vyuzit pro rizné bioanalytické aplikace, k zesileni chemiluminiscen¢niho
signalu, k fluorescenénimu znaceni biomolekul (podobné jako organické fluorofory),
pro detekci iontl, bakterii, virti, nukleotidovych sekvenci, proteinii a dalSich analyti. V
porovnani s klasickymi organickymi fluorescenénimi znackami maji silngjsi
fluorescenci a del$i Zivotnost. V analytické chemii je zesileni CL signalu dilezité
zejména pro stopovou analyzu 3,

V nasledujicich kapitolach budou kratce popsany konkrétni metody vyuzivajici

spojeni chemiluminscence s QD ¢asticemi.

2.3.1. Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza (CLIAs)

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza je imunoanalyticka metoda, pii které je
vyuzito chemiluminiscen¢niho zafeni spolu s mimotfadnymi katalytickymi vlastnostmi
kovovych nanocastic (AuNP), které by mohly potencidlné¢ konkurovat osvédéenému
znaCeni protilatek (organickym fluoroforiim nebo enzymiim). Kovové nanocastice

nemaji sami o sob& schopnost rozpoznavani cilii pro selektivni navazani na analyt. Aby
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mohly rozpoznavat cile, musi se povrch nanoc¢astic upravit — funkcionalizovat. K Gpravé
povrchu nanocéstic se mohou pouzit protilatky, proteiny, organické kyseliny s kratkym
fetézcem, aminothioly nebo DNA. Uvedené agens, jsou konjugovany Kk povrchu
nanocastic pomoci elektrostatickych sil nebo kovalentnich vazeb. Technika vyuzivajici
elektrostatickych sil je jednodussi, avSak vazba n¢kdy neni dost silnd, na rozdil od
techniky kovalentnich vazeb. AuNP nabizi lepsi selektivitu a detekéni systém je méné
nachylny k interferencim, nez pfi vyuziti protilditek znacenych enzymem. Touto
metodou byla stanovena napi. protilatka proti lidskému IgG, kalibra¢éni kiivka se
pohybovala v linearnim rozsahu 5,0-10 ng/ml, limit detekce (LOD) ¢inil 1,5 ng/ml a
relativni smérodatna odchylka (RSD) byla v rozmezi od 4,2-4,6% . Dale byl stejnou
metodou stanoven o-fetoprotein ze vzorku chemicky vyrobeného séra (vytéznost 96,2-

103,0 %) s linearnim rozsahem 0,008-0,3 ng/ml a limitem detekce 5 pg/ml **.

Dissolution CL-reagents

’ }" Q Metallic precursors of ——
NPse.g. (AuCl], Ag’]

ClL-reagents
Catalysis

=t

— 4 —O

Antibody Analyte Antibody labeled NPs

Obr. ¢ 3: Nekompetitivni sendvicova reakce se zesilenou detekci uzivana
V chemiluminiscencni imunoanalyze (dissolution — rozklad, metallic precursors of NPs —
kovové prekurzory NP, CL reagents — CL cinidlo, catalysis — katalyza, antibody —
protilatka, analyte — analyt, antibody labeled NPs — protildtka znacena NP) 10

2.3.2. CL-hybridizac¢ni analyza (CLHAS)

Obdobn¢ je popsana také metoda chemiluminiscen¢né-hybridizacni
imunoanalyzy (CLHAS), ktera vyuziva zlatych kovovych nanocastic (AuNP) k zesileni
chemiluminiscen¢niho signalu pfi stanoveni cilové DNA. Jedn4d se 0 hybridiza¢ni
reakci, pti které se formuji biokomplexy mezi imobilizovanou molekulou na pevném

podkladé (capture DNA) a cilovou SSDNA (analyt) a DNA sondou znacenou
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nanocasticemi S funkcionalizovanym povrchem. Zesileni chemiluminiscence je
uskute¢néno pii kombinaci rozkladu kovovych nanocastic v kyselém prostiedi (kdy je
produkovano mnoho kovovych ionti) a katalyzy kovem béhem oxidace CL cinidla
V chemiluminiscen¢nim systému. Aptamery a DNA enzymy obsahujici jednoduché
fetézce SSDNA nebo RNA jsou pouzivany K piipravé biokonjugati s AuNP a tim
ziskavaji schopnost specificky rozpoznat proteiny a malé molekuly. Linearni rozsah této
metody dosahuje hodnot 2,0.10™* — 2,0.10™ M, limit detekce &inil 4,8.10%° M pii

hodnoté RSD 3,4 %, coz svédei pro velmi dobrou opakovatelnost méfeni ™.

Hybridization
complex

--------- Analyte -------{Repnrter probe functionalized NPs

Cl-reagents

Catalysis

% Dissolution

Metallic precursors of
NPs e.g. (AuCl;, Ag')

ClL-reagents |

3%

Obr. ¢ 4: Nekompetitivni sendvicova reakce se zesilenou detekci uzZivana v CL-
hybridizacni imunoanalyze (dissolution — rozklad, metallic precursors of NPs — kovové
prekurzory NP, CL reagents — CL cinidlo, catalysis — katalyza, hybridization komplex —
hybridizacni komlex, analyte — analyt, reporter probe functionalized NPs — sonda
nesouci NP s funkcionalizovanym povrchem) 10,
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2 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Laboratorni pristroje

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

Ultrazvukova lazenn Sonorex RK 100, Bandelin Electronic, 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 komunikaéni rozhrani SIA systému s pocitacem

Pistové cerpadlo Cavro XL-3000 s objemem 2,5 ml

Misici civka z teflonové hadicky o objemu 1,2 ml a vnitinim priméru 0,75 mm
Deseticestny selekéni ventil, VICI VALCO

Pratokovy fluorimetricky detektor pro chemiluminiscenéni stanoveni SPECTRA
PHYSICS FS 970 L.C. (Schoeffel Instrument Corporation, San Jose, CA, USA)
Spojovaci material — hadi¢ky z teflonu o vnitfnim praméru 0,50 a 0,75 mm, Watrex,

Praha, Ceska republika

3.2. PouZzité chemikadlie

Floroglucinol 99%, Anala R, Velka Britanie

Hydrochinon 99%, Lachema, Ceska republika

Kyselina gallova 99%, Sigma, Némecko

Pyrokatechin 99%, Lachema, Ceska republika

Resorcinol 99%, Penta, Ceska republika

Kyselina sirova 96%, Lachema, Ceska republika

Manganistan draselny 99,5%, Balex, Ceska republika

Quantum Dots ¢astice s emisnimi maximy 520 nm, 575 nm, 603 nm a 636 nm, roztoky
byly piipraveny na Oddéleni bioanalytické instrumentace, Ustavu analytické chemie,

Akademie véd Ceské republiky

-15 -



3.3. Priprava roztokii

Pro ptipravu vodnych roztoka byla pouzita demineralizovana voda piipravena na

Katedfte analytické chemie FaF UK v HK systémem Millipore Milli-QRG.

Zasobni roztok manganistanu draselného o koncentraci 5 mmol/l byl ptipraven
Z navazky 0,1969 g rozpusténim ve vodé a doplnénim do 250 ml.

Redénim vodou pak byly pfipraveny pracovni roztoky manganistanu draselného
o koncentraci 1 mmol/l a 0,5 mmol/l.

Zasobni roztok kyseliny sirové o koncentraci 2,5 mol/l byl pfipraven nafedénim
34,7 ml 96% H,SO, vodou a doplnénim do 250 ml.

Pracovni roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,25 mol/l byl ptipraven
nafedénim 25 ml 2,5 mol/l roztoku H,SO4 vodou a doplnénim do 250 ml.

Pracovni roztok floroglucinolu o koncentraci 2,5 mmol/l byl pfipraven
z navazky 0,0202 g rozpusténim ve vod¢ a doplnénim do 50 ml.

Pracovni roztok hydrochinonu o koncentraci 2,5 mmol/l byl ptipraven z navazky
0,0225 g rozpusténim ve vod¢ a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztok kyseliny gallové o koncentraci 2,5 mmol/l byl pfipraven
z navazky 0,0426 g rozpusténim ve vodé a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztok pyrokatechinu o koncentraci 2,5 mmol/l byl ptfipraven
z navazky 0,0222 g rozpusténim ve vodé a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztok resorcinolu o koncentraci 2,5 mmol/l byl pfipraven z navazky
0,0135 g rozpusténim ve vode¢ a doplnénim do 100 ml.

Pracovni roztoky I Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,
575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny nafedénim 200 ul/10 ml vodou.

Pracovni roztoky II Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,
575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny naiedénim 10 pl/10 ml vodou.

Pracovni roztoky III Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,
575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny nafedénim 5 ul/10 ml vodou.

Pracovni roztoky IV Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy pii 520 nm,

575 nm, 603 nm a 636 nm byly pfipraveny nafedénim 2 ul/10 ml vodou.
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3.4. Popis chemiluminiscenc¢niho systému s manganistanem
draselnym v kyselém prostredi

Chemiluminiscencni (CL) signdl byl vyzafen béhem oxidace analytu
manganistanem draselnym v prostiedi kyseliny sirové. Pfidavek kyseliny sirové
poskytuje lepsi CL detekci, nez pii pridavku jiné kyseliny (napi. HCI, HC104, HsPO4)*.
Predpokladanym klicovym krokem mechanismu chemiluminiscence v tomto systému je
vznik meziproduktu s Mn (3+) a jeho nasledna redukce na excitovany produkt
obsahujici Mn (2+) iont, ktery pak pii navratu do zakladniho stavu vyzafi viditelné

svétlo o vlnové délce 610 nebo 670 nm 3,

3.5. Detekce

Mg¢feni bylo provedeno S uzitim fluorimetrického detektoru FS 970 Schoeffel
Instrument Corp. (USA), ktery byl vybaven chemiluminiscenénim modulem. Rozsah
stupnice detektoru byl 1,0 — 0,01 pA . Kratkodoby CL signal byl zaznamenan ve
form¢ pikd, jejichz vySky byly automaticky vyhodnoceny pomoci programovaciho
prostiedi LabVIEW® (ovladaci program FaFSIA verze 1.0). Detektor byl soudasti SIA
(Sekven¢ni injekéni analyza) systému, ktery dale zahrnoval obousmérnou pistovou
pumpu, 10-cestny selekéni ventil a misici civku. Metoda sekvenéni injekéni analyzy
(SIA) je zalozena na piesném davkovani pfedem definovanych objeml standardniho
roztoku, testovanych roztokt analytd a reakénich ¢inidel do toku nosného proudu, poté

pomoci zpétného toku dochazi k miseni jednotlivy zon B,

___________

W

KMnO,
QD

Obr. ¢. 5: Schéema SIA systému s chemiluminiscencni detekci: CS — nosny proud, SP —
pistova pumpa, HC — misici civka, SV — selekcni ventil, FD — fluorescencni detektor, AN
— analyt, QD — Quantum Dots cdstice, W — odpad .
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3.5.1. Uprava fluorimetru pro chemiluminiscené¢ni detekci

Fluorimetricky detektor byl pro chemiluminiscen¢ni stanoveni upraven
nasledujicim zptisobem — nebylo pouZito primarni zafeni, lampa fluorimetru tedy
zustala vypnutd. V misté¢ sekunddrniho filtru byl vlozen spirdlni chemiluminiscencni
modul z plexiskla kopirujici tvar sekundarniho filtru. Jeho soucasti je spirala
z prithledné teflonové hadicky o vnitinim priméru 0,5 mm, stocené pétkrat. Primeér
spiraly odpovida velikosti okénka fotondsobice, ktery je umistén v tésné blizkosti
spirdly a snimd tak maximum CL signalu. Zéna méfené¢ho produktu CL reakce je

prevadéna do stfedu spiraly a odvedena z periferni &sti spiraly do odpadu *°.

Pt

Obr. & 6: Chemiluminiscencni modul — spirdla ™.

3.5.2. Struktura mériciho cyklu

Jako nosny proud byla pouZita deionizovana voda. Aspirace nosného proudu,
analytu, kyseliny sirové a oxidaéniho ¢inidla probihala podle pifedem
naprogramovaného méficiho cyklu. Aspirace roztokl probihala pii pritokové rychlosti
100 pl/s, davkovany objem studovanych analytl, kyseliny sirové, manganistanu
draselného a QD castic byl 50 pl. Intenzita chemiluminiscence byla méfena pfi
laboratorni teploté. Struktura meéfticiho cyklu a vychozi hodnoty parametri (rychlost
pohybu pistové pumpy, objem aspirovaného roztoku) byly pievzaty z odborné
literatury™®. Byly provedeny celkem 3 cykly méfeni pfi stejnych reakénich podminkéch.
Na ukazku byl vybran méfici program, ktery byl vytvofen pro méfeni intenzity CL

signalu za pouziti riiznych koncentraci Quantum Dots Castic. Bylo potieba vytvofit také
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program pro promyti SIA systému, protoZze po skonceni méteni bylo nutné prodistit

systém nosnym proudem.

Tab. ¢. 1: Ukazka struktury méficiho cyklu

syringe pump initialize 0

syringe pump valve position IN

syringe pump set flow rate [ul/s] 100

syringe pump aspirate [pl] 500

syringe pump valve position OUT

multi-port valve set valve position 4

syringe pump aspirate [pl] 50 {aspirace QDs}
multi-port valve set valve position 1

syringe pump aspirate [pl] 50 {aspirace vzorku}
multi-port valve set valve position 2

syringe pump aspirate [pl] 50 {aspirace H,SO,}
multi-port valve set valve position 3

syringe pump aspirate [ul] 50 {aspirace KMnO,}
multi-port valve set valve position 5

syringe pump aspirate [ul] 100

multi-port valve set valve position 8

syringe pump dispense [ul] 70 {miseni zén}
syringe pump aspirate [pl] 70

syringe pump empty syringe {detekce}

3.5.3. Vyhodnoceni zméreného signalu

Pfi vlastnim méfeni bylo tfeba ménit rozsah stupnice, resp. citlivosti métfeni a
podle vysky piku a nastaveného rozsahu stupnice vypocitat intenzitu
chemiluminiscence, ktera je pfimo umérna vySce piku. Napiiklad je-li rozsah stupnice
0,1 pA a hodnota vysky piku 0,82, pak je vypocet nasledujici: (0,1 . 1000 . 0,82)/2,5 =
32,80 nA Y,

Posouzeni opakovatelnosti vysledki méteni bylo provedeno podle vzorcii:

1 _100.5

= _ N . — )2 S = =
S N(N—l) L:]_(xl x) X
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kde s (SD) je smérodatna odchylka, N je pofet méfeni, Xj — X je absolutni odchylka
jednotlivych vysledkti od aritmetického priméru, S, (RSD) je relativni smérodatna

odchylka vyjadiena v procentech 4.

3.6. Optimalizace podminek chemiluminiscencni detekce
s vyuzitim metody sekvencni injek¢ni analyzy

Pro méfeni Vv systému SIA bylo nutné zjistit, pfi jaké koncentraci Cinidel a
ostatnich pouzivanych latek bude intenzita CL nejvyssi. K nejvétSimu ndrlstu intenzity
chemiluminiscence dochazelo pii koncentraci roztoku H»SO4 0,25 mol/l. Optimalni
koncentrace byla prevzata z diplomové prace Ivety Vilimové (2005) . P¥i zvySovani
koncentrace roztoku H,SO, by se vlivem silné kyseliny mohl poskodit prutokovy
syst¢tm SIA. Hodnoty koncentrace roztokll studovanych analytl byly 2,5 mmol/l a

neménily se. Pracovni napéti detektoru bylo nastaveno na 400 V.

3.6.1. Studium vlivu koncentrace manganistanu na intenzitu
chemiluminiscence

Pro méfeni bylo postupné pouZito pét riznych analyti. Byly pfipraveny 2,5 mM
roztoky kyseliny gallové, hydrochinonu, pyrokatechinu, resorcinolu a floroglucinolu,
dale pak 0,25 M roztok kyseliny sirové a roztok manganistanu draselného, jehoz
koncentrace se ménila. Byl testovan vliv riznych koncentraci KMnO, na intenzitu
chemiluminiscence. Do SIA systému bylo aspirovano 50 ul vzorku, 50 pl HSO4 a 50
pl KMnQOg4 rychlosti 100 pl/s. Pracovni napéti na detektoru bylo nastaveno na 400 V. Pti
meéfeni s riznymi koncentracemi manganistanu draselného bylo potieba ménit rozsah
stupnice, tak aby bylo vyhodnoceni chemiluminiscenéniho signdlu co nejptesnéjsi. Pro
0,5 mM roztok KMnQ, byl zvolen rozsah 0,02 pA, pro 1 mM roztok KMnO, byl pouzit
rozsah 0,1 pA a pro 5 mM roztok KMnQO4 byl pouzit rozsah 0,5 pA.
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3.6.2. Vybér analytt s ohledem na intenzitu chemiluminiscence a
opakovatelnost méreni

Pro méfeni byl pouzit 2,5 mmol/l roztok kyseliny gallové, 2,5 mmol/l roztok
hydrochinonu, 2,5 mmol/l roztok pyrokatechinu, 2,5 mmol/l roztok resorcinolu a 2,5
mmol/l roztok floroglucinolu. Ostatni parametry méticiho cyklu zistaly konstantni.
Uvedené latky byly oxidovany manganistanem draselnym v kyselém prostiedi za
vzniku CL signalu, poté byla posuzovana intenzita chemiluminiscence jednotlivych

analyti.

3.6.3. Studium vlivu Quantum Dots ¢astic na chemiluminiscen¢ni
systém s manganistanem v kyselém prostiedi

Me¢fteni bylo provedeno s roztoky Quantum Dots ¢astic o rtiznych koncentracich
a emisnich maximech. K dispozici byly QD ¢astice s emisnimi maximy 520 nm, 575
nm, 603 nm a 636 nm. M¢feni bylo provedeno s pracovnimi roztoky I, které byly
pfipraveny nafedénim 200 pl/10 ml vodou, dale s pracovnimi roztoky II, které byly
pfipraveny nafedénim 10 pl/10 ml vodou, s pracovnimi roztoky III, které byly
pfipraveny nafedénim 5 ul/10 ml vodou a spracovnimi roztoky IV, které byly
ptipraveny nafedénim 2 pl/10 ml vodou.

Bylo testovano chovani QD ¢astic Vv chemiluminiscenénim  systému
S manganistanem draselnym Vv kyselém prostiedi. Byl zkouméan vliv QD ¢&astic na
hodnotu intenzity chemiluminiscence pii oxidaci analytii a na opakovatelnost méteni.
Pro méfeni byl pfipraven 5, 1 a 0,5 mmol/l roztok KMnO,, dale pak 0,25 mol/l H,SOu,
koncentrace studovanych analyt byla 2,5 mmol/l. Nastavené parametry v méticim
cyklu zistaly nezménény. Test vlivu Quantum Dots ¢astic na rist nebo pokles intenzity
chemiluminiscence byl proveden s roztoky, které byly pfipraveny na Oddéleni

bioanalytické instrumentace - Ustav analytické chemie, AV CR.
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4 VYSLEDKY MERENI A DISKUSE

4.1. Studium vlivu koncentrace manganistanu na intenzitu
chemiluminiscence

Tab. ¢. 2: Chemiluminiscence s 0,5 mM manganistanem bez QD ¢astic (2,5 mM analyt,
0,5 mM KMnQy, 0,25 M H,S0,)

vyska piku
analyt - -
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,05 2,04 2,05 2,05 0,00 0,23 16,37
hydrochinon 2,30 2,24 2,25 2,26 0,03 1,16 18,11
pyrokatechin 2,37 2,34 2,35 2,35 0,01 0,53 18,83
resorcinol 2,36 2,35 2,37 2,36 0,01 0,35 18,88
floroglucinol 2,30 2,27 2,28 2,28 0,01 0,55 18,27

00:00- 0,0 a1 10,

Obr. ¢ 7:Ukadzka zdaznamu mereni s kyselinou gallovou (2,5 mM roztok kyseliny galloveé,
0,25M roztok H,SO4 a 0,5 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice
0,02u4)

Tab. ¢. 3: Chemiluminiscence s 1 mM manganistanem bez QD c¢astic (2,5 mM analyt,
1 mM KMnOQy, 0,25 M H,SO,)

analyt vyska piku
1 2 3 @ S RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,76 1,71 1,65 1,71 0,04 2,63 68,27
hydrochinon 1,95 1,96 2,01 1,97 0,03 1,33 78,93
pyrokatechin 1,92 1,93 1,91 1,92 0,01 0,43 76,80
resorcinol 1,76 1,75 1,72 1,74 0,02 0,97 69,73
floroglucinol 1,79 1,81 1,84 1,81 0,02 1,13 72,53
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Tab. ¢. 4. Chemiluminiscence s 5 mM manganistanem bez QD ¢astic (2,5 mM analyt, 5
mM KMnO4, 0,25 M HzSO4)

vysSka piku
analyt - -
1 2 3 0] S RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallovd 1,43 1,45 1,46 1,45 0,01 0,86 289,33
hydrochinon 1,58 1,6 1,58 1,59 0,01 0,59 317,33
pyrokatechin 1,20 1,24 1,22 1,22 0,02 1,34 244,00
resorcinol 1,56 1,55 1,54 1,55 0,01 0,53 310,00
floroglucinol 1,63 1,6 1,58 1,60 0,02 1,28 320,67
4 350 - )
intenzita B
CL(nA) 300 - ¢
@ kyselina 250 7
gallovd 200 -
M hydrochinon
150 -
pyrokatechin
100 - -
X resorcinol 50 - e
fluoroglucinol 0 e . . T T T )
\_ 0 ! 2 3 4c(mM)I%MnO4 6/

Obr. ¢. 8: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu
draselného

Podle vysledkt v tabulkach ¢. 1 az 3 je patrné, Ze nejvyssi intenzita CL byla
dosazena pii koncentraci 5 mM KMnO, a pii této koncentraci jsou také nejlépe

rozliSitelné rozdily mezi jednotlivymi analyty.

4.2. Vliv pridavku Quantum Dots Cdstic na intenzitu
chemiluminiscence vybranych analytii a opakovatelnost CL méreni

4.2.1. Vliv Quantum Dots ¢astic na intenzitu chemiluminiscence pri
stanoveni kyseliny gallové

Tab. ¢. 5: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 520 nm na intenzitu
chemiluminiscence kyseliny gallové
0,5 mM KMnO,

koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 16,37 17,12 16,67 16,77 15,09
1 mM KMnQO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 68,27 68,13 52,67 54,80 44,00
5 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 289,33 311,33 320,67 366,67 338,67
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Obr. ¢. 9: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Cdstic s emisnim maximem
520 nm V chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci kyseliny gallové

Tab. ¢. 6: Vliv ptidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 575 nm na intenzitu

chemiluminiscence kyseliny gallové

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD ¢&astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 16,37 16,53 17,31 17,07 14,19
1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 68,27 68,40 66,00 66,40 65,20
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 289,33 298,67 292,00 | 290,00 | 346,00
4 400,00 - A
intenzita CL 350,00 -
250,00 -
0.5 mM 200,00
KMnO4 Gt
150,00 -
===1 mM
KMnO4 100,00 - - -
50,00 hd =
*i'\:"\& 0,00 T2 : : : — .
n 0 50 100 150 200 250
\_ naredéni QD castic [ul/mw

Obr. ¢. 10: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
575 nm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci kyseliny gallové
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Tab. ¢. 7: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 603 nm na intenzitu
chemiluminiscence kyseliny gallové

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 16,37 16,40 17,60 17,25 15,44
1 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 68,27 69,20 69,33 68,93 66,27
5 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 289,33 270,67 277,33 | 282,00 | 296,67
4 350,00 h
intenzita CL 300,00 L —
[nA] o
250,00 -
200,00 -
e===0,5 mM

KMnO4 150,00 -
=1 mM 100,00 -

KMnO4 o o
===5 mM >0,00 R
KMnO4 0,00 — . . . — ,
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 11: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots cdstic s emisnim maximem
603 nm v chemiluminiscencnim systemu s manganistanem pri oxidaci kyseliny gallové

Tab. ¢. 8: Vliv ptidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 636 nm na intenzitu
chemiluminiscence kyseliny gallové

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 16,37 16,83 17,6 17,17 16,27

1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 68,27 68,27| 67,33 68,00 64,13

5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 289,33 284,67 284 282,67 | 296,00
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Obr. ¢ 12: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Castic s emisnim maximem
636 nm v chemiluminiscencnim systéemu s manganistanem pri oxidaci kyseliny gallové

Pfi méfeni s kyselinou gallovou a 5 mM manganistanem bylo pozorovano, ze
nejvyss$i hodnoty intenzity chemiluminiscence byly dosaZzeny pfi pfidavku Quantum
Dots ¢astic s emisnimi maximy 520 a 575 nm nafedénych postupem III a IV. Pii
emisnich maximech 603 a 636 nm se intenzita CL pohybovala jen lehce nad hodnotu
naméfenou za stejnych reakénich podminek jako bez pridavku QD castic, narhst

intenzity CL nebyl tak vyrazny.

4.2.2. Vliv Quantum Dots castic na intenzitu chemiluminiscence pri
stanoveni hydrochinonu

Tab. ¢. 9: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 520 nm na intenzitu
chemiluminiscence hydrochinonu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,11 18,13 18,37 18,29 17,63
1 mM KMnQO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 78,93 76,67 75,87 75,47 71,20
5 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 317,33 332,00 343,33 390,00 324,67
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Obr . ¢ 13: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots cdstic s emisnim
maximem 520 nm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci
hydrochinonu

Tab. ¢. 10: Vliv ptidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 575 nm na
intenzitu chemiluminiscence hydrochinonu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,11 18,48 18,43 18,32 17,09
1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 78,93 76,67 75,73 76,93 69,33
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 317,33 321,33 323,33 | 323,33 | 262,67
é 350,00 A
intenzita CL 300,00 -
[nA]
250,00 -
e==0,5 mM 200,00 -
KMnO4
150,00 -
=1 mM
100,00 -
KMnO4 %0- o
=0=5 mM 50,00 -
KMnO4 0,00 — . . . M .
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [pl/ml])

Obr. ¢. 14: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
575 nm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pii oxidaci hydrochinonu

-27 -




Tab. ¢. 11: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 603 nm na
intenzitu chemiluminiscence hydrochinonu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,11 18,29 18,69 18,48 17,52
1 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 78,93 76,40 76,40 75,47 70,13
5 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 317,33 323,33 277,33 | 327,33 | 296,67
4 350,00 o h
intenzita CL 300,00 & —
[nA]
250,00 -
=6=0,5mM 200,00 -
KMnO4
150,00 -
=1 mM
cvnoa 10000 .
50,00 -
e=Q==5 mM R R
KMnO4 0,00 e : . . - .
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 15: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots cdstic s emisnim maximem
603 nm v chemiluminiscencnim systéemu s manganistanem pri oxidaci hydrochinonu

Tab. ¢. 12: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 636 nm na
intenzitu chemiluminiscence hydrochinonu

0,5 mM KMnO,

koncentrace i QD ¢astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,11 17,65 18,64 18,48 17,65

1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 78,93 77,07| 76,13 74,53 | 68,27

5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 317,33 320,67 | 327,33 321,33| 294,67
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Obr. ¢. 16: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Cdstic s emisnim maximem
636 Nnm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem p¥i oxidaci hydrochinonu

Pfi méfeni s hydrochinonem a 5 mM manganistanem byla nejvySsi hodnota

intenzity chemiluminiscence dosazena pii pifidavku QD ¢astic s emisnim maximem 520

nm, které byly nafedény postupem III. U QD c¢astic s vyS$imi emisnimi maximy se

intenzita CL pohybovala lehce nad hodnotou naméfenou bez piidani QD castic do

systému.

4.2.3. Vliv Quantum Dots ¢astic na intenzitu chemiluminiscence pri

stanoveni pyrokatechinu

Tab. ¢. 13: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 520 nm na
intenzitu chemiluminiscence pyrokatechinu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,83 18,80 19,89 19,84 19,15
1 mM KMnQO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 76,80 76,93 80,27 76,93 72,93
5 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 244,00 | 246,67 | 245,33 242,00 | 232,67
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Obr. ¢ 17: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Castic s emisnim maximem
520 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci pyrokatechinu

Tab. ¢. 14: Vliv ptidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 575 nm na
intenzitu chemiluminiscence pyrokatechinu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,83 19,20 19,25 19,89 18,53
1 mM KMnQO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 76,80 76,40 78,80 77,33 70,53
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 244,00 249,33 249,33 | 252,00 | 220,67
(" 300,00 - h
intenzita CL
[na] 250,00 oo )
200,00 - o
=0=0,5 MM
KMnO4 150,00 -
===1 mM 100,00 -
KMnO4 DO R
50,00 - -
=0=5 mM R
KMnO4 ¢ 99 bt . . . > .
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [pl/ml])

Obr. ¢. 18: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
575 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci pyrokatechinu
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Tab. ¢. 15: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 603 nm na
intenzitu chemiluminiscence pyrokatechinu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,83 18,67 20,03 19,89 18,91
1 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 76,80 78,40 76,13 76,27 71,87
5 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 244,00 243,33 242,67 | 254,67 | 238,67
4 300,00 -~ h
intenzita CL P
Al 250,00 o o
200,00 -
=0=0,5 MM
KMnO4 150,00 -
100,00 -
w=P==1 mM 0 o
KMnO4 5469 | -
—o—5mM 0,00 ) — . : - .
KMnO4 0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 19: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
603 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci pyrokatechinu

Tab. ¢. 16: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 636 nm na
intenzitu chemiluminiscence pyrokatechinu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,83 18,80 20,11 20,08 17,92
mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 76,80 77,47 77,47 75,47 66,80
mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 244,00 240,67 | 241,33 | 245,33 | 236,67
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Obr. ¢ 20: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Castic s emisnim maximem
636 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pii oxidaci pyrokatechinu

U pyrokatechinu byl pozorovan mén¢ vyrazny narast intenzity CL pfi pouziti
vSech QD c¢astic oproti méteni bez jejich pfidavku. V chemiluminiscenénim systému s 5

cvwr

analytu.

4.2.4. Vliv Quantum Dots ¢astic na intenzitu chemiluminiscence pri
stanoveni resorcinolu

Tab. ¢. 17: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 520 nm na
intenzitu chemiluminiscence resorcinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,88 19,71 19,95 19,97 19,07
1 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 69,73 72,80 68,67 74,00 63,47
5 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 310,00 324,67 356,00 354,00 347,33
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Obr. ¢ 21: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Castic s emisnim maximem
520 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci resorcinolu

Tab. ¢. 18: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 575 nm na
intenzitu chemiluminiscence resorcinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,88 19,39 19,87 19,89 18,61
1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 69,73 74,00 71,33 70,00 60,13
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 310,00 320,67 323,33 | 336,67 | 298,00
(" 400,00 - A
intenzita CL 350,00 | o
[nA] 30000 & —0
250,00 -
e==0,5 mM
KMno4 200,00 -
1mM 150,00 -
KMnO4 100,00
—0—5mM 50,00 -
KMno4  ggo ¥° . . . ° .
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 22: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
575 nm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pvi oxidaci resorcinolu
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Tab. ¢. 19: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 603 nm na
intenzitu chemiluminiscence resorcinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,88 19,68 19,87 19,73 18,99
1 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 69,73 71,33 75,47 70,00 68,67
5 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 310,00 328,00 332,00 | 319,33 | 310,00
4 350,00 h
intenzita CL 300,00 ;F -0
[nA]
250,00 -

6=—0,5 MM 200,00

——5mM 0,00 -

KMnO4 0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

<
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Obr. ¢. 23: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
603 nm v chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci resorcinolu

Tab. ¢. 20: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 636 nm na
intenzitu chemiluminiscence resorcinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,80 19,60 19,79 19,73 18,85
1 mM KMnO,
koncentrace i QD ¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 69,73 70,80 72,80 73,33 68,53
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢astic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 310,00 316,00 | 322,00 | 325,33 | 312,67
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Obr. ¢. 24: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Cdstic s emisnim maximem
636 Nnm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci resorcinolu

Pfi méfeni s resorcinolem pii koncentraci manganistanu 5 mmol/l byly

zaznamenany nejvyssi hodnoty intenzity CL u QD ¢astic s emisnim maximem 520 nm

s nafedénim postupem II a III. V porovnéni s ostatnimi analyty bylo vyraznéjsiho

nariistu intenzity CL dosazeno i za pouziti QD ¢astic s emisnim maximem 603 nm a

mirny nartst intenzity CL byl pozorovan také pti 636 nm.

4.2.5. Vliv Quantum Dots ¢astic na intenzitu chemiluminiscence pri
stanoveni floroglucinolu

Tab. ¢. 21: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic S emisnim maximem 520 nm na
intenzitu chemiluminiscence floroglucinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,27 18,43 19,12 19,44 15,92
1 mM KMnQO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 72,53 75,73 75,47 72,53 64,00
5 mM KMnO,
koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 320,67 352,00 361,33 368,67 353,33
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Obr. ¢. 25: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
520 nm V chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci floroglucinolu

Tab. ¢. 22: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 575 nm na
intenzitu chemiluminiscence floroglucinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD c¢astic [pul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,27 18,21 18,48 18,11 15,63
1 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 72,53 76,60 74,80 71,87 65,20
5 mM KMnO,
koncentrace QD ¢&astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 320,67 323,33 331,33 | 331,33 | 313,33
4 350,00 - A
intenzita CL 300,00 - —<
[nA]
250,00 -
e===0,5 mM 200,00 -
KMnO4
——1mM 150,00 -
KMnO4 100,00 -
=5 mM 50,00 i; ©
KMnO4 )
0,00 +— . . . — .
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 26: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots castic s emisnim maximem
575 nm Vv chemiluminiscencnim systému s manganistanem pri oxidaci floroglucinolu
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Tab. ¢. 23: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 603 nm na
intenzitu chemiluminiscence floroglucinolu

0,5 mM KMnO,

koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,27 18,48 19,07 20,29 15,60
1 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 72,53 78,40 80,00 77,20 71,07
5 mM KMnO,
koncentrace QD castic [pl/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 320,67 314,67 311,33 | 321,33 | 316,00
4 350,00 L' h
intenzita CL 300,00 - <
[nA]
250,00 -
=0=0,5mM 200,00 -
KMnO4 150,00 -
=1 mM 100,00 -
KMnO4 > -
50,00
=5 mM 3 <
KMnO4 0,00 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
\_ nafedéni QD &astic [ul/ml])

Obr. ¢. 27: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots cdstic s emisnim maximem
603 nm v chemiluminiscencnim systemu s manganistanem pri oxidaci floroglucinolu

Tab. ¢. 24: Vliv pfidavku Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem 636 nm na
intenzitu chemiluminiscence floroglucinolu

0,5 mM KMnO,

nafedéni QD ¢astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 18,27 18,67 18,43 18,48 18,27
1 mM KMnO,
naredéni QD c¢astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 72,53 78,80 83,20 77,47 64,53
5 mM KMnO,
naredéni QD c¢astic [ul/ml] 0 2 5 10 200
intenzita CL [nA] 320,67 320,67 | 318,67 | 320,00 | 308,67
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Obr. ¢ 28: Zavislost intenzity CL na pridavku Quantum Dots Castic s emisnim maximem
636 nm v chemiluminiscencnim systemu s manganistanem pri oxidaci floroglucinolu

Floroglucinol se chovanim nejvice podobal kyselin¢ gallové, ale byl zde zietelny
nizsi naridst intenzity CL oproti Cl systému bez pfidani Quantum Dots ¢éstic.
U nizsich koncentraci manganistanu 0,5 a 1 mmol/l nebyl zaznamenan vyrazné vyssi
nebo nizsi vliv QD ¢astic na intenzitu chemiluminiscence oxida¢nich produkti vSech

uvedenych analytt.

4.2.6. Vliv analyti na opakovatelnost méreni

V chemiluminiscen¢nim systému s 0,5 mM KMnQy se pti hodnoceni vySky piku

pohybovaly hodnoty relativni smérodatné odchylky pro kyselinu gallovou v rozmezi od
0,22 do 6,10 %, pro hydrochinon od 0,21 do 2,17 %, pro pyrokatechin od 0,19 do
1,25%, pro resorcinol od 0,19 do 6,57 % a pro floroglucinol od 0,35 do 2,21 %.
V chemiluminiscenénim syst¢ému s 1 mM KMnO, se v pribéhu méfeni pohybovaly
hodnoty RSD pro kyselinu gallovou v rozmezi od 0,28 do 2,65 %, pro hydrochinon od
0,25 do 1,39 %, pro pyrokatechin od 0,26 do 1,76 %, pro resorcinol od 0,47 do 3,53 % a
pro floroglucinol od 0,42 do 3,80 %.
V chemiluminiscen¢nim systému s 0,5 mM KMnO, se Vv prubéhu méteni pohybovaly
hodnoty RSD pro kyselinu gallovou v rozmezi od 0,26 do 2,94 %, pro hydrochinon od
0,29 do 4,83 %, pro pyrokatechin od 0,41 do 2,20 %, pro resorcinol od 0,29 do 6,46 % a
pro floroglucinol od 0,29 do 1,56 %.

-38 -



Tab. ¢. 25: Souhrnna tabulka pro vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni

0,5 mM KMnO,

1 mM KMnO,

5 mM KMnO,

EM [nm] 520 | 575 | 603 | 636 | 520 | 575 | 603 | 636 | 520 | 575 | 603 | 636
koncentrace QD RSD [%] RSD [%] RSD [%]
kyselina gallova

2 pul/10 ml 2,75(139|105|1,3|0,28|0,48|1,25|1,00|0,30|1,14|0,92 | 1,32
5 ul/10 ml 1,48 0,22 1098(0,37|092,16 (0,72 |0,28 | 2,94 1,48 | 0,90 | 1,72
10 pl/10 ml 3,512,118 (0,441058|260|214|055|1,27|0,26 0,56 | 1,00 | 1,20
200 pl/10 ml 0,50|0,70 | 6,10 | 4,48 | 0,74 | 2,65 | 0,57 | 1,06 | 1,39 | 1,25 | 1,15 | 1,66
hydrochinon

2 ul/10 ml 055/035(055|057/089|089|1,13|/0,88|1,48|0,29 | 0,58 | 0,59
5 ul/10 ml 1,14, 0,54 0,20(0,61|0,25|0,25|1,13,0,89 2,62 |1,05|0,90 | 0,76
10 pl/10 ml 082/036(061/035/0901,23|1,39(091|1,11]1,05|0,29| 1,63
200 pl/10 ml 1,07 2,170,37(0,21,0,79|0,72 0,54 | 0,28 | 0,29 | 4,83 | 2,29 | 1,39
pyrokatechin

2 ul/10 ml 035/059(053|1,25|107,085|0,72(0,49|1,53|1,36|1,03|1,04
5 ul/10 ml 0,19,0,19(050|0,19|164|083,050(0,88|1,02|0,38|1,69]1,03
10 pl/10 ml 0,33(100(038|033|065|0,65|1,38|0,66|0,67|0,65]|1,33]|1,92
200 pl/10 ml 0,39(0,20(0,20|0,36 |0,26 0,71 | 1,46 | 1,76 | 0,41 | 1,54 | 2,20 | 1,44
resorcinol

2 ul/10 ml 0,38 6,57 |1,00|058|2,24|353|260|281|1,27|1,64 3,26 1,86
5 ul/10 ml 019,0,19(0,19|0,19|235|1,15|1,09(1,19|1,21|1,17 | 3,84 | 1,34
10 pl/10 ml 019,187(083|051|159|047|203|143|6,46|0,74|0,59 | 0,29
200 pl/10 ml 0,20,0,73/0,87/053(259|191,055(0,73|5,35/0,55|0,53]|1,21
floroglucinol

2 pl/10 ml 0,54|0,41|2,21|0,53|1,74|2,63|2,73|1,81|0,93|1,27 | 0,30 | 1,56
5 ul/10 ml 1,37,061|1,10(0,54|2,38|1,31|108|0,79|1,38|1,51|1,32|0,30
10 pl/10 ml 1,78 1,16 | 2,60 0,35|0,69 | 2,05|0,42|1,29|0,68 |1,51|0,29 | 1,02
200 pl/10 ml 3,10{193(135|09 051|218 |207(3,80|1,07|1,31|0,52]|0,61

* (RSD - relativni smérodatna odchylka, EM — emisni maximum)

Vliv piidavku QD c¢astic na opakovatelnost je v piijatelnych mezich

porovnatelnych s méfenim bez jejich ptidavku, jen v n¢kolika piipadech presahuje 3 %,

ale vétSinou jsou hodnoty nizsi. Proto mizeme prokazat, Ze se s ¢asticemi v pratokovém

systému manipuluje bez problémt a jejich davkovani je dostatecné opakovatelné.
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4.3. Studium vlivu Quantum Dots ¢dstic na chemiluminiscen¢ni
systém s manganistanem v kyselém prostredi z pohledu pripravy

jejich roztokii

Pro méteni byly pouzity Quantum Dots Castice s emisnim maximem 520, 575,

603 a 636 nm, které byly pfipraveny pracovnimi postupy I-1V. Pracovni roztoky I QD

¢astic byly pfipraveny nafedénim 200 pl/10 ml vodou, pracovni roztoky II QD castic byly

pripraveny nafedénim 10 pl/10 ml vodou, pracovni roztoky III QD castic byly pfipraveny

nafedénim 5 pl/10 ml vodou, pracovni roztoky IV QD c¢astic byly pfipraveny nafedénim

2ul/10 ml vodou.

4.3.1. Vliv Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem pri 520 nm na

intenzitu chemiluminiscence

4.3.1.1. Vliv QD castic s emisnim maximem 520 nm pri koncentraci
manganistanu 0,5 mmol/Il

Tab. ¢. 26: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) ptipravenych pracovnim postupem I

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,22 2,08 2,12 2,14 0,06 2,75 17,12
hydrochinon 2,25 2,27 2,28 2,27 0,01 0,55 18,13
pyrokatechin 2,34 2,35 2,36 2,35 0,01 0,35 18,80
resorcinol 2,47 2,45 2,47 2,46 0,01 0,38 19,71
floroglucinol 2,29 2,30 2,32 2,30 0,01 0,54 18,43

Tab. ¢. 27: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) ptipravenych pracovnim postupem II

analyt vysSka piku
1 2 3 ] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,11 2,04 2,1 2,08 0,03 1,48 16,67
hydrochinon 2,31 2,32 2,26 2,3 0,03 1,14 18,37
pyrokatechin 2,48 2,49 2,49 2,49 0,00 0,19 19,89
resorcinol 2,49 2,50 2,49 2,49 0,00 0,19 19,95
floroglucinol 2,43 2,35 2,39 2,39 0,03 1,37 19,12

Tab. ¢. 28: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) ptipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,01 2,19 2,09 2,10 0,07 3,51 16,77
hydrochinon 2,30 2,30 2,26 2,29 0,02 0,82 18,29
pyrokatechin 2,47 2,48 2,49 2,48 0,01 0,33 19,84
resorcinol 2,49 2,50 2,50 2,50 0,00 0,19 19,97
floroglucinol 2,37 2,45 2,47 2,43 0,04 1,78 19,44
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Tab. ¢. 29: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

vyska piku
analyt . .
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,90 1,88 1,88 1,89 0,01 0,50 15,09
hydrochinon 2,22 2,22 2,17 2,20 0,02 1,07 17,63
pyrokatechin 2,40 2,40 2,38 2,39 0,01 0,39 19,15
resorcinol 2,38 2,38 2,39 2,38 0,00 0,20 19,07
floroglucinol 1,92 1,98 2,07 1,99 0,06 3,10 15,92

I
00:01:20,0

Obr. ¢. 29: Ukdzka zaznamu méreni s kyselinou gallovou a QD casticemi s emisnim
maximem 520 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO,4 a 0,5 mM roztok KMnOy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,02 uA)
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Obr. ¢ 30: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na koncentraci QD Ccastic s emisnim maximem 520 nm v systemu s 0,5 mM

manganistanem
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4.3.1.2. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 520 nm pri koncentraci
manganistanu 1 mmol/Il

Tab. ¢. 30: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vysSka piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,70 1,71 1,70 1,70 0,00 0,28 68,13
hydrochinon 1,90 1,91 1,94 1,92 0,02 0,89 76,67
pyrokatechin 1,90 1,95 1,92 1,92 0,02 1,07 76,93
resorcinol 1,87 1,77 1,82 1,82 0,04 2,24 72,80
floroglucinol 1,94 1,87 1,87 1,89 0,03 1,74 75,73

Tab. ¢. 31: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt ; .
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,33 1,32 1,30 1,32 0,01 0,95 52,67
hydrochinon 1,90 1,89 1,90 1,90 0,00 0,25 75,87
pyrokatechin 2,00 1,97 2,05 2,01 0,03 1,64 80,27
resorcinol 1,75 1,74 1,66 1,72 0,04 2,35 68,67
floroglucinol 1,85 1,86 1,95 1,89 0,04 2,38 75,47

Tab. ¢. 32: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) ptipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 [} SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,42 1,35 1,34 1,37 0,04 2,60 54,80
hydrochinon 1,87 1,88 1,91 1,89 0,02 0,90 75,47
pyrokatechin 1,94 1,91 1,92 1,92 0,01 0,65 76,93
resorcinol 1,86 1,88 1,81 1,85 0,03 1,59 74,00
floroglucinol 1,80 1,81 1,83 1,81 0,01 0,69 72,53

Tab. ¢. 33: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) ptipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,09 1,10 1,11 1,10 0,01 0,74 44,00
hydrochinon 1,77 1,80 1,77 1,78 0,01 0,79 71,20
pyrokatechin 1,82 1,83 1,82 1,82 0,00 0,26 72,93
resorcinol 1,54 1,58 1,64 1,59 0,04 2,59 63,47
floroglucinol 1,59 1,60 1,61 1,60 0,01 0,51 64,00
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Obr. ¢. 31: Ukazka zdznamu méreni s kyselinou gallovou a QD Ccdsticemi s emisnim
maximem 520 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO4 a 1 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,1 uA)
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Obr. ¢ 32: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouzitych
analytit na koncentraci QD castic s emisnim maximem 520 nm v systému s 1 mM

manganistanem

4.3.1.3. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 520 nm pri koncentraci
manganistanu 5 mmol/Il

Tab. ¢. 34: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vysSka piku
1 2 3 @ SD RSD[%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,56 1,56 1,55 1,56 0,00 0,30 311,33
hydrochinon 1,69 1,66 1,63 1,66 0,02 1,48 332,00
pyrokatechin 1,22 1,26 1,22 1,23 0,02 1,53 246,67
resorcinol 1,60 1,62 1,65 1,62 0,02 1,27 324,67
floroglucinol 1,78 1,76 1,74 1,76 0,02 0,93 352,00
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Tab. ¢. 35: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt . .
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,67 1,57 1,57 1,60 0,05 2,94 320,67
hydrochinon 1,77 1,66 1,72 1,72 0,04 2,62 343,33
pyrokatechin 1,24 1,21 1,23 1,23 0,01 1,02 245,33
resorcinol 1,79 1,80 1,75 1,78 0,02 1,21 356,00
floroglucinol 1,84 1,80 1,78 1,81 0,02 1,38 361,33

Tab. ¢. 36: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 ] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,84 1,83 1,83 1,83 0,00 0,26 366,67
hydrochinon 1,93 1,98 1,94 1,95 0,02 1,11 390,00
pyrokatechin 1,20 1,22 1,21 1,21 0,01 0,67 242,00
resorcinol 1,61 1,87 1,83 1,77 0,11 6,46 354,00
floroglucinol 1,84 1,80 1,78 1,81 0,02 1,38 361,33

Tab. ¢. 37: Vliv Quantum Dots ¢astic (520 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,66 1,71 1,71 1,69 0,02 1,39 338,67
hydrochinon 1,63 1,62 1,62 1,62 0,00 0,29 324,67
pyrokatechin 1,17 1,16 1,16 1,16 0,00 0,67 232,67
resorcinol 1,61 1,83 1,77 1,74 0,09 5,35 347,33
floroglucinol 1,78 1,78 1,74 1,77 0,02 1,07 353,33
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Obr. ¢. 33: Ukdzka zdznamu mereni s kyselinou gallovou a QD casticemi s emisnim
maximem 520 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallove, 0,25M
roztok H,SO4 a 5 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,5 uA)
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Obr. ¢ 34: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouzitych
analytit na koncentraci QD Castic s emisnim maximem 520 nm v systemu s5 mM

manganistanem

Hodnoty v tabulce ¢. 36 ukazuji, ze pii ptidani QD c¢astic s emisnim maximem

520 nm byla nejvyssi hodnota intenzity chemiluminiscence namétfena u hydrochinonu,

pfi koncentraci KMnO4 5 mmol/l. Chemiluminiscen¢ni signal byl oproti méfeni bez QD

¢astic nejvice zesilen ptidavkem QD castic, které byly pfipraveny pracovnim postupem

4.3.2. Vliv Quantum Dots castic s emisnim maximem pri 575 nm na

intenzitu chemiluminiscence

4.3.2.1. Vliv QD castic s emisnim maximem 575 nm pri koncentraci
manganistanu 0,5 mmol/Il

Tab. ¢. 38: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vysSka piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,03 2,07 2,10 2,07 0,03 1,39 16,53
hydrochinon 2,32 2,31 2,30 2,31 0,01 0,35 18,48
pyrokatechin 2,41 2,38 2,41 2,40 0,01 0,59 19,20
resorcinol 2,51 2,20 2,56 2,42 0,16 6,57 19,39
floroglucinol 2,29 2,27 2,27 2,28 0,01 0,41 18,21
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Tab. ¢. 39: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt . .
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,17 2,16 2,16 2,16 0,00 0,22 17,31
hydrochinon 2,29 2,3 2,32 2,30 0,01 0,54 18,43
pyrokatechin 2,49 2,49 2,50 2,49 0,00 0,19 19,95
resorcinol 2,49 2,48 2,48 2,48 0,19 6,57 19,87
floroglucinol 2,30 2,30 2,33 2,31 0,01 0,61 18,48

Tab. ¢. 40: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 ] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,07 2,18 2,15 2,13 0,05 2,18 17,07
hydrochinon 2,28 2,30 2,29 2,29 0,01 0,36 18,32
pyrokatechin 2,48 2,52 2,46 2,49 0,02 1,00 19,89
resorcinol 2,47 2,44 2,55 2,49 0,05 1,87 19,89
floroglucinol 2,24 2,25 2,30 2,26 0,03 1,16 18,11

Tab. ¢. 41: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,79 1,77 1,76 1,77 0,01 0,70 14,19
hydrochinon 2,20 2,09 2,12 2,14 0,05 2,17 17,09
pyrokatechin 2,32 2,32 2,31 2,32 0,00 0,20 18,53
resorcinol 2,32 2,31 2,35 2,33 0,02 0,73 18,61
floroglucinol 1,98 1,98 1,90 1,95 0,04 1,93 15,63
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Obr. ¢. 35: Ukazka zdaznamu mérent s kyselinou gallovou a QD Ccasticemi s emisnim
maximem 575 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO4 a 0,5 mM roztok KMnOyg, pracovni napéeti 400 V, rozsah stupnice 0,02 uA)
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Obr. ¢ 36: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na naredéni QD Ccdastic s emisnim maximem 575 nm v systéemu s 0,5 mM
manganistanem

4.3.2.2. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 575 nm pri koncentraci
manganistanu 1 mmol/Il

Tab. ¢. 42: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,70 1,71 1,72 1,71 0,01 0,48 68,40
hydrochinon 1,90 1,91 1,94 1,92 0,02 0,89 76,67
pyrokatechin 1,91 1,93 1,89 1,91 0,02 0,85 76,40
resorcinol 1,93 1,85 1,77 1,85 0,07 3,53 74,00
floroglucinol 1,92 1,89 2,01 1,94 0,05 2,63 77,60

Tab. ¢. 43: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) ptipravenych pracovnim postupem II

analyt vyska piku
1 2 3 4] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,62 1,70 1,63 1,65 0,04 2,16 66,00
hydrochinon 1,89 1,90 1,89 1,89 0,00 0,25 75,73
pyrokatechin 1,99 1,97 1,95 1,97 0,02 0,83 78,80
resorcinol 1,78 1,76 1,81 1,78 0,02 1,15 71,33
floroglucinol 1,84 1,87 1,90 1,87 0,02 1,31 74,80

Tab. ¢. 44: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem I1I

analyt Vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,61 1,68 1,69 1,66 0,04 2,14 66,4
hydrochinon 1,94 1,94 1,89 1,92 0,02 1,23 76,93
pyrokatechin 1,95 1,92 1,93 1,93 0,01 0,65 77,33
resorcinol 1,76 1,75 1,74 1,75 0,01 0,47 70,00
floroglucinol 1,75 1,80 1,84 1,80 0,04 2,05 71,87
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Tab. €. 45: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

vyska piku
analyt - -
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,67 1,57 1,65 1,63 0,04 2,65 65,20
hydrochinon 1,75 1,73 1,72 1,73 0,01 0,72 69,33
pyrokatechin 1,78 1,76 1,75 1,76 0,01 0,71 70,53
resorcinol 1,50 1,47 1,54 1,50 0,03 1,91 60,13
floroglucinol 1,68 1,60 1,61 1,63 0,04 2,18 65,20
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Obr. ¢. 37: Ukazka zdaznamu mérent s kyselinou gallovou a QD Ccdsticemi s emisnim
maximem 575 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO4 a 1 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,1 uA)
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Obr. ¢ 38: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na koncentraci QD Castic s emisnim maximem 575 nm v systemu s 1 mM

manganistanem
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4.3.2.3. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 575 nm pri koncentraci
manganistanu 5 mmol/Il

Tab. ¢. 46: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vysSka piku
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,47 1,50 1,51 1,49 0,02 1,14 298,67
hydrochinon 1,61 1,60 1,61 1,61 0,00 0,29 321,33
pyrokatechin 1,23 1,27 1,24 1,25 0,02 1,36 249,33
resorcinol 1,59 1,58 1,64 1,60 0,03 1,64 320,67
floroglucinol 1,64 1,62 1,59 1,62 0,02 1,27 323,33

Tab. ¢. 47: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt - -
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,48 1,43 1,47 1,46 0,02 1,48 292,00
hydrochinon 1,61 1,64 1,60 1,62 0,02 1,05 323,33
pyrokatechin 1,24 1,25 1,25 1,25 0,00 0,38 249,33
resorcinol 1,59 1,63 1,63 1,62 0,02 1,17 323,33
floroglucinol 1,63 1,69 1,65 1,66 0,02 1,51 331,33

Tab. ¢. 48: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) ptipravenych pracovnim postupem II1

analyt vyska piku
1 2 3 4] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,45 1,44 1,46 1,45 0,01 0,56 290,00
hydrochinon 1,61 1,64 1,60 1,62 0,02 1,05 323,33
pyrokatechin 1,27 1,26 1,25 1,26 0,01 0,65 252,00
resorcinol 1,68 1,70 1,67 1,68 0,01 0,74 336,67
floroglucinol 1,63 1,69 1,65 1,66 0,02 1,51 331,33

Tab. ¢. 49: Vliv Quantum Dots ¢astic (575 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,74 1,75 1,70 1,73 0,02 1,25 346,00
hydrochinon 1,25 1,40 1,29 1,31 0,06 4,83 262,67
pyrokatechin 1,11 1,12 1,08 1,10 0,02 1,54 220,67
resorcinol 1,49 1,50 1,48 1,49 0,01 0,55 298,00
floroglucinol 1,59 1,57 1,54 1,57 0,02 1,31 313,33
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Obr. ¢. 39: Ukdzka zdznamu méreni s kyselinou gallovou a QD casticemi s emisnim
maximem 575 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO4 a 5 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,5 uA)
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Obr. ¢ 40: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na koncentraci QD Ccastic s emisnim maximem 575 nm v systému s 5 mM
manganistanem

Hodnoty uvedené v tabulce ¢. 49 ukazuji, ze pii pridavku QD castic s emisnim
maximem 575 nm bylo nejvysSi intenzity chemiluminiscence dosazeno pii vzniku
oxida¢niho produktu kyseliny gallové, a to s piidavkem Quantum Dots c¢astic
nafedénych postupem IV, oproti intenzit¢ CL naméfené bez pouziti QD ¢astic

v chemiluminiscen¢nim systému s manganistanem.
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4.3.3. Vliv Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem pri 603 nm na

intenzitu chemiluminiscence

4.3.3.1. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 603 nm pri koncentraci
manganistanu 0,5 mmol/Il

Tab. ¢. 50: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,04 2,03 2,08 2,05 0,02 1,05 16,40
hydrochinon 2,30 2,27 2,29 2,29 0,01 0,55 18,29
pyrokatechin 2,32 2,33 2,35 2,33 0,01 0,53 18,67
resorcinol 2,49 2,43 2,46 2,46 0,02 1,00 19,68
floroglucinol 2,29 2,26 2,38 2,31 0,05 2,21 18,48

Tab. ¢. 51: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

analyt vyska piku
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,17 2,21 2,22 2,20 0,02 0,98 17,60
hydrochinon 2,34 2,34 2,33 2,34 0,00 0,20 18,69
pyrokatechin 2,50 2,49 2,52 2,50 0,01 0,50 20,03
resorcinol 2,48 2,48 2,49 2,48 0,00 0,19 19,87
floroglucinol 2,36 2,37 2,42 2,38 0,03 1,10 19,07

Tab. ¢. 52: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) ptipravenych pracovnim postupem II1

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,15 2,17 2,15 2,16 0,01 0,44 17,25
hydrochinon 2,29 2,32 2,32 2,31 0,01 0,61 18,48
pyrokatechin 2,48 2,48 2,50 2,49 0,01 0,38 19,89
resorcinol 2,49 2,47 2,44 2,47 0,02 0,83 19,73
floroglucinol 2,55 2,45 2,61 2,54 0,07 2,60 20,29

Tab. ¢. 53: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,09 1,81 1,89 1,93 0,12 6,10 15,44
hydrochinon 2,18 2,19 2,20 2,19 0,01 0,37 17,52
pyrokatechin 2,36 2,37 2,36 2,36 0,00 0,20 18,91
resorcinol 2,40 2,35 2,37 2,37 0,02 0,87 19,87
floroglucinol 2,24 2,30 2,31 1,95 0,45 1,35 18,27
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Obr. ¢. 41: Ukazka zdznamu méreni s kyselinou gallovou a QD Ccdsticemi s emisnim
maximem 603 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO,4 a 0,5 mM roztok KMnOQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,02 uA)
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Obr. ¢ 42: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktit pouzitych
analytit na koncentraci QD castic s emisnim maximem 603 nm v systemu s 0,5 mM
manganistanem

4.3.3.2. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 603 nm pri koncentraci
manganistanu 1 mmol/I

Tab. ¢. 54: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem [

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,70 1,75 1,74 1,73 0,02 1,25 69,20
hydrochinon 1,93 1,92 1,88 1,91 0,02 1,13 76,40
pyrokatechin 1,94 1,97 1,97 1,96 0,01 0,72 78,40
resorcinol 1,72 1,83 1,80 1,78 0,05 2,60 71,33
floroglucinol 1,90 1,95 2,03 1,96 0,05 2,73 78,40

-52-




Tab. ¢. 55: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt - -
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,72 1,75 1,73 1,73 0,01 0,72 69,33
hydrochinon 1,92 1,93 1,88 1,91 0,02 1,13 76,40
pyrokatechin 1,91 1,91 1,89 1,90 0,01 0,50 76,13
resorcinol 1,86 1,91 1,89 1,89 0,02 1,09 75,47
floroglucinol 1,97 2,02 2,01 2,00 0,02 1,08 80,00

Tab. ¢. 56: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) ptipravenych pracovnim postupem I11

vyska piku
analyt - -
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,71 1,73 1,73 1,72 0,01 0,55 68,93
hydrochinon 1,90 1,91 1,85 1,89 0,03 1,39 75,47
pyrokatechin 1,92 1,87 1,93 1,91 0,03 1,38 76,27
resorcinol 1,73 1,72 1,80 1,75 0,04 2,03 70,00
floroglucinol 1,92 1,94 1,93 1,93 0,01 0,42 77,20

Tab. ¢. 57: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,65 1,67 1,65 1,66 0,01 0,57 66,27
hydrochinon 1,76 1,76 1,74 1,75 0,01 0,54 70,13
pyrokatechin 1,76 1,81 1,82 1,80 0,03 1,46 71,87
resorcinol 1,71 1,71 1,73 1,72 0,01 0,55 68,67
floroglucinol 1,82 1,73 1,78 1,78 0,04 2,07 71,07
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Obr. ¢. 43: Ukdzka zdaznamu meéreni s kyselinou gallovou a QD cdsticemi S emisnim
maximem 603 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallove, 0,25M
roztok H,SO4 a 1 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,1 uA)
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Obr. ¢ 44: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na koncentraci QD Castic s emisnim maximem 603 nm v systemu s1 mM
manganistanem

4.3.3.3. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 603 nm pri koncentraci
manganistanu 5 mmol/l

Tab. ¢. 58: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem |

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,35 1,34 1,37 1,35 0,01 0,92 270,67
hydrochinon 1,61 1,61 1,63 1,62 0,01 0,58 323,33
pyrokatechin 1,20 1,22 1,23 1,22 0,01 1,03 243,33
resorcinol 1,58 1,63 1,71 1,64 0,05 3,26 328,00
floroglucinol 1,57 1,57 1,58 1,57 0,00 0,30 314,67

Tab. ¢. 59: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) ptipravenych pracovnim postupem II

analyt vyska piku
1 2 3 4] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,40 1,39 1,37 1,39 0,01 0,90 277,33
hydrochinon 1,40 1,39 1,37 1,39 0,01 0,90 277,33
pyrokatechin 1,21 1,24 1,19 1,21 0,02 1,69 242,67
resorcinol 1,61 1,62 1,75 1,66 0,06 3,84 332,00
floroglucinol 1,58 1,53 1,56 1,56 0,02 1,32 311,33

Tab. ¢. 60: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem I1I

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,42 1,42 1,39 1,41 0,01 1,00 282,00
hydrochinon 1,63 1,64 1,64 1,64 0,00 0,29 327,33
pyrokatechin 1,25 1,29 1,28 1,27 0,02 1,33 254,67
resorcinol 1,59 1,59 1,61 1,60 0,01 0,59 319,33
floroglucinol 1,61 1,60 1,61 1,61 0,00 0,29 321,33
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Tab. ¢. 61: Vliv Quantum Dots ¢astic (603 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

vyska piku
analyt - -
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,50 1,46 1,49 1,48 0,02 1,15 296,67
hydrochinon 1,47 1,45 1,53 1,48 0,03 2,29 296,67
pyrokatechin 1,17 1,18 1,23 1,19 0,03 2,20 238,67
resorcinol 1,56 1,55 1,54 1,55 0,01 0,53 310,00
floroglucinol 1,58 1,59 1,57 1,58 0,01 0,52 316,00
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Obr. ¢. 45: Ukdzka zaznamu méreni s kyselinou gallovou a QD casticemi s emisnim
maximem 603 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallove, 0,25M
roztok H,SO4 a 5 mM roztok KMnQOy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,5 uA)
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Obr. ¢ 46: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytii na koncentraci QD Ccastic s emisnim maximem 603 nm v systéemu s 5 MM

manganistanem
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Pti pouziti QD castic s emisnim maximem 603 nm nafedénych postupem II bylo
dosazeno nejvyssi intenzity chemiluminiscence podle tabulky ¢. 59 u resorcinolu, ktera

byla vyssi oproti CL systému s manganistanem bez pouziti QD castic.

4.3.4. Vliv Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem pri 636 nm na
intenzitu chemiluminiscence

4.3.4.1. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 636 nm pri koncentraci
manganistanu 0,5 mmol/Il

Tab. ¢. 62: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) ptipravenych pracovnim postupem I

analyt vyska piku
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,14 2,07 2,10 2,10 0,03 1,36 16,83
hydrochinon 2,22 2,21 2,19 2,21 0,01 0,57 17,65
pyrokatechin 2,31 2,36 2,38 2,35 0,03 1,25 18,80
resorcinol 2,43 2,46 2,46 2,45 0,01 0,58 19,60
floroglucinol 2,33 2,35 2,32 2,33 0,01 0,53 18,67

Tab. ¢. 63: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

analyt vyska piku
1 2 3 4] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,19 2,21 2,20 2,20 0,01 0,37 17,60
hydrochinon 2,32 2,35 2,32 2,33 0,01 0,61 18,64
pyrokatechin 2,52 2,51 2,51 2,51 0,00 0,19 20,11
resorcinol 2,47 2,48 2,47 2,47 0,00 0,19 19,79
floroglucinol 2,30 2,29 2,32 2,30 0,01 0,54 18,43

Tab. ¢. 64: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) ptipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 2,13 2,15 2,16 2,15 0,01 0,58 17,17
hydrochinon 2,32 2,30 2,31 2,31 0,01 0,35 18,48
pyrokatechin 2,51 2,50 2,52 2,51 0,01 0,33 20,08
resorcinol 2,45 2,48 2,47 2,47 0,01 0,51 19,73
floroglucinol 2,31 2,30 2,32 2,31 0,01 0,35 18,48

Tab. ¢. 65: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) piipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 ) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,95 1,99 2,16 2,03 0,09 4,48 16,27
hydrochinon 2,21 2,20 2,21 2,21 0,00 0,21 17,65
pyrokatechin 2,24 2,25 2,23 2,24 0,01 0,36 17,92
resorcinol 2,34 2,37 2,36 2,36 0,01 0,53 18,85
floroglucinol 2,28 2,31 2,26 2,28 0,02 0,90 18,27
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Obr. ¢. 47: Ukdzka zdznamu meéreni s kyselinou gallovou a QD Ccdsticemi s emisnim
maximem 636 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO,4 a 0,5 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,02 uA)
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Obr. ¢ 48: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouzitych
analytit na koncentraci QD castic s emisnim maximem 636 nm v systemu s 0,5 mM

manganistanem

4.3.4.2. Vliv QD castic s emisnim maximem 636 nm pri koncentraci

manganistanu 1 mmol/I

Tab. ¢. 66: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,73 1,70 1,69 1,71 0,02 1,00 68,27
hydrochinon 1,92 1,95 1,91 1,93 0,02 0,88 77,07
pyrokatechin 1,93 1,95 1,93 1,94 0,01 0,49 77,47
resorcinol 1,73 1,84 1,74 1,77 0,05 2,81 70,80
floroglucinol 1,99 1,92 2,00 1,97 0,04 1,81 78,00
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Tab. ¢. 67: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem II

vyska piku
analyt - -
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,68 1,69 1,68 1,68 0,00 0,28 67,33
hydrochinon 1,88 1,92 1,91 1,90 0,02 0,89 76,13
pyrokatechin 1,93 1,96 1,92 1,94 0,02 0,88 77,47
resorcinol 1,85 1,80 1,81 1,82 0,02 1,19 72,80
floroglucinol 2,08 2,10 2,06 2,08 0,02 0,79 83,20

Tab. ¢. 68: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem 111

vyska piku
analyt - -
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,69 1,68 1,73 1,70 0,02 1,27 68,00
hydrochinon 1,87 1,84 1,88 1,86 0,02 0,91 74,53
pyrokatechin 1,90 1,87 1,89 1,89 0,01 0,66 75,47
resorcinol 1,82 1,87 1,81 1,83 0,03 1,43 73,33
floroglucinol 1,91 1,93 1,97 1,94 0,02 1,29 77,47

Tab. ¢. 69: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

analyt vyska piku
1 2 3 0] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,58 1,62 1,61 1,60 0,02 1,06 64,13
hydrochinon 1,71 1,71 1,70 1,71 0,00 0,28 68,27
pyrokatechin 1,71 1,66 1,64 1,67 0,03 1,76 66,80
resorcinol 1,70 1,71 1,73 1,71 0,01 0,73 68,53
floroglucinol 1,54 1,61 1,69 1,61 0,06 3,80 64,53
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Obr. ¢. 49: Ukdzka zdaznamu meéreni s kyselinou gallovou a QD cdsticemi s emisnim

maximem 636 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallové, 0,25M
roztok H,SO4 a 1 mM roztok KMnOQOy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,1 uA)
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Obr. ¢ 50: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouZitych
analytit na koncentraci QD Castic s emisnim maximem 636 nm v systemu s 1 mM
manganistenem

4.3.4.3. Vliv QD cdstic s emisnim maximem 636 nm pri koncentraci
manganistanu 5 mmol/I

Tab. ¢. 70: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem I

vyska piku
analyt - -
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,45 1,41 1,41 1,42 0,02 1,32 284,67
hydrochinon 1,59 1,61 1,61 1,60 0,01 0,59 320,67
pyrokatechin 1,20 1,19 1,22 1,20 0,01 1,04 240,67
resorcinol 1,61 1,59 1,54 1,58 0,03 1,86 316,00
floroglucinol 1,57 1,63 1,61 1,60 0,02 1,56 320,67

Tab. ¢. 71: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) ptipravenych pracovnim postupem II

analyt vyska piku
1 2 3 4] SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,39 1,42 1,45 1,42 0,02 1,72 284,00
hydrochinon 1,64 1,62 1,65 1,64 0,01 0,76 327,33
pyrokatechin 1,19 1,22 1,21 1,21 0,01 1,03 241,33
resorcinol 1,63 1,58 1,62 1,61 0,02 1,34 322,00
floroglucinol 1,59 1,59 1,60 1,59 0,00 0,30 318,67

Tab. ¢. 72: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem III

analyt vyska piku
1 2 3 @ SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,43 1,39 1,42 1,41 0,02 1,20 282,67
hydrochinon 1,63 1,62 1,57 1,61 0,03 1,63 321,33
pyrokatechin 1,21 1,21 1,26 1,23 0,02 1,92 245,33
resorcinol 1,63 1,62 1,63 1,63 0,00 0,29 325,33
floroglucinol 1,60 1,58 1,62 1,60 0,02 1,02 320,00
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Tab. ¢. 73: Vliv Quantum Dots ¢astic (636 nm) pfipravenych pracovnim postupem IV

vyska piku
analyt - -
1 2 3 1) SD RSD [%] | intenzita CL [nA]
kyselina gallova 1,48 1,51 1,45 1,48 0,02 1,66 296,00
hydrochinon 1,50 1,47 1,45 1,47 0,02 1,39 294,67
pyrokatechin 1,16 1,20 1,19 1,18 0,02 1,44 236,67
resorcinol 1,59 1,55 1,55 1,56 0,02 1,21 312,67
floroglucinol 1,55 1,55 1,53 1,54 0,01 0,61 308,67
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Obr. ¢. 51: Ukdzka zdznamu meéreni s kyselinou gallovou a QD casticemi s emisnim
maximem 636 nm pripravenych postupem III (2,5 mM roztok kyseliny gallove, 0,25M
roztok H,SO4 a 5 mM roztok KMnQy, pracovni napéti 400 V, rozsah stupnice 0,5 uA)
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52: Zavislost intenzity chemiluminiscence oxidacnich produktii pouzitych

analytit na koncentraci QD castic s emisnim maximem 636 nm v systému s 5 mM
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Podle tabulky €. 71 je patrné, Ze nejvyssi hodnota intenzity chemiluminiscence
byla namétena u hydrochinonu, pfi pfidani Quantum Dots ¢astic s emisnim maximem
636 nm, které byly nafedény postupem II. Namétend data v této praci byla v kapitolach
4.2. a 4.3. zpracovana ze dvou pohledl, proto se tabulky a grafy prolinaji, avSak

vyjadiuji rozdilné zavery.

4.4. Porovndni vlivu Quantum Dots c¢dstic s riiznym emisnim
maximem na vybrané analyty

Byl porovnan vliv Quantum Dots ¢astic s emisnimi maximy 520, 575, 603 a 636
nm na chemiluminiscenéni stanoveni kyseliny gallové, hydrochinonu, pyrokatechinu,
resorcinolu a floroglucinolu pomoci vypoctu procentudlniho narustu/poklesu intenzity

chemiluminiscence.

Tab. ¢. 74: Proncentualni narast/pokles intenzity CL pfi méfeni s kyselinou gallovou,
5 MM KMnO4 a QD casticemi pfipravenymi nafedénim postupem I-IV oproti méteni
S manganistanem bez ptidavku QD castic

emisni maximum QD castic [nm]
fedéni 520 575 603 636
narast/ | 7,60 3,23 -6,45 -1,61
pokles 1 10,84 0,93 -4,15 -1,84
intenzity Il 26,73 0,23 -2,53 -2,30
CL[%] \Y; 17,05 17,59 -2,54 2,31

Tab. ¢. 75: Proncentualni nartst/pokles intenzity CL pfi méfeni s hydrochinonem, 5 mM
KMnO, a QD casticemi pfipravenymi nafedénim postupem I-IV oproti méfeni

S manganistanem bez piidavku QD castic

emisni maximum QD castic [nm]
fedéni 520 575 603 636
narast/ | 4,62 1,26 1,89 1,05
pokles I 8,19 1,89 -12,61 3,15
intenzity Il 22,9 1,89 3,15 1,26
CL[%] \Y; 2,31 -17,22 -6,51 -7,14
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Tab. ¢. 76: Proncentualni narust/pokles intenzity CL pii méfeni s pyrokatechinem, 5
mM KMnO4 a QD c¢asticemi piipravenymi nafedénim postupem I-IV oproti méfeni
S manganistanem bez ptidavku QD castic

emisni maximum QD castic [nm]
fedéni 520 575 603 636
nardst/ [ 1,09 2,18 -0,27 -1,36
pokles I 0,55 2,18 0,55 -1,09
intenzity 1l -0,82 3,28 4,37 0,55
CL[%] \Y; -4,64 -0,56 -2,18 -3,00

Tab. ¢. 77: Proncentualni nariast/pokles intenzity CL pfi méfeni s resorcinolem, 5 mM
KMnO,; a QD casticemi pfipravenymi nafedénim postupem I-IV oproti méteni
S manganistanem bez ptidavku QD ¢astic

emisni maximum QD castic [nm]
fedéni 520 575 603 636
nardst/ | 4,73 3,44 5,81 1,94
pokles | 14,84 4,30 7,10 3,87
intenzity Il 14,19 8,60 3,01 4,95
CL[%] \Y 12,04 -3,87 0,00 0,86

Tab. ¢. 78: Proncentualni nartst/pokles intenzity CL pfi méteni s floroglucinolem, 5
mM KMnO4 a QD c¢asticemi pfipravenymi nafedénim postupem I-IV oproti méfeni
S manganistanem bez ptidavku QD castic

emisni maximum QD ¢astic [nm]
fedéni 520 575 603 636
nardst/ | 9,77 0,83 -1,87 0,00
pokles ] 12,68 3,32 -2,81 -0,62
intenzity Il 14,97 3,32 0,21 -0,21
CL[%] v 10,18 -2,29 -1,46 -3,74

Byl shledan rtizny vliv Quantum Dots €astic na stanoveni vybranych analytl
Vv zavislosti na jejich emisnich maximech. Podle vysledki z tabulek ¢. 74-78 byl
nejvyssi a nejcastéjSi nartst intenzity chemiluminiscence zaznamenan u QD ¢éstic
s emisnim maximem 520 nm, zvySeni hodnoty nartstu intenzity chemiluminiscence se
pohybovalo do 26,73%. U QD c¢astic s emisnim maximem 575 nm se procentualni
nartst intenzity CL pohyboval do 17,59%, u QD c¢astic s emisnim maximem 603 nm se

nariist CL pohyboval do 7,10%. Pro QD c¢astice s emisnim maximem 636 nm byly

Cv v
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5 SOUHRN

Tato prace vznikla na podkladé nékolika zahrani¢nich publikaci, které byly
vyhledany pomoci védecké databdze ScienceDirect. Védecké clanky se zabyvaly
vyuzitim chemiluminiscen¢nich metod ve farmaceutické analyze pfi stanoveni riznych
1éCiv nebo v molekularni biologii pro stanoveni cilové DNA. Pro studium chovéni
Quantum Dots (QD) ¢astic v chemiluminiscenénim systému s manganistanem
draselnym v kyselém prostfedi byla vyuzita analytickd metoda sekvencni injekcni
analyza (SIA). Nejprve byly optimalizovany podminky pro meéfeni intenzity
chemiluminiscence oxida¢nich produkti vybranych analytd (kyseliny gallové,
hydrochinonu, pyrokatechinu, resorcinolu, floroglucinolu). Struktura méficiho cyklu a
vychozi hodnoty parametri jako rychlost pohybu pistové pumpy a objemy aspirovaného
roztoku oxida¢niho ¢inidla a analyti byly ptevzaty z odborné literatury. V dal$im kroku
byly prométeny vybrané analyty v chemiluminiscenénim systému s manganistanem bez
pfidani QD castic. Poté byly do CL systému pifiddvany Quantum Dots cCastice 0
emisnich maximech 520, 575, 603 a 636 nm v podobé vodnych roztokd o riznych
koncentracich a bylo sledovéano, zda zvySuji nebo snizuji intenzitu chemiluminiscence
produktli oxidovanych latek. Pro grafické znazornéni analytického signalu byl vyuzit
software FaFSIA. Dale byl hodnocen také vliv QD castic na opakovatelnost méfeni
pomoci vypoctu a porovnani relativnich smérodatnych odchylek. Z namétenych dat
byly vytvofeny tabulky a grafy, pomoci kterych bylo mozno ziskat pfedstavu o
pusobeni QD c¢astic na chemuliminiscencni systém s manganistanem. Nejvyssi narust
chemiluminiscen¢niho signalu byl zaznamenan u QD ¢astic s emisnim maximem 520
nm pripravenych postupem III. Pfi méfeni s Kyselinou gallovou bylo v tomto ptipadé
dosazeno nartstu intenzity CL o0 26,73 %, s hydrochinonem o 22,9 %, s resorcinolem o
14,19 %, s floroglucinolem o 14,97 %, avsak u pyrokatechinu doslo k poklesu intenzity
CL 0 0,82 %. Hodnoty relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi od 0,22
do 6,10 %. Aspirace QD c¢astic v pratokovém systému SIA probihala velmi dobfe,

nanocastice se v prutokovém systému nikde neusazovaly.

-63 -



6 ZAVER

Byla vyuzita automatizovana pratokova technika (SIA) pro rychlé testovani
vlastnosti QD ¢astic, vliv byl testovan na 5 riiznych analytech obsahujicich hydroxylové
skupiny, které vykazuji CL signal po oxidaci manganistanem v kyselém prostiedi. Byl
sledovan vliv QD castic se Ctyfmi riznymi emisnimi vlnovymi délkami pfipravenych ve
¢tyfech raznych fedénich. Vysledky byly ziskdny porovnanim s CL syst¢émem bez QD
Castic a zhodnoceny z hlediska jednotlivych analyti i emisnich vinovych délek
ptipravenych nanocastic. Praktické vyuziti QD castic by mohlo byt efektivni také

v souvislosti s dobrou opakovatelnosti vysledki méteni.
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