Opticke metody

Denzitometrie
Reflexni fotometrie



Denzitometrie

Opticka metoda, ktera se zabyva merenim
absorbance — vyhodnoceni hustoty
zbarveni v plosném usporadani

® prima denzitometrie — v prochazejicim
svetle (pruhlednou podlozkou)




Denzitometr

Pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni
hustoty zbarveni v plosném usporadani.

Jedna se o postup, ktery je podobny

fotometrickému stanoveni (lisi se v
usporadani), zaznamenava menici se
hodnotu absorbance v zavislosti na
iIntenzite zbarveni.



Denzitometr

Hlavni komponenty pristroje:

® /Zdroj svetelneho zareni: halogenova
zarovka

® Monochromator: interferencni filtry

® Detektor: fotonasobiC



Prima denzitometrie

Princip:
mereni intenzity zareni prochazejiciho
pruhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam
fotometrovaneho useku.
Jednotlive frakce delene smesi tvori na zaznamu
v idealnim pripade soumerné krivky zvonovitého
tvaru.

Plocha téchto piku pripadajici jednotlivym
frakcim, je umerna relativnimu zastoupeni

Jednotllvych frakci v delené smesi.
Pouziti: prfi hodnoceni elektroforeogramu



Denzitometr

Elektroforeogram se automaticky posunuje nad
sterbinou, kterou prochazi svetlo zvolené vinove
delky (400-700 nm)

V miste frakci dochazi k Castecné absorpci
zareni — to se projevi pri dopadu na detektor

Po zpracovani signalu integratorem ziskame
ciselné vysledky jednotlivych frakci

Na jedné podlozce je soucastne vyhodnocovano
az 30 elektroforetickych drah



Elektroforeogram — elektroforéza v ploSném usporadani na
agaroze
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Vyznam denzitometrie

® Kvantitativni vyhodnoceni jednotlivych
frakci ziskanych elektroforetickym
delenim bilkovin v biologickém materialu

® \/edle grafickeho vystupu (krivka
elektroforeogramu) , vypocitava software
denzitogranu procentualni zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci



Reflexni fotometrie



Reflexni fotometrie

Princip
® mereni intenzity zareni odrazeného od
nepruhledné (homogenné zbarvené) podlozky.

Hodnoti se pomeér intenzity dopadajiciho svétla a
svetla odrazeneho od barevné plochy

® Pouziti: sucha chemie, mocCova analyza,
denzitometricke hodnoceni tenkovrstevnych
chromatografu



Reflexni fotometr

Pristroj slouzi ke kvantitativnimu
vyhodnoceni reakci probihajicich na
pevne fazi.

Pevna faze slouzi jako nosic obsahujici
cinidla aktivovana vodou obsazenou v

nanesenem vysetrovanem biologicke
materialu (krev, moc).

Meri se intenzita zareni odrazeneho od
homogenne zbarvené podlozky.(matrice)



Reflexni fotometr - pevna faze (matrice)

Cinidla jsou v reagenéni zéné prouzku
Impregnovana vilakna prouzku (fy Roche,
Reflekton)

Cinidla jsou nanesena v reagen&ni zéné
prouzku jako vicevrstevny film (fy Kodak)



Reflexni fotometr

Odraz svetla od reagencni zony:
® zrcadlovy — na reflexni plose zrcadla

® difuzni - je vysledkem interakce
dopadajiciho svetla s molekulami reakcni
zOony zahrnuje | absorpci a rozptyl



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Zdroj zareni:
halogenova lampa
xenonova vybojka
svetloemitujici dioda



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Ulbrichtova koule (jako zdroj difuzniho

svetla):
duta koule jejiz vnitrni povrch je potazen vysoce
reflexnim materialem (siran barnaty).

Svetlo ze zdroje se po vstupu do koule
mnohonasobne odrazi od sten a jako dokonale
difuzni dopada na reagencni plosku



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Detektor zareni:
uvnitr koule jsou umisteny dva detektory.

Jeden méri svétlo difuzné odrazené od
reagencni plosky a druhy je referencni



reflectance spectrophotometer

monoch romating device

4 N

sphere
TYYYIYYY diffuse illumination light source
amray of photo-
detectors e
[



Reflexni fotometr pro chemické vysetreni moce
pomoci diagnostickych prouzku
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