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Opticke analytické metody

Fyzikalni metody, ktere ziskavaji potrebné
informace z mereni optickych viastnosti a spekter
zkoumanych latek.

vyuziva interakce analytu se svétlem - optickych
vlastnosti molekul a atomu mérené soustavy

muze jit o zmeénu barvy Ci jeji intenzity, luminiscenci,
fluorescenci, zménu optickeé otacivosti nebo o
zmeénu rozptylu svétla pfi pruchodu vzorkem




Spektrofotometrie x fotometrie

Patri mezi nejpouzivanejsi opticke metody
v biochemil
Stanoveni vlastnosti vzorku, napr. koncentrace

urcité latky, na zaklade pohlcovani svetla urcité
vinové delky se oznacuje jako fotometrie.

Pokud se neméeri jen pri jedné vinove delce, ale
hodnoti se urcCity usek spektra, mluvime o
spektrofotometrii.




Spektrofotometrie-rozdeleni

Podle frekvence elektromagnetickeho
zareni:

UV spektr. — zahrnuje oblast zareni A=190-

400 nm
VIS spektr. — oblast viditeIného zareni
A=400-800 nm

IC spektr. — oblast IC spekter se déli na
blizkou IC A=800-2000 nm, dalekou IC
A=10° nm




Spektrofotometrie-rozdeleni

Podle typu interakce

elektromagnetického zareni:
absorpcni spektrofotometrii
emisni spektrofotometrii
Turbidimetrii, nefelometrii

Luminiscencni metody:
fluorimetrie,fosforescence, chemiluminiscence




Optické metody

jsou zalozeny na vymene energie mezi latkou a zarenim
Svetlo je druhem elektromagnetickeho zareni

Vlastnosti elektromagnetického zareni - ma dualni
charakter

Slozku magnetickou a elektrickou

Vzdalenost mezi dvema vrcholy vin se nazyva vinova délka-
A, udava se v nm
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Popisujici veliciny
elektromagnetického zareni

* rychlost — ¢ (m/s), ve vakuu 3x108 m/s

* vinova délka - A (nm) /’/I\\ﬂ/\\

C
Vv = —
A

* Frekvence svetelnych vin (=pocet vin za
sekundu) - v(Hz,s)




Popisujici veliciny
elektromagnetického zareni

* energie fotonu svételneho zareni €

* Energie fotonu je pfimo umerna jeho kmitoctu,
h je Planckova konstanta (6,625x10-34 J/s)

E= hl/:hE
A

Energie fotonu je neprimo umerna vinove délce
tzn. ze svetelné zareni o kratsi vinové delce ma
vysSsi energii, nez svetlo s delsi vinovou delkou




Elektromagnetické zareni

Svetlo v UV a VIS oblasti ma kmitocCet (pocCet
vinzas) 10" -10" Hz

Monochromatické - svétlo, které se sklada
pouze z jedné vinove délky

Polychromatické — sklada se z mnoha vinovych
delek (slunecni svetlo, svetlo wolframoveé
zarovky)




Barevnost latek

Pokud absorbovaneé zareni ma A lezici v
oblasti viditelne Casti spektra, latka se jevi
lidskému oku jako barevna

Ma vzdy barvu doplnkovou k barve
absorbovaného svétla




Barevnost latek

Absorbovana vinova delka (nm) ‘Bawa absorbovaneho svétla Barva latky
400-435 #lutozelen
435-480 moda s
430490 zelenomodra

490-500 modrozelena

500-560 zelena pUrpUrova
5b0-550 Zlutozelena fialova
5a0-595 Zluta modra
595-605

605-670




Barevnost latek
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Zakladni veliCiny a vztahy pouzivaneé ve
spektrofotometrii

I
Propustnost (transmitance): I= I,
Mnozstvi svétla urcité vinové délky, které proslo
vzorkem
Kde |, je intenzita svetla vstupujiciho do vzorku a |

je intenzita svetla ze vzorku vystupujiciho




Zakladni veliCiny a vztahy pouzivaneé ve
spektrofotometrii

Absorbance:
1

A=log—~
g[

=—logT
Bezrozmérna velicina, definovana na zakladé
Transmitance, udava jake mnozstvi svetla bylo
pohlceno vzorkem.




Zakladni veliCiny a vztahy pouzivaneé ve
spektrofotometrii

Zakon Lambertuv-Beeruv:

|=1,. 107!

Intenzita svetelneho zareni prochazejici
absorbujicim prostredim klesa exponencialne v
zavislosti na delce absorbujici vrstvy a
koncentraci absorbujici latky

(Johan Heinrich Lambert, 1728-1777)




Zakon Lambertuv-Beeruv

A, =€&,lc

» absorbance pri dane vinove delce primo
umerna tloustce absorbujici vrstvy [/

» koncentraci absorbujicich Castic ve vrstve ¢

» Konstanta umernosti pro danou latku a danou
vinovou délku absorbovaneho zareni je molarni
absorpcni koeficient g,




Zakladni veliCiny a vztahy pouzivaneé ve
spektrofotometrii

molarni absorpcni koeficient g,: fyzikalni
konstanta, ktera udava jak dana latka pri urcite
koncentraci absorbuje monochromaticke zareni
urcité vinove délky

Takto Ize zjistit koncentraci latek barevnych,
nebo latek absorbujicich svetlo v UV oblasti

Pokud latka v techto oblastech neabsorbuje, je
treba ji prevést na latku, ktera absorbuje vice

Vztah mezi signalem ( absorpci) a koncentraci
se urcuje kalibraci




Kalibracni zavislost

Praktické vyuziti Lambertova-Beerova zakona
Provedeni:

zmerime obvykle 5 standardnich roztoku o
znameé vrustajici koncentraci pri urcité vinové
deélce

vsechny roztoky se meri za stejnych
experimentalnich podminek
(spektrometr,kyveta,pipety,doba inkubace..)

blank = slepy pokus, obsahuje vse krome
stanovovane latky




Kalibracni zavislost

Sestrojeni kalibracni krivky

namerené hodnoty
absorbance standardu na ose

y
hodnoty koncentrace na ose x

Pokud je zavislost linearni, je
mozné zmerit absorbanci a
vypocitat koncentraci
neznameho vzorku :
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Obr.4 Kalibraéni kiivka (x = neznamy vzorek, A = absorbance, ¢ = koncentrace)




Kalibracni zavislost

Vzhledem k tomu, ze pomer
c./Aje pro merenou serii
konstantni pouzivame ho pro
zmerenou sérii jako kalibracni
faktor, kterym vynasobime
namerene hodnoty absorbance
vzorku o nezname koncentraci

_OD-dolni mez detekce
_OL- horni mez detekce
_OQ-mez stanovitelnosti

Signal
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Limitace Lambertova-Beerova zakona

Odchylka €,pri vysokych koncentracich (>0,01
mol/l) vlivem elektrostatickych interakci
Castedny rozptyl svétla na &asticich pFitomnych
ve vzorku

Fluorescence nebo fosforescence vzorku
Nedokonale monochromatickeé zareni

Nekoherentni svételné zareni
Nejpresnejsi vysledky jsou ziskavany v rozsahu
absorbanci 0,2-0,7 . Od hodnot absorbance >
vyrazné narusta chyba meéreni




Spektrofotometrie-rozdeleni

Podle typu interakce

elektromagnetického zareni:
absorpcni spektrofotometrii
emisni spektrofotometrii
Turbidimetrii, nefelometrii

Luminiscencni metody:
fluorimetrie,fosforescence, chemiluminiscence




Absorpcni spektrofotometrie

zabyva kvantitativnim hodnocenim zmeny intenzity
zareni (obvykle urcité vinové délky) po pruchodu
analytickym prostfedim. PFi pruchodu
ektromagnetického zareni z oblasti UV nebo VIS
casti spektra merenym roztokem dochazi k
absorpci zareni.

Pristroje, které se pouzivaji k mereni intenzity zareni
v ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) oblasti
spektra se nazyvaji fotometry nebo
spektrofotometry.




Emisni spektrofotometrie

Pri téeto technice se meri emise zareni.
K emisi zareni charakteristicke vinove
delky dochazi pri navratu elektronu z
excitovaného stavu (vyvolaneho
plamenem) do zakladniho stavu.

Pristroje, ktere se pouzivaji k mereni
intenzity emisniho zareni, se nazyvaji
emisni spektrofotometry




Absorpce vs. emise zareni

Emise zareni: Dodanim
energie (napf. kineticke,
tepelné) jsou Castice latka
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Turbidimetrie

Opticka metoda zalozena na mereni prochazejiciho
svetla zeslabeného rozptylem na casticich

V klinické biochemii je cela rada metod zalozenych
na mereni stupne zakalu - turbidity - a
nejvyznamnegjsi z nich je soubor imunochemickych
metod, ktere vyuzivaji precipitacni reakce mezi
antigenem a protilatkou

zareni po pruchodu nehomogennim prostredim, tj.
koloidnim roztokem nebo roztokem zakalenym
jemnou srazeninou se meri absorpcnimi fotometry
a spektrofotometry

I
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Nefelometrie

zabyva se merenim intenzity difuzne rozptyleného
svetla na dispergovanych cCasticich Rozptylené
svetlo vychazi z roztoku vsemi smery a meri se pod
uhlem, ktery je odlisny od smeru dopadajiciho
zareni.

Pro tyto ucely slouzi bud nefelometricky nastavec k

fotometru, u nichz se difuzne rozptylene svetlo

sleduje pod uhlem 90°, nebo jsou vyvinuty specialni
pristroje - nefelometry




Luminiscecni metody: fluorimetrie

Pri fluorimetrickych stanovenich se
vyuziva jevu, kdy v nekterych latkach po
ozareni dostatecne energetickym zdrojem
svetla (excitacni zareni) vznika
fotoluminiscence.

Pristroje, které se pouzivaji k mereni
intenzity emisniho zareni se nazyvaji
fluorimetry




Luminiscecni metody -
chemiluminiscence

® LiSi se od ostatnich luminiscenénich jevu tim, Zze excitace
fotonu je vyvolana chemickou reakci. Pritom se vSak
uvolnéna energie nesmi uvolnit jako teplo. Nekteré latky
dokazi Cast energie vyzarit ve forme fotonu prfimo, coz se
projevi kratkym svetelnym zableskem, v ostatnich
pripadech je nutné pridat do soustavy dalsi latku, na
kterou se energie prenese a ktera pak (zpravidla radu
sekund az minut) emituje svétlo.

® Muze jit o synteticke luminofory nebo o prirodni enzym
luciferazu svetlusek — pak se mluvi o bioluminiscenci.

Luminimetricke metody byvaji pomeérne citlive.

Luminimetry jsou principialné podobné emisni
spektrofotometrii




Spektrofotometry

Pristroje, které se pouzivaji k méreni intenzity
zareni v ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS)
oblasti spektra

Slouzi pro mereni absorpce svétla vzorkem

Absorbance je mérfena pfi ruznych vinovych
délkach

Spektn:-FnI:-:-E




Usporadani spektrofotometru

-Zdroj sveéetla

*Opticky systém: sterbiny, zrcadla, CoCky

‘Monochromator nebo filtr: k vyberu urcité
vinové delky

Absorpcni prostredi: kyveta s mérenym
vzorkem

‘DetekcCni systém: zarizeni k mereni
svetelného zareni, které proslo vzorkem

T m 7 ==

Zdroj stérbina vybeéer vinove delky wvzorek detektor




Zdroje zareni a jejich pouziti

Wolframova zarovka — mereni absorpce ve
viditelneém spektru

Deuteriova lSvodikové\) vybojka - mereni
absorpce v UV spektru

Xenononova vybojka- mereni absorpce v
oblasti VIS UV spektru

Rtut'ova vybojka — méereni v oblasti spektra
200-400 nm




Wolframova zarovka — VIS oblast spektra

Sklenéna barnika naplnéna inertnim plynem
obsahujici pary jodu

Uvnitr je wolframove viakno, které je zahfrivano
stejnosmernym proudem

Tungsten Lamp Emission Spectrum
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Deuteriova vybojka — UV oblast spektra

Nizkotlaké, produkuji svetlo o vinove délce
160-360 Nnm
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Xenonova vybojka — blizka UV oblast
nebo IC oblast spektra

Vysokotlaka (pevnejsi plast), vyboj vznika mezi
dvema wolframovymi vlakny, potrebuje
iIntenzivni chlazeni

Xenon Arc Lamp (XBO0), relativné hladké spektrum
220nm — 1000nm
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Rtutova vybojka — blizka UV a VIS oblast

Nizkotlaka, poskytuje
presne definované carove
spektrum (200-400 nm)

Pro klinickou biochemii je
vyznamna spektralni cara
o vinove 334 nm — pro
mereni redukovane formy
NADP (absorpcCni

maximum 340 nm)

Obr, 2. Konstrukce vysokotiaké riutové vybojky
1 - nosny ramecek, 2 - hlavni elektrody,
3 - pomocnd elektroda, 4 - molybdenovd folie,
5 = rezistor, 6 - rtuf, 7 - vnéisi barika, 8 - vrstva
luminoforu, 9 - patice




Spektrofotometr - fotometricke filtry

Slouzi k vymezeni urcitého ( co nejuzsiho) pasu
monochromatického svetla ze spojiteho zareni.

Charakteristikou filtru je tzv. spektralni polosirka
filtru (h, nm) - odpovida intervalu vinovych deélek zareni v
poloviné maximalni propustnosti filtru (je odvozena z krivky
propustnosti). Cim je rozsah polo$itky filtru uz3i, tim je filtr
lepsi.

Fotometricke filtry délime na dvé zakladni skupiny:
barevné absorpcni a interferencni




Spektrofotometr - fotometricke filtry

Spektralni polosifka Kfivka propustnost
filtru (h, nm) - odpovida
intervalu vinovych délek zaren
v polovine maximalni ﬂ ~ Sifka polopasma
propustnosti filtru —
transmitance,je odvozena z
krivky propustnosti).

Cim je rozsah polositky filtru
uzsi, tim je filtr lepsi.

Sifka pasma

transmitance

dolni horni vinova délk
mez mez




Fotometricke filtry

Barevne absorpcni filtry - maji nizsi spektralni
Cistotu filtrovaneho zareni, jejich polosirka je 30-80
nm

Pevné - skla vyrobena z oxidy kovu, nebo
pokryta vrstvou zelatiny s organickym barvivem

Kapalné — obvykle kyvety s roztoky
anorganickych soli




Fotometricke filtry-interferencni filtry

Interferencni filtry vyuzivaji mnohonasobnou
interferenci zareni mezi hraniCnimi plochami
pasma a vysSi pik transmitance (lepsi propustnost)
nez barevné absorpcni filtry. Nejvice rozsireny je
kovovy Fabry-Perotuv filtr.

a, ¢ — polopropustné vrstvicky
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b — vrstva dielektrika o tloustce A/2
_—

d, e — kryci vrstvy




Fotometricke filtry-interferencni filtry

Na zakladni desce je mezi dvema stribrnymi
polopropustnymi vrstvickami vrstva pruhledného
dielektrika o tloustce A/2, pricemz A odpovida
pozadovane vinove delce.

Mnohonasobnymi odrazy od zrcadlovych ploch
filtru a po vicenasobné interferenci dopadajicich
paprsku ruzné vinové deélky, vznikaji velmi uzka

da b c e
,:*C‘f‘c.i

maxima s polosirkou 8 — 10 nm. 2
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Spektrofotometr - monochromatory

Opticka zarizeni pomoci kterych se ze spektra
polychromatickeho svetla mechanicky vymezi
pouze jeho urcCita cast.

Slouzi pro kontinualni vybeér riznych vinovych
déelek

Detector

Exit shit

Dispersion dewvice

Entrance shit




Detector

Monochromator

Exit slit

Dispersion dewvice

Entrance slit

o A

Source

Monochromator se sklada:
vstupni sterbiny
pomocne optiky (zrcadla, CoCky)
disperzniho prvku - mrizka,hranol
vystupni sterbiny




Monochromator- vstupni a vystupni
stéerbina

Vstupni — vymezuje malou Cast svetelného toku
ze zdroje zareni

Vystupni sterbina — slouzi k vyberu zareni urcite
vinove déelky, Cim je uzsi tim uzsi je Sirka pasma
(bandpass) a vetSi monochromaticnost zareni.
Poloha sterbin je nemenitelna, pozadovana vinova

delka se nastavuje primym otacenim disperzniho
prvku.




Monochromator - pomocna optika

Zrcadla - jsou to plochy odrazejici zareni, jsou
potazena obvykle vrstvou hliniku

Rovinna — nejvice pouzivana

Duta, kulova , parabolicka

Coéky — opticky zaostfovaci systém

Opticka vlakna — sklenéna, kfemenna

usmernuji transport svetla ve stisnenych prostorach
(vertikalni fotometry k méreni mikrotitraCnich
desticek), maji vetsi svetelné ztraty nez zrcadla

Clony — pouzivaji se k omezeni prurezu svazku paprsku, k
odstineni okrajove oblasti CoCek a zrcadel




Disperzni prvek - opticky hranol

rozklada polychromatické svéetlo na principu
lomu svetla

svetelné paprsky o kratsi vinove délce (modré
svetlo) se lamou vice nez paprsky s delsi
vinovou déelkou

Skleneny hranol - pro rozklad svétla ve VIS
oblasti spektra (400-800 nm)

Kremenny hranol — pro UV oblast (do 200 nm)

[




Disperzni prvek — difrakcni reflexni

mrizka

pracuje na principu odrazu svetla

Je tvorena soustavou jemnych rovnobeznych

vrypu na sklenéné desticce (nejkvalitnéjsi az 1700 /1
mm)

Na vybrousenych ploskach dochazi mrizky dochazi k
slozitym optickym procesum-odraz, interference svétla,

které vedou k tomu, ze z mrizky vychazi jednotlive

vinové delky pod rozdilnym uhlem, ktery zavisi na vinove
délce zareni

Rozklad zareni je linearni u vsech vinovych délek
Ma lepsi rozliSovaci schopnost nez hranol




Presnym pohybem
disperzniho prvku
monochromatoru je vzniklé
svetelné spektrum
nasmerovano na vystupni
sterbinu tak, aby jim
proslo zareni pozadovane
vinove délky

vinové délky
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Spektrofotometr - Absorpcni prostredi

Kyveta s merenym vzorkem
Rozdeleni:

dle velikosti: Makro- (1-2 ml), semimikro-
(<0,5 ml), mikro-(<100 pl)

dle typu: nalévaci, prutokove

dle materialu: sklenene, plastové (akrylatove,
polystyrenove), kremenne (UV oblast)

automatickych bioch. analyzatorech:
Kyvety na jedno pouziti
trvalé — po zmeéreni se promyji myci stanici
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Spektrofotometr - detekcni systéem

Je slozen z detektoru zareni a elektronického
zarizeni pro zpracovani jeho odezvy

Detektory
Zarizeni, které zprostredkovavaji premenu energie zareni
na jinou formu — obvykle fotochemickou, elektrickou

Hradlovy selenovy fotocClanek
Fotodioda

Fotonasobic

Detektor diodového pole




Detektor — hradlovy selenovy fotoclanek

Sklada se z polopropustnée vrstvy stribra
nanesene na vrstve selenu (polovodicC) na
kovovém podklade

Svetelné zareni o vinové délce A dopadajici na
polovodiC pusobi uvolneni elektronu, ktere
prechazeji do vrstvicky stribra

Tim vznika elektricky proud, ktery je
proporcionalni intenzité svételného zareni

Hradlovy selenovy foto¢lanek.




Detektor — fotodioda (fotonka)

Pracuje na principu fotoelektrickeho efektu

Sklada se z fotosenzitivni katody (obsahuje Ag a
razné alkalické kovy a jejich oxidy) a anody umistene
ve vakuu

Fotokatoda uvolnuje pri ozareni svetlem
elektrony, ktere jsou pritahovany anodou Cimz
vznika el. proud, ktery je proporcionalni intenzite
svetelneho zareni




Detektor - fotonasobic

Elektrony z fotokatody jsou postupnée
pritahovany k sérii dynod, na ktere je
vlozeno postupnée se zvysujici napeti
*Kdyz elektron narazi na dynodu uvolni
z ni mnohem vice elektronu, které jsou
pritahovany k dalSi dynode

*Obsahuje az 10 dynod, z nichz kazda
nasledujici ma az o 50 V vyssi napeti
*Toto vnitrni zesileni signalu umoznuje
prevest i velmi slabé svetelne zareni na
meritelné hodnoty elektrickeho proudu

10°¢”

Fotonasobi¢.




Detektor - fotonasobic

Fokusacni elektroda

Bocni okno
24 mm?=

foton

Fmtmkatmdaf

———
L

fotoelektron

—~

o
2

Vakuum
104 Pa

Nasobice

elektronu
(dynody)

Anode




Detektor s diodovym polem

Je tvoren velkych mnozstvim miniaturnich
fotodiod na male plose destiCky na ktere dopada
svételné zareni po pruchodu absorpénim
prostredim a nasledne rozlozene
monochromatorem na jednotlivé vinove délky

-}::i— " Vzorek » M

_—
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Detektor s diodovym polem

* Rozdil oproti klasickemu spektrofotometru —
monochromator je umisten az za kyvetou se
vzorkem

* Pouziti : v HPLC (UV/VIS detektor), automaticke
biochemické analyzatory

« Usnadnuje tzv. bichromatickeé mereni absorbance

Detector
Diode Array

Dispersion device

Entrance slit

Dispersion device

Entrance slit




Bichromatické mereni absorbance

*mereni vzorku pri dvou vinovych délkach soucastne
*pouziti vinové délky (A,) mimo absorpcni maximum (A,)
*Pouziva se za situace, kdy se v reakcni smesi vyskytuje
latka, ktera rovnez absorbuje zareni pouzité vinove délky
(interferujici latka)

Omezi se falesné zvyseny vysledek méreni
A N

l AA=Ay - Ap

Absorbance

Vlnova délka




Konstrukce spektrofotomeru

Jednopaprskoveé

Umoznuji mérit absorbanci pouze v jednom
absorpcnim prostredi (tj. v kyveté s meérenym vzorkem
nebo v kyveté s blankem)

Zdroj svetla
Vstupni stérbina
Monochromator
Vystupni sterbina
Kyveta

detektor

zdroj svétla

sterbina

opticka
mrizka

]
S

kyveta

detektor

—<) )




Konstrukce spektrofotomeru

Dvoupaprskovy
Dveé zakladni konstrukcéni reseni:

Paprsek urcite vinové delky z monochromatoru
je rozdelen na dve casti, jedna polovina prochazi
Kyvetou se vzorkem, druha s kyvetou s blankem —
vyzaduje 2 detektory

Paprsek vychazejici z monochromatoru je
rotujicim zrcadlem stridave usmernovan na kyvetu
se vzorkem a smerovan na jeden spolecny
fotonasobic
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Kontrola kvality spektrofotometru

Presnost nastavené vinoveé délky
Overuje, ze vinova délka nastavena na pristroji
odpovida skutecné vinove delce prochazeji
merenym vzorkem.
Pouziti rtutoveé vybojky (ostré caroveé spektrum)
Pouziti absorpcCnich filtru (z kyslicniku holmia) s
presne definovanym absorpcnim pruhem — filtr je
pristrojem naskenovan a zjisteny absorpcni pik je
srovnan se znamym pikem. Povolena tolerance je
+ 1-2 nm.




Kontrola kvality spektrofotometru

Presnost spektrofotometru - schopnost zmeérit
absorbanci presne.

K ovéreni se pouzivaji specialni absorpcni filtry
nebo roztoky o zname koncentraci

Absorbance se promeruji v celem rozsahu
spektra 302, 395, 512, 378 nm)




Kontrola kvality spektrofotometru

Linearita spektrofotometru — schopnost vykazovat
linearni odezvu

mereni postupne redeneho roztoku o zname
koncentraci

Vysledkem je pfimkovy graf zavislosti A (osa y)
na c (osa X)

Mereni se provadi prfi A - 257,41, a 630 nm




Kontrola kvality spektrofotometru

Rozptylené svétlo

Svétlo, které muze dopadnout na detektor aniz
by proslo mérenym vzorkem (pr. nedokonalée
odstineni optickeho systému spektrofotometru)

Overuje se vlozenim neprusvitného bloku do
nosice kyvety a sledovanim odezvy detektoru

Drift signalu
Schopnost detektoru udrzovat konstantni hodnotu
Sledovani nuloveé linie




Dekuji za pozornost




