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VELICINY POPISUJICI
ELEKTROMAGNETICKE ZARENI

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

AN N

* vinova délka - A (nm) —

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

Rovnice ¢. 1



VELICINY POPISUJICI
ELEKTROMAGNETICKE ZARENI

* energie fotonu svetelného zareni €

* Energie fotonu je pfimo umeérna jeho kmitocCtu, h je
Planckova konstanta (6,625x10-3* J/s)

Rovnice C. 2

* Svetlo v UV a VIS oblasti ma kmitoCet (pocCet vin za's) 10 -
10% Hz

* VInocCet- pocCet vin pripadajici na delkovou jednotku (obvykle
1 cm)



ELEKTROMAGNETICKE SPEKTRUM

prochazi
atmosférou  [_ANO | NE [ avo T

Zemé?
délka o ' D
(m) 105 05x10°6 10°8 10710 10-12

slon mravenec prvok bakterie virus atom jadro

frekvence
H
thz) 104 108 1012 1015 1016 1018 1020

teplota télesa,
které viny )
vyzaiuje | | | |
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DRUHY SVETLA

» polychromatické — sklada se z mnoha vinovych délek
(slunecni svétlo, svetlo wolframové zarovky)

» monochromatické - svétlo, které se sklada pouze z jedné
vinove delky (Iépe velmi blizke vinove delky); Ize je ziskat
z polychromatického svétla pomoci ruznych monochromatoru
(napf. filtrd, hranolt nebo mfizek).

bile svetlo Zarovky i slunce obsahuje vsSechny barvy
(vinove delky)

swvetlo laseru je monochromaticke
(Jjednobarevne) a koherentni (ma stejnou fa=i)




DRUHY SVETLA

» polarizované svétlo — je zareni, jehoz kmity jsou pouze
v jedné roviné kolmé na smeér Sireni zareni. Lze je ziskat
riznymi zpusoby (lomem, odrazem, dvojlomem).

NejCastéji pouzivame tzv. Nikoluv hranol, ktery je
z islandskeho vapence.
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BAREVNOST LATEK

pokud absorbované zareni ma A lezici v oblasti viditelne
casti spektra, latka se jevi lidskému oku jako barevna

barvu latky urCuji vinove délky odrazeneho zareni jsou to
vzdy barvy (vinové délky) doplnkové k barvée
absorbovaného svétla

bila barva — odrazi zareni vSech vinovych délek

cerna barva — absorbuje vSechny vinové

delky Yellow |
Doplnkové ( komplementarni ) barvy — ) ey
dvojice barev, které se vzajemne doplnuji
(tj. jejich spojenim vznikne bila barva)

primary primary

complementary




BAREVNOST LATEK

Ahﬁnrhwané vinova délka (nm) Bar'ura absorbovaného svétla Bar'ura latky
40043 Y -'.tocons
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IumlnlscenC| fluorescenm zménu optické
otacCivosti nebo 0 zménu rozptylu svétla
pfi prichodu vzorkem
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OPTICKE METODY

* jsou zalozeny na vymene energie mezi latkou a zarenim

A.) Spektralni: vyména energie mezi latkou a zarenim
 absorpéni — sleduji absorbci zareni vzorkem (UV, VIS, IC)
* emisnhi — méreni zareni emitovaného vzorkem

* luminiscenéni metody: fluorimetrie,fosforescence,
chemiluminiscence

B.) Nespektralni: zména vilastnosti zareni
* turbidimetrie, nefelometrie — rozptyl zareni
* refraktometrie — otaCeni roviny polarizovaného svétla



ZAKLADNI VELICINY A VZTAHY POUZIVANE VE
SPEKTROFOTOMETRII

Propustnost (transmitance):
Mnozstvi svétla urcité vinové
délky, které proslo vzorkem

Rovnice C. 3

Kde I, je intenzita svétla vstupujiciho do vzorku a |
je intenzita svétla ze vzorku vystupujiciho



ZAKLADNI VELICINY A VZTAHY POUZIVANE

VE SPEKTROFOTOMETRII
{ ] 3 I
Absorbance: A =log -2 =- logT
I
Rovnice €. 4

Bezrozmeérna veliCina, definovana na zakladée
transmitance, udava jaké mnozstvi svéetla
bylo pohlceno vzorkem.




ABSORBANCE X TRANSMITANCE

absorbance (A) —
bezrozmérna
veliina

Transmitance nabyva
hodnot od 0 do 1 (%).

Absorbance vs. Concentration

Transmittance vs. Concentration

Udavaji o kolik se sniZila intenzita plivodniho zareni po prichodu zkoumanou

latkou




ZAKLADNI VELICINY A VZTAHY POUZIVANE
VE SPEKTROFOTOMETRII

Zakon Lambert-Beeruv:
|=1,.10¢'c

Intenzita sveételneho zareni prochazejici absorbujicim
prostredim klesa exponencialné v zavislosti na delce
absorbujici vrstvy a koncentraci absorbujici latky

Zakon byl nezavisle empiricky odvozen fyziky
a

(1729), (1760)

Lambert(iv-Beerlv zakaon plati pouze pro absorpci
monochromatického zareni.



https://cs.wikipedia.org/wiki/Pierre_Bouguer
https://cs.wikipedia.org/wiki/1729
https://cs.wikipedia.org/wiki/Johann_Heinrich_Lambert
https://cs.wikipedia.org/wiki/1760
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=August_Beer&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/1852

LAMBERT-BEERUV ZAKON

» Absorbance pfi dané A je pfimo Umérna:

A, =¢,lc

O tloustce absorbujici vrstvy [
O koncentraci absorbujicich Castic ve vrstvé ¢
0 molarnimu absorpcnimu koeficientu g,



ZAKLADNI VELICINY A VZTAHY POUZIVANE
VE SPEKTROFOTOMETRII

molarni absorpcni koeficient g,

fyzikalni konstanta, ktera udava jak dana latka pfi urcité
koncentraci absorbuje monochromatické zareni urcité vinove
delky

»takto Ize zjistit koncentraci latek barevnych, nebo latek
absorbujicich svétlo v UV oblasti

»pokud latka v téchto oblastech neabsorbuje, je tfeba ji
prevést na latku, ktera absorbuje vice

»vztah mezi signalem ( absorbanci) a koncentraci uréuje
kalibrace



KALIBRACNI ZAVISLOST

Praktické vyuziti Lambertova-Beerova zakona
Provedeni:

e zméfime obvykle 5 standardnich roztokl o znamé
vrustajici koncentraci pfi urcité vinové délce

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

e blank = slepy pokus, obsahuje vSe kromeé stanovované
latk

SISISISE |
9 ~_ F e
SIS

0g/L 1g/L 1g/L 1g/L 1g/L 1g/L
(Blank) Std1l Std 2 Std 3 Std 4 Std 5




KALIBRACNI ZAVISLOST

Sestrojeni kalibraéni krivky

 namerené hodnoty absorbance
standardll na ose y

* hodnoty koncentrace na ose X

Cancentration (g/L)

Pokud je zavislost linearni, je
mozne zmerit absorbanci a o | absorvance neznémeno

vypocitat koncentraci - g~

neznamého vzorku ~  boncentace

neznameého vzorku
=35l

4

=
Concentration (g/1)




KALIBRACNI ZAVISLOST

Vzhledem k tomu, ze pomer
c./A. je pro mérenou seérii
konstantni pouzivame ho pro
zmerenou sérii jako kalibracni
faktor, kterym vynasobime |
naméfené hodnoty absorbance == STOpE gives sensitivty
vzorkl o nezname koncentraci

Dynamic Range

LOD-dolni mez detekce
LOL- horni mez detekce
LOQ-mez stanovitelnosti




LIMITACE LAMBERT-BEEROVA ZAKONA

» Odchylka g, pfi vysokych koncentracich (>0,01 mol/l)
vlivem elektrostatickych interakci

» Céstecny rozptyl svétla na &asticich pfitomnych ve vzorku
» Fluorescence nebo fosforescence vzorku

» Nedokonale monochromatické zafeni

» Nekoherentni svételné zafeni

Nejpresnegjsi vysledky jsou ziskavany v rozsahu
absorbanci 0,2- 2,0 . Od hodnot absorbance >vyrazné
narlista chyba méreni



OPTICKE METODY-ROZDELENI

A.) Spektralni: vyména energie mezi latkou a zarenim
. — sleduji absorpci zareni vzorkem (UV,VIS, IC)
* emisni — méreni zareni emitovaného vzorkem

* luminiscencni metody: fluorimetrie, fosforescence,
chemiluminiscence

B.) Nespektralni: zména vlastnosti zareni
. — rozptyl zareni
* refraktometrie — otaCeni roviny polarizovaneho svétla



ABSORPCE VS. EMISE ZARENI

* Emise zareni: pfechod z vyssSiho
energetickeho stavu do stavu s
nizSi energii, provazen vyzarenim [l
fotonu, atomova emisni
spektrofotometrie

* Absorpce zareni: atom (resp. E‘P'II,
Molekula) prejde do vyssiho
energetickeho stavu, foton je
pohlcen, atomova absorpcni
spektrofotometrie

Excitovane
stavy

Zakladni stav

~elektromagnetickeé

zareni



SPEKTROFOTOMETRY

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

* Slouzi pro méreni absorpce svétla vzorkem

Absorbance je méfena pfi riznych vinovych délkach




USPORADANI SPEKTROFOTOMETRU

*Zdroj sveétla

*Monochromator nebo filtr: k vybéru urcite
vinove delky

*Opticky systém: stérbiny, zrcadla, CoCky

*AbsorpcCni prostredi: kyveta s merenym
vzorkem

*Detekéni systém: zarizeni k méreni
svetelného zareni, ktere proslo vzorkem

® [0 n o =

zdroj sterbina  vybér vinove delky vzorek detektor




ZDROJE ZARENI A JEJICH POUZITI

* Halogen - wolframova zarovka — méreni absorpce ve
viditelnem spektru

* Deuteriova (vodikova) vybojka - mereni absorpce v UV
spektru

* Xenononova vybojka- méreni absorpce v oblasti VIS UV
spektru

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




HALOGEN - WOLFRAMOVA ZAROVKA = VIS

OBLAST SPEKTRA

* Sklenéna banka naplnéna inertnim plynem obsahujici pary

jodu

* Uvnitr je wolframove vlakno, které je zahrivano

stejnosmernym proudem
* Oblast spektra: 330-900 nm
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Tungsten Lamp Emission Spectrum

400
Wavelength (Nanometers)




DEUTERIOVA VYBOJKA - UV OBLAST
SPEKTRA

* Nizkotlake, produkuji svéetlo o vinove délce 160-375 nm

* Wolframova civka upevnéna na tenkosténnou kiemennou
vybojku, naplnéna deuteriem , elektricky vyboj disociuje
D2 a nasledné dochazi k emisi zareni




XENONOVA VYBOJKA - BLIZKA UV
OBLAST NEBO IC OBLAST SPEKTRA

* \/ysokotlaka (pevnéjsi plast), vyboj vznika mezi dvéma
wolframovymi vlakny, vysoky vykon zareni

* Produkuji svéetlo: 180-2500 nm
* Pouziti ve fluorescencni a luminiscencni spektrofotometrii




SPEKTROFOTOMETR - FOTOMETRICKE
FILTRY

* Slouzi k vymezeni urciteho ( co nejuzsiho) pasu
monochromatickeho svetla ze spojitého zareni.

* Charakteristikou filtru je tzv. spektralni poloSirka

filtru (h, nm) - odpovida intervalu vinovych délek zareni v
poloviné maximalni propustnosti filtru (je odvozena z
KFivky propustnosti). Cim je rozsah polosSirky filtru uzsi, tim
je filtr lepsi.

* Fotometricke filtry delime na dvé zakladni skupiny:

barevné absorpcni a interferencni
<



SPEKTROFOTOMETR - FOTOMETRICKE

el Krivka propustnosti

Sirka pasma

Spektralni polosirka filtru
(h, nm) - odpovida _ Sirka polopasma
intervalu vinovych deélek
zareni v poloviné
maximalni propustnosti
filtru — transmitance je
odvozena z krivky
propustnosti.

transmitance

vinova délka




FOTOMETRICKE FILTRY

Barevné absorpcCni filtry - maji nizsi spektralni
Cistotu filtrovaneého 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 s vybornymi odrazovymi vlastnostmi,

N NIyl NS

propustnost) nez barevné absorpcni filtry. Nejvice rozSireny je
kovovy Fabry-Perotuv filtr.

a, ¢ — polopropustné vrstvicky

b — vrstva dielektrika o tloustce A/2

d, e — kryci vrstvy




FOTOMETRICKE FILTRY-INTERFERENCNI
FILTRY

Na zakladni desce je mezi dvéma stribrnymi
polopropustnymi vrstvickami vrstva prihledného
dielektrika o tloustce A/2, pricemz A odpovida
pozadovane vinové délce.

Mnohonasobnymi odrazy od zrcadlovych ploch
filtru a po vicenasobne interferenci dopadajicich
paprsku rlizné vinové délky, vznikaji velmi Uzka
maxima s poloSirkou 8 — 10 nm.




SPEKTROFOTOMETR - MONOCHROMATORY

Opticka zarizeni pomoci kterych se ze spektra
polychromatického svéetla mechanicky vymezi
pouze jeho urcCita Cast.

Slouzi pro kontinualni vybér riznych vinovych
delek.

Cetector

Sample

o X

Source




MONOCHROMATOR

Detector

Sample

Entrance slit

o X

Monochromator se sklada: e

* vstupni Stérbiny
* pomocné optiky (zrcadla, CoCky)
* disperzniho prvku - mrizka,hranol

* vystupni Sterbiny



MONOCHROMATOR- VSTUPNI A VYSTUPNI
STERBINA

Vstupni - vymezuje malou Cast svetelného toku
ze zdroje zareni
Vystupni stérbina - slouzi k vybéru zareni urcité

vinové délky, Cim je uzsi tim uzsi je Sirka pasma
(bandpass) a vétSi monochromati¢nost zareni.

Poloha stérbin je nemeénitelnd, 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, kiemenna

usmernuji transport svetla ve stisnénych prostorach
(vertikalni fotometry k méreni mikrotitraCnich
destiCek), maji vetsSi svetelne ztraty nez zrcadla

Clony — pouZivaji se k omezeni prufezu svazku paprsku, k
odstineni okrajové oblasti CoCek a zrcadel



DISPERZNI PRVEK - OPTICKY HRANOL

* rozklada polychromatické svétlo na principu lomu svétla

* svetelne paprsky o kratsi vinove delce (modre svétlo) se
lamou vice nez paprsky s delSi vinovou délkou

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

* Kremenny hranol — pro UV oblast (do 200 nm)

Sunlight
(white light)




DISPERZNI PRVEK - DIFRAKCNI REFLEXNI
MRIZKA

* pracuje na principu odrazu sveétla
* Je tvorena soustavou jemnych rovnobéznych
vrypt na sklenéné desti¢ce (nejkvalitnéjsi az 1700 /1 mm)

* Na vybrousenych ploskach mrizky dochazi k slozitym
optickym procestim-odraz, interference svétla, které vedou k
tomu, ze z mrizky vychazi jednotlivé vinové delky pod
rozdllnym uhlem, ktery zavisi na vinové délce zareni

* Rozklad zéareni je linearni u vSech vinovych délek
* Ma lepsi rozliSovaci schopnost nez hranol

r —_—
1000/lines/mm
linear/diffractionlgrating

b

=
/!



DISPERZNI PRVEK - DIFRAKCNI REFLEXNI
MRIZKA

mrizka
hustota vrypu dle pozadovanych vinovych
délek
IC oblast . .. 30—300 vrypd/mm
VISaUV...600-2 400 vrypd/mm
rentgenova . 10 000 — 100 000 vrypu/mm

dopadajici




Presnym pohybem
disperzniho prvku
monochromatoru je vzniklé
svetelné spektrum
nasmerovano na vystupni
Stérbinu tak, aby jim

proslo zareni pozadované
vinové délky
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SPEKTROFOTOMETR - ABSORPCNI
PROSTREDI

Kyveta s mérenym vzorkem

Rozdéleni:

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

* dle typu: nalévaci, prltokové

dle materialu: sklenénég, plastove (akrylatove, polystyrenove),
kfemenné (UV oblast)

automatickych bioch. analyzatorech:
kyvety na jedno pouziti
trvalé — po zméreni se promyji myci stanici
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ABSORPCNI PROSTREDI SPEKTROFOT )




SPEKTROFOTOMETR - DETEKCNI SYSTEM

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 foto¢lanek
Fotodioda

Fotonasobic

Detektor diodového pole



DETEKTOR - HRADLOVY SELENOVY
FOTOCLANEK

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

* Svetelné zareni o vinové délce A dopadajici na polovodic
pusobi uvolnéni elektrond, které prechazeji do vrstvicky stfibra

* Tim vznika elektricky proud, ktery je proporcionalni intenzité
svetelneho zareni

Hradlovy selenovy fotoélanek.



DETEKTOR - FOTODIODA (FOTONKA)

Pracuje na principu fotoelektrickeho efektu:

* Sklada se z fotosenzitivni katody (obsahuje Ag a
rizné alkalické kovy a jejich oxidy) a anody umisténé
ve vakuu (nebo plynu) ve sklenéné bance

* Fotokatoda uvolnuje pri ozareni svétlem

elektrony, které jsou pritahovany anodou Cimz
vznika el. proud, ktery je proporcionalni intenzité
svetelneho zareni :




DETEKTOR - FOTONASOBIC

*Elektrony z fotokatody jsou postupne
pritahovany k sérii dynod, na které je vlozeno
postupné se zvysujici napéti

*Kdyz elektron narazi na dynodu uvolni z ni
mnohem vice elektrond, které jsou pfitahovany
k dalSi dynodé

*Obsahuje az 10 dynod, z nichz kazda
nasledujici ma az o 50 V vysSi napeéti

*Toto vnitrni zesileni signalu umoznuje prevest i
velmi slabé svételné zareni na méritelné
hodnoty elektrického proudu Fotonasobig.




DETEKTOR - FOTONASOBIC

Fokusacni elektroda
Boéni okno fotmelektron

24 mm?2 T—__ o2

foton Vakuum

N 10 Pa

Fotokatoda 7 - . Nasobige
elektronu
(dynody)

o
~_— Anode




DETEKTOR S DIODOVYM POLEM

* Je tvoren velkych mnozstvim miniaturnich fotodiod na malé plose
desticky, na kterou dopada svételné zareni po prtichodu
absorpcnim prostredim a nasledné je rozlozene
monochromatorem na jednotlivé vinove délky




DETEKTOR S DIODOVYM POLEM

® Rozdil oproti klasickému spektrofotometru —
monochromator je umistén az za kyvetou se vzorkem
* Pouziti : v HPLC (UV/VIS detektor), automatické biochemické

analyzatory
* Usnadnuje tzv. bichromatické méreni absorbance

Detector

Sample Diode Array

Entrance slit
Sample

Entrance slit ) ‘
o S~
h 5 Source

Source




jednopaprkovy (A) x dvoupaprskovy
spektrofotometr (B)

MM onochromator Detektor

@ >

Zdroj zareni Monochromator Detektor




KONTROLA KVALITY SPEKTROFOTOMETRU

Linearita spektrofotometru — schopnost vykazovat
linearni odezvu

* meéreni postupne redeneho roztoku o zname
koncentraci

* Vysledkem je primkovy graf zavislosti A (osa y) na ¢ (osa
X)

* Meéreni se provadi pri A - 257, 341, a 630 nm



KONTROLA KVALITY SPEKTROFOTOMETRU

Rozptylené svétlo

Svétlo, které mize dopadnout na detektor aniz
by proslo mérenym vzorkem (pf. nedokonalé
odstinéni optickeho systému spektrofotometru)

* Qvéfuje se vlozenim neprusvitného bloku do nosice kyvety
a sledovanim odezvy detektoru

Drift signalu
Schopnost detektoru udrzovat konstantni hodnotu
* Sledovani nulove linie



VERTIKALNI FOTOMETRIE

Spektrofotometricka metoda, s usporadanim kdy svételny
paprsek prochazi optickym prostredim ve vertikalnim sméru

Vyuziti : proméreni absorbance v jamkach mikrotitracnich
destiCek, které se pouzivaji hlavné pro imunochemicka
stanoveni na principu ELISA (analyzy s navazanym
enzymem za vyuziti imunosorbce)




VERTIKALNI FOTOMETRIE

Provadi se ve specialnich nadobkach usporadanych do tzv.
mikrotitracnich desticek.

Kazda destiCcka obsahuje 96 jamek usporadanych ve 12 fadach
po 8 jamkach.

Pro méreni vysledneho produktu detekcni reakce se pouzivaji
specialni vertikalni spektrofotometry - ELISA readry
mikrotitracnich desticek: je usporadan tak, Zze svételny paprsek
prochazi optickym prostredim ve vertikalnim smeéru.




VERTIKALNI FOTOMETRIE

Princip: svételny paprsek ze zdroje prochazi pres zvoleny
interferencni filtr (podle pozadované vinove delky) do
optickych kabeld,

které zabezpecuji distribuci do 9 oddélenych kanall: 8 z
nich vedou pres jamky mikrotitracni destiCky a dopadaji na
pole fotodiod, které detekuji intenzitu svétla.

*Devaty opticky kabel je pouzit na kontrolu intenzity zareni
vychazejiciho ze zdroje.

* Ve zlomku vteriny se zmeri cela rada jamek (8),
mikrotitracni destiCka se posune a mlze se méfit fada
nasleduijici.
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VERTIKALNI FOTOMETRIE

Soucasti vertikalniho fotometru:

zdroj zareni; ne_if:astéji pouziva halogenova zarovka nebo
xenonova vybojka.

Interferencni filtry: jsou umistény v posuvném drzaku

filtri,obvykle se pouziva 6 filtrt (pro A 400-800 nm).

Opticky systém: se sklada 9 optickych kabell

(svetlovodice), sterbin a zrcadel pro vedeni svetelneho
paprsku ze zdroje do optickeho prostredi (jamka
mikrotitracni desticky).

Detektor: pouzivaji se fotodiody.

Rychlost méreni je 5s (cela mikrotitracni destiCka - 96
jamek).



VERTIKALNI FOTOMETRIE

* Vztah mezi zmérenym signalem (absorpci) a koncentraci
se urcuje kalibraci. Obvykle se zméri absorbance 6-ti
standardnich roztokli o znamé vzrustajici koncentraci a

blank ( slepy pokus, obsahuje vSe kromé stanovovaneé
latky) pfri urCité vinove délce.

absorbance neznamého
""....—...."'" vzorku = 0,7

koncentrace
neznamého vzorku
=357¢/

2 3 4
Concentration (g/L)




VERTIKALNI FOTOMETRIE

Pfi ELISA metodé se vyzaduje méfeni vSech vzorku
v duplikatech.

Poté software pristroje sestroji kalibracni krivku (nameérené
hodnoty absorbance standardl na ose y,hodnoty
koncentrace na ose X), ze které odecCte hodnoty
koncentraci neznamych vzorku

Pri vertikalni fotometrii zavisi dosazené vysledky méreni
pouze na presnosti pipetovani kalibratort, kontrolnich
materialtl a vzorkd.
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TURBIDIMETRIE A NEFELOMETRIE

Patfi mezi bézné analytické opticke metody

* v klinicke biochemii se pouzivaji k stanoveni velke
skupiny bilkovin — tzv. ,specifickych protein(*

* vyuzivaji rozptylu svétla na heterogennich Casticich v
koloidnich roztocich a mikrosuspenzich



TURBIDIMETRIE A NEFELOMETRIE

Princip
Tyndalltv jev:

,Rozptylené zareni na casticich ma
stejnou vinovou délku jako zareni
dopadajici na koloidni castice”.

Rozptylené svétlo vychazi z roztoku
vSemi smery.

John Tyndall, fyzik, 19 st.



TURBIDIMETRIE A NEFELOMETRIE

Tyndallliv jev - dokonaly difazni rozptyl

* plati pro Castice ktere maji velikost mensi nez 1/10 (pf. 1gG-
20nm) vinove delky dopadajiciho zareni

e U Castice o velikosti vetsi 1/10 — 1 (400-1400nm) nasobek vinove
delky dopadajiciho svetelného zareni je maximum rozptyleného
svéetla smérovano dopredu a malo dozadu vzhledem k
dopadajicimu zareni — elipticky rozptyl

g e
B




P » =Incoming light beam

—> =Direction and intensity
of the scattered light

d =Particle diameter

A =Wavelength




TURBIDIMETRIE

Princip je zalozen na méreni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na c¢asticich pfi prlichodu svételného zareni
prostredim s velkymi molekulami (bilkoviny)

sleduje pokles intenzity zareni prochazejici rozptylujici vrstvou
Na Casticich dochazi k rozptylu zareni a castecné i jeho absorpci

Zavislost turbidance (odpovida A) na koncentraci analytu je
nelinearni



TURBIDIMETRIE

* K turbidimetrickému meéreni zakalu se vyuzivaji absorpcni
fotometry a spektrofotometry -jednoucelové turbidimetry se
dnes v klinické biochemii nevyuzivaji

* meéreni se provadi v pfimém smeru, v ose svetelného paprsku
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TURBIDIMETRIE

* mereni stupné zakalu - turbidity

* vyuZivaji se precipitacni reakce mezi antigenem a
protilatkou

* ochranné koloidy - nejCasteji polyetylenglykol, nutno
ziskat dostatecne stalou suspenzi mereneé reakcni smesi




TURBIDIMETRIE

* Na biochemickych analyzatorech dosahuiji turbidimetricke
metody reprodukovatelnost asi 5%

* Je tfeba snizit vliv interferujicich latek na minimum — jakykoliv
vliv, ktery zplsobi vznik ¢astic odliSné velikosti (koncentrace
Cinidel, teplota)

NS

* Hemolyza a ikterus rusi mene nez pri nefelometrii



NEFELOMETRIE

* zabyva se merenim intenzity difuzneé rozptyleneho svétla na
casticich

* Pro tyto ucely slouzi bud nefelometricky nastavec k fotometru,
u nichz se difuzné rozptylené svetlo sleduje pod thlem 90°,
nebo jsou vyvinuty specialni pristroje - nefelometry




Princip turbidimetrie

svitelny zdroj |

opticky prvek

Princip nefelometrie

svetelny zdroj |

opticky prvek
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LASEROVY NEFELOMETR

Helium neonovy nebo argonovy laser

* Tento zdroj monochromatického svétla je mimoradné
Intenzivni a ma vysoky stupen smerovosti paprsku

* Rozptylené svetlo se sleduje detektorem nastavenym pod
uhlem 5 az 90° (fotonkou nebo fotonasobicem)



LASEROVY NEFELOMETR

LASER = Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation = zesilovani svétla pomoci
stimulované (vynucené) emise zareni
Hlavni soucasti laseru :

* zdroj excitacni energie

* aktivni prostredi

* rezonator




LASER

Hlavni soucasti laseru :

zdroj excitacni energie (2) — budici zdroj plsobici
elektricky vyboj

aktivni prostredi (1) -tj. latka obsahujici oddéelené
kvantové energetické hladlny elektront — mlze se

jednat o plyn (nebo smés plynu), krystaly, polovodice
rezonator — tvoren dvemi zrcadly (3,4):
Koncoveé s odrazivosti 100%

Vystupni s odrazivosti 99%, tzn. CasteCne propustné,
umoznujici vyzarovani svetelneho paprsku



KONVENCNI NEFELOMETRY

Konvenéni nefelometry

* pouzivaji jako svételny zdroj zarovku nebo xenonovou
vybojku

* Monochromator - interferencni filtr.

* Detektor je nastaven pod uhlem 70 az 90°



XENONOVA OBLOUKOVA LAMPA C

‘* Poskytuje intenzivni svételné
zareni pomoci elektrického
oblouku

» Sklada se z ovalné banky
-vyrobené z kiemenného skla ve
které jsou proti sobé umisténé
katoda a anoda v atmosfere
xenonu

* Teplota elektrického obloku se
pohybuje okolo 6000 °C

* Produkuje vysoce energeticke,
spojité zareni v UV oblasti




NEFELOMETRIE

Rozdéleni podle typu méreni:

e Systém méreni v end point rezimu— po smichani antigenu a
protilatky probéhne méreni po dosazeni rovnovazneho stavu -
moznost faleSneé negativni koncentrace antigenu. Proto je nutné
nastaveni systemu tak, aby méreni probihala v oblasti linearni
casti krivky
Méreni v tomto rezimu je o rad citlivéjsi nez turbidimetrie (O 1
mg)) EEEEEER

End-point
¥

Buffer Ag

Fzgure 3. Slgnal development as a function of time.
The addition of buﬁ”er antzgen (Ag), and antibody (Ab) to the reaction cuvette is
ndzcated by arrows.




NEFELOMETRIE

Rozdéleni podle typu méreni:

* Systém meéreni v kinetickém rezimu - reakce je rychlejsi,
meéfi se pfirtstek vzniku precipitatu v pravidelnych
casovych intervalech, po dosazeni rovnovazného stavu
(desitky vterin) se méreni ukoncCuje

Buffer

l

7 _ = _hmé . : -
Figure 4. Reaction veloczty (rate) as a ﬁnctzon of time. g : o
The addition of buffer, anngen (Ag ) and antzbody (Ab ) to the reactzon cuvette lS :
indicated by arrows. _ . , Rl B T




PRUBEH IMUNOPRECIPITACNIi REAKCE

Imunoprecipitacni krivka

Nadbytek Nadbytek
protildatky antigenu
Zona
~ekvivalence
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MnozZstvi antigenu

Antigen — == L 8 6 vzestupni mnoZstui
o —_— cI=o o= 4 _—
Protilitka B8 5 konstantni mnoZstvi

Heidelbergova-Kendalova krivka



LIMITUJICI FAKTORY IMUNOCHEMICKYCH
STANOVENI

* Limitujici faktor: precipitat se tvori pouze pri optimalnim
mnozstvi antigenu a protilatky, pri nadbytku nekteré ze
slozek se precipitat zaChe rozpoustet.

e tzn. JEDNA HODNOTA KONCENTRACE
PRECIPITATU TAK ODPOVIDA DVEMA
KONCENTRACIM ANTIGENU — moznost vydani

falesné negativniho vysledku




IMUNOPRECIPITACNI KRIVKA PODLE
HEIDELBERGA A KENDALLA

. | Nadbytek Nadbytek
protilatky antigenu
i

-

N

koncentrace



DETEKCE NADBYTKU ANTIGENU

Nékolik zplsob:

. Kontrola pridavkem naredéeneho antigenu po

probéhnuteé imunoprecipotacni reakci — nasleduje

automatické opakovani analyzy s vySSim redenim.

. Pridavek malého mnozstvi vzorku k Cinidlu

pred viastni reakci — je-li po kratké inkubaci

prekroCen koncentracni prah zjisteny pri kalibraci,

vzorek se meéri automaticky znovu pri vySSim

fedeni

. Na zacatku reakce vyhodnocena rychlost nartstu signalu —

pfi pfekroceni nastavenych parametru je vysledek oznacen
chvbhovvm hlasenim
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nadbytku Ab dojd
tvorb& imunokomplexd a
narlstu intenzity
rozptyleného svétla

. Pokud byla protilatka jiz
spotfebovana, nevede
pridani dalSiho antigenu k
tvorbé imunokomplext a
na detektoru nezjistime
zadnou odezvu — reakce
se automaticky opakuje pfri
vysSim redeni



IMUNOCHEMICKY SYSTEM - IMMAGE 800

* Analyzator vyrobce Beckman Coulter
e vyuziva turbidimetrického a nefelometrického principu

* Pracuje v kinetickém rezimu - meri zvysSeni intenzity svétla
rozptyleného Casticemi v kyveteé v Case




IMMAGE 800 - REAGENCNI CAST

 Reagencni karusel pro 24 reag. kazet
e Teplota 15°C

e 4 lahviCky s pufry bez chlazeni
 Reag. kazety znaCené carovym kodem
e Otevieny systém

» Softwarova kapacita -50 metod

 Kalibracni data- kal. kfivka vyrobce ma 8-12 bodu, provadi
se pouze jednobodove ovéreni



VZORKOVA CAST

* Vzorky ve zkumavkach s car. kodem
 \zorkovy karusel pro 8 stojankt po 9 vzorcich
fedici roztoky pro vzorky
fedici segmenty pro fedéni vzorku
» Kapacita: 180 testl za hodinu, v sérii Ize provést 12 metod
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TURBIDIMETRIE

« méfeni stupné zakalu (turbidity) — v dusledku
Imunoprecipitacni reakce

* MEFi se snizeni intenzity svétla pfi prichodu roztokem
castic v kyveté v dlsledku rozptylu svétla

* Immage pracuje v kinetickém rezimu — hodnoti rychlost
narlstu zakalu v ¢ase

* NIPIA= imunoanalyza na Casticich v blizke
iInfraCervené oblasti



TURBIDIMETRIE

e Zdroj pro NIPIA: svetlo emitujici dioda — poskytuje
monochromaticke zareni A = 940 nm

* Detekce zareni: v primém smeru, v ose svetelneho
paprsku zdroje v blizké IR oblasti (940 nm)

* Vyziti: stanoveni FLC



NEFELOMETRIE

e Zdroj: helium-neonovy laser — dava monochromatické
zareni o A = 670 nm

* Detekce: detektor je umisten v uhlu 90° ke sméru
laseroveho paprsku

 \/yuziti: stanoveni specifickych proteint v séru, v likvoru a
moCi



RESENI PROBLEMU S IMUNOPRECIPITACNI
KRIVKOU

* Nutno proveést takova opatreni, aby nedoslo k omylu pfi
odecitani vyssich koncentraci antigenu

* IMMAGE : detekce nadbytku antigenu
pomoci pridavku dalsiho antigenu po ukonceni reakce



Jestlize Pridavek dalSiho antigenu Systém IMMAGE...
nenavazana bude mit za nasledek...
protilatka

Je pritomna ZvySeni pomeérové odezvy Pouzije k vypoctu
vysledku puvodni
pomerovou odezvu

Neni Zadné zvy3eni pomérové Vzorek automaticky

pritomna odezvy zopakuje s vysSsim
fedénim s testem na
prebytek antigenu
dokud neziska
spravny vysledek



AUTOMATIZOVANY NEFELOMETR BN PRO
SPEC

* Vyrobce: Siemens

* Max. provozni rychlost 180 analyz za hod.
* Pracuje v rezimu po vzorcich

* K dispozici je vice nez 60 metod

e Zdroj svetla: LED dioda (840 nm)

* Detektor — kiemikova fotodioda je umistén pod uhlem 13-
24 °



AUTOMATIZOVANY NEFELOMETR BN PRO
SPEC

 Reagencni disk je temperovan na 8°C,v
analyzatoru Ize umistit 35 Cinidel

* Reakceni disk: 60 polystyrenovych kyvet pro
opakované pouziti

1=
e
* Mé&Feni probiha pfi 37 °C _
e Delka inkubace je 6-12 min.

* \VVzorkova Cast: Ize umistit az 100 vzorkl, umozriuje
pouzivat primarni, sekundarni zkumavky a kepy




NEFELOMETR ARRAY 360

e Vyrobce: Beckman Coulter

 Méreni v kinetickém rezimu

e Rychlost 40-80 analyz za hod.

e Zdroj svétla: halogenova zarovka (400-620 nm)
* Detektor:kfemikova fotonka

e K dispozici asi 60metod

 Nevyhoda:pracovni teplota pouze 26,7 °C, velky mrtvy
objem, stabilita kalibrace pouze 14 dni



NEFELOMETR - DELTA

* Vyrobce Radim
e Zdroj svetla laser (670 nm)
e K dispozici 100 metod

e Rychlost 150 analyz za hod. (startovaci cas 30 min.,
ukonCovaci Cas 15 min. !)

e Reagencni Cast: 54 pozic pro reagencie, chlazena

 Reakcni cast:120 omyvatelnych kyvet, temperovanych na
3i2C

* \zorkova ¢ast: pro 80 vzorku



TURBOX PLUS

e Jednoduchy manualni nefelometr
* Vyrobce: ORION Diagnostica

* Lze méfit az 100 vzorkl za hodinu
e Zdroj svétla je LED dioda (635 nm)
* Detektor: 2 fotodiody

* Tovarni kalibrace je na magnetické karté
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