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Obecné zaklady

Fluorimetrie je analytickd metoda vyuzivajici schopnosti nékterych latek vysilat
(emitovat) po pFfedchozim prfevedeni do vzbuzeného (excitovaného) stavu
fluorescencni zafeni v ultrafialové nebo viditelné oblasti. K pfevedeni do vzbuzeného
stavu (k excitaci vzorku) je zpravidla vyuzivana absorpce ultrafialového nebo
viditelného zafeni. Omezime se zde pouze na fluorimetrii zfedénych roztoku
fluoreskujicich latek v rozpoustédle, které neabsorbuje ani excitacni ani emitované
zareni.

Na obr. 1 je znazornéno zjednoduSené schéma energetickych hladin v molekule
se sudym poctem elektronl. V zakladnim stavu So vétSinou obsazuji vzdy dva
elektrony stejny elektronovy stav s opacnym spinem. Jejich spiny se vzajemné
kompenzuji, takZe celkové spinové kvantové Cislo molekuly je 0. Takovy stav
molekuly je oznaCovan jako singletni. | po excitaci jednoho valen¢niho elektronu
na vySsi elektronovou hladinu mohou elektrony zachovat svuj celkovy spin, coz je
vyznaCeno Fadou excitovanych singletnich stavi molekuly Si, Sz atd. Po excitaci
vSak jiz dva elektrony nejsou sparovany a jejich celkové spinové kvantové Cislo také
muze mit hodnotu 1. Molekula se pak nachazi ve stavu oznaovaném jako tripletni,
kterych opét muze byt cela fada (T1, T2,...). Pfechody molekuly mezi singletnim a
tripletnim stavem jsou o nékolik fadu pomalejSi, nez podobné pfechody uvniti fady
sigletnich stavl a uvnitf fady tripletnich stava.

Kazdy elektronovy stav je v disledku vibraéniho pohybu molekuly, ktery zvySuje
jeji celkovou energii, tvofen sérii vibra€nich hladin. Hladina elektronového stavu
s nejnizSi  vibraCni energii je oznaCovana jako =zakladni vibraCni hladina
elektronového stavu. Ve stavu tepelné rovnovahy se za normalnich teplot pfevazna
Cast molekul nachazi na zakladni vibraéni hladiné stavu So. Pfi absorpci zafeni je
energie absorbovaného fotonu spotfebovana na pfevedeni molekuly do
excitovaného stavu (déj 1 na obr. 1). Stejné jako pfi emisi fotonu musi platit
Planckova podminka

AE| = hv == (1)

kde AFE je rozdil energii molekuly v cilovém a vychozim stavu, h je Planckova
konstanta, v je frekvence a A vinova délka absorbovaného (emitovaného) zéareni.
ProtoZe pravdépodobnost takového prfechodu se pro jednotlivé hladiny [iSi, zavisi
schopnost molekuly absorbovat fotony na vinové délce absorbovaného zareni. Tuto
zavislost popisuje absorpéni spektrum latky, tedy zavislost absorbance roztoku



nebo absorpéniho koeficientu latky na vinové délce (viz uloha ,Kapalinova
chromatografie a absorp&ni UV-spektrometrie®).
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Obr. 1: Schéma energetickych hladin molekuly a pfechodd mezi nimi

So - zakladni stav, Si, Sz...- excitované singletni stavy, T1, T2...- excitované tripletni stavy.

1 - absorpce zafeni, 2 - vnitfni konverze, 3 - mezisystémovy pfechod, 4 - vibra¢ni relaxace, 5 -
fluorescence, 6 - fosforescence

Po absorpci fotonu excitovana molekula velmi rychle pfedava ziskanou energii
svému okoli a tzv. nezafivymi pfechody (vnitfni konverze - obr.1 d& 2 - a
mezisystémovy pfechod - dé&j 3) nasledovanymi vibracni relaxaci (déj 4) se dostava
postupné do nizSich excitovanych stavd. Pomalejsi byva vétSinou az nezafivy
pfechod ze zakladni vibraéni hladiny prvého excitovaného stavu Si do zakladniho
stavu So. Teprve mezi témito hladinami se vedle nezafivych pfechodd muze uplatnit
pfechod spojeny s vyzarenim (emisi) fotonu. Tato emise zafeni je oznaCovana jako
fluorescence (déj 5). Jeji doba dosvitu po preruseni excitace byva rfadové 10° az
10° s. VétSinou az z hladiny Si1 se pfipadné uplatni i nezafivy mezisystémovy
prfechod do nékterého z tripletnich stavl. Zafivy pfechod ze zakladni vibraéni hladiny
10 az 10! s a je oznacovan jako fosforescence (dé&j 6).

Vzhledem k tomu, ze molekula pfed emisi fotonu fluorescencniho zareni ztrati
Cast energie dodané fotonem excitaCniho zafeni, je (az na vyjimky) vinova délka
fluorescenéniho zafeni vétSi, nez vinova délka excitatniho zafeni. Pokud
fluorescence probiha tak, jak je zobrazeno na obr. 1, je vinova délka fluorescencniho
zareni dokonce vétsi nebo rovna vinové délce nejdlouhovinéjSiho pasu absorpcniho
spektra (pfechod mezi zakladnimi vibranimi hladinami stavu So a S1). Fluorescenci
latky, jejiz absorpCni spektrum zname, proto hledame v blizkosti prvého absorpcniho
pasu smérem k vétsim vinovym délkam. Dobfe znamou vyjimkou v tomto sméru je
azulen a jeho derivaty, jejichz fluorescence vychazi ze stavu Se.
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Fluorescenéni schopnost latky popisuje kvantovy vytézek fluorescence Yk,
ktery je definovan jako pomér poctu fotonu vyzarenych latkou ve formé fluorescence
nF ku poctu fotonu latkou absorbovanych na

Yp = 2

na

Kvantovy vytézek umozniuje urlit zarivy tok emitovany vzorkem ve formé
fluorescenéniho zafeni vyjadieny jako pocet fotonu za jednotku Casu @y F ze zafivého
toku latkou absorbovaného @ a jako

(pp,F = YF d)p,A (3)

Kvantovy vytézek je ur€en podilem rychlosti viastniho fluorescencniho prechodu
a celkové rychlosti vSech déjl, které vychazeji ze stavu Si. Kromé déju vyse
zminénych se muze uplatnit i vliv dalSich komponent pfitomnych v roztoku, které
deaktivuji stav Si a tak zhaSeji fluorescenci. Tyto latky jsou oznaCovany jako
zhasedla (angl. ,quenchers®). Mezi nejbéznéjsi zhasedla patfi kyslik a také latky
obsahujici prvky s vy$Sim atomovym cislem. | samotna fluoreskujici latka muze
pfi vy8Sich koncentracich sniZzovat kvantovy vytéZzek. Hovofime pak o koncentraénim
zhaseni fluorescence. Mohou se pfi ném uplatnit rizné mezimolekularni interakce,
jako je tvorba molekularnich asociatl v zakladnim ¢&i excitovaném stavu, pfenos
energie apod. Velice ucinné je za béznych podminek zhaSena fosforescence,
protoZze sama probiha velmi pomalu. Proto neni za béZnych podminek pozorovana.
Objevi se napf. az v tuhych zchlazenych roztocich (€asto na teplotu kapalného
dusiku 77 K), kdy jsou vnéjSi zhaseci mechanizmy potlaceny.

Jak je patrno z obr. 1, neni fluorescenéni zafeni emitovano pfi jedné vinové
délce, protoze cilovym stavem mohou byt i vibrané excitované hladiny zakladniho
elektronového stavu. Rozdéleni zafivého toku mezi jednotlivé emitované vinové délky
dem popisuje emisni spektrum. Jeho exaktnim vyjadienim je fluorescenéni
spektralni zarivy tok @prai(lem) udavajici zafivy tok vyzafovany vzorkem
v jednotkovém intervalu vinovych délek v okoli vinové délky Aem. Celkovy
fluorescenéni zafivy tok je vazan se spektralnim zafivym tokem integralem

Ppr = f0°° CDp,F,/‘l(/lem) dAem (4)

Dulezitym zavérem vyplyvajicim ze schémat na obr. 1 je skute€nost, ze tvar
emisniho spektra neni zavisly na excitacni vinové délce, protoze je urCen pouze
zakladni vibraéni hladinou stavu S1 a vibraénimi hladinami zakladniho stavu So.

Pokud by vibra¢ni hladiny stavd S1 a So mély podobnou strukturu, byla by také
vibra¢ni struktura emisniho fluorescenéniho spektra podobna vibraéni strukture
prvého pasu v absorpénim spektru. Ve frekvencni &i vinoctové stupnici pak bude



fluorescenéni spektrum pfiblizné zrcadlovym obrazem prvého absorpéniho pasu
s osou symetrie v blizkosti vinoCtu pfechodu mezi zakladnimi vibracnimi hladinami
obou stavu (tzv. pravidlo zrcadlové symetrie). Mezi latky spliujici vétSinou pravidlo
zrcadlové symetrie patfi aromatické uhlovodiky, napf. anthracen (viz dale obr. 3 a 4).
| kdyz tvar emisniho spektra neni zavisly na podminkach excitace, méni se
celkovy fluorescencni zafivy tok. Proto je ucelné pouzit jako charakteristiku emisnich
vlastnosti latky spektralni zafivy tok vztazeny napf. na spektralni zafivy tok v maximu
této zavislosti. Takto definované emisni spektrum je bezrozmérné a v maximu ma
hodnotu 1. Jinou moznosti je vztahnout spektralni zarfivy tok na celkovy zafivy tok

‘pp,F,/l(/‘lem)
q)p,F

EC (Aem) = (5)

Takto definované emisni spektrum ma rozmér prevracené jednotky vinové délky,
napf. nm, a jeho integral na intervalu (0,) je roven jedné.

Pokud fluoreskujici roztok v kyveté cCtvercového prufezu obsahuje jedinou
absorbujici slozku, kterd ma schopnost fluoreskovat, plati pro absorpci excitacniho
zareni Lambertlv-BeerQv zakon

A=¢cbc (6)

kde A je absorbance roztoku, & je molarni absorpcni koeficient slozky, b je
tloustka kyvety a cr je latkova koncentrace fluoreskujici slozky v roztoku. Odtud
mulzeme absorbovany zafivy tok @pa vyjadfit ze zafivého toku excitatniho zareni
dopadajiciho na kyvetu @0 jako

D= DPpo(1— 10~¢P¢r) (7)

Pro nizké hodnoty absorbance muizeme aproximovat tuto zavislost linearnim
vztahem

Ppa = 2,3P,0 b ¢ (8)

Z rovnice (3) pak pro fluorescencni zafivy tok plyne

Ppr(dex) = 2,3 Ye®Pp0(Aex)€(dex) b €)
kde argumentem (lex) je vyjadieno, které veli€iny zaviseji v tomto vztahu na vinové
délce excitaCniho zareni JAex. (Kvantovy vytéZek v roztocich vétSinou na excitacni

vinové délce nezavisi.) Pro spektralni fluorescencni zafivy tok pak plyne vztah

d)p,F,A(AeXI Aem) = 2r3 YFEC (Aem)d)p,O(lex)g(Aex) b Cr (10)



Fluorescenéni spektralni zafivy tok tedy zavisi na vinové délce excitacniho zafeni
a na emisni vinové délce. Pro malo absorbujici roztoky obsahujici jednu slozku se da
vyjadfit jako soucin dvou faktord, z nichz jeden @, ((1.) (1) zavisi pouze na vinove
délce excitaCniho zafeni, a druhy E.(1.,) pouze na emisni vinové délce. Zavislost
fluorescenéniho zafivého toku na vinové délce excitaCniho zafeni za konstantnich
podminek méfeni emise je oznaCovana jako excita€ni spektrum. Pokud bychom
méli k disposici zdroj excitacniho zafreni s proménnou vinovou délkou, jehoz zafivy
tok by byl na vinové délce nezavisly, bylo by excitacni spektrum zfedéného roztoku
obsahujiciho jedinou fluoreskujici latku az na nasobek totoZné s jejim absorpcnim
spektrem a to nezavisle na proméfované emisni vinové délce. Podobné i emisni
spektrum az na nasobek nezavisi na excitacni vinové délce. Jak excitacni, tak i
emisni spektrum je vyuZitelné pro identifikaci latky porovnanim se spektry standardni
latky. Pokud je v roztoku pfitomno vice fluoreskujicich latek a jejich koncentrace je
nizka, takze se vzajemné neovliviiuji, jejich fluorescencni zafivé toky se scitaji.

Pro kvantitativni analyzu vyplyva zrovnice (10), ze pfi nizkych hodnotach
absorbance (koncentrace) roztoku vzrista zafivy tok fluorescence linearné
s koncentraci fluoreskujici latky.

Pfistroj pro méfeni fluorescencniho zareni je oznaCovan jako fluorimetr. Pokud
mulzeme pfistrojem méfit excitacni a emisni spektra, byva pro zduraznéni této
skuteCnosti pouzivano oznaceni spektrofluorimetr. Zakladni blokové schéma
fluorimetru je znazornéno na obr. 2.

Ze zafeni vysilaného intenzivnim excitanim zdrojem izolujeme primarnim
(excitacnim) filtrem nebo monochromatorem zafeni téch vinovych délek, které
chceme pouzit pro excitaci vzorku. Toto zafeni dopada na vzorek a excituje v ném
fluorescenéni zareni. Fluorescencni zafeni vystupuje ze vzorku véemi sméry. Jenom
jeho Cast vystupuje v takovém sméru, Ze prochazi pfes sekundarni (emisni) filtr nebo
monochromator a dopada na fotoelektricky detektor. Zde vyvola elektricky signal,
ktery se dale zesiluje a méfi. Jeho velikost je mirou fluorescen¢niho zafivého toku
vysilaného vzorkem na vinovych délkach izolovanych emisnim filtrem
(monochromatorem). Podminky buzeni jsou pfitom urCeny zdrojem excitacniho
zareni a primarnim filtrem (nastavenim excitaéniho monochromatoru). Pokud je
pristroj v excitaénim optickém systému vybaven monochromatorem, mizeme plynule
meénit vinovou délku, na kterou je tento monochromator nastaven, a zaznamenat
excitaCni spektrum vzorku. Pokud je pfistroj vybaven monochromatorem v emisnim
optickém systému, muzeme plynule ménit vinovou délku, na kterou je nastaven tento
monochromator, a zaznamenat emisni spektrum vzorku.
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Obr. 2: Blokové schéma fluorimetru

ExcitaCni a emisni spektra takto pfimo méfena spektrofluorimetry jsou zkreslena
charakteristikami pfistroje a jsou oznaCovana jako spektra nekorigovana. Emisni
spektra jsou zkreslena predevSim ztoho ddvodu, Ze detektor neni stejné citlivy
na zareni rdznych vinovych délek. ProtoZze ani excitaéni zdroj nevyzafuje stejné
v celém rozsahu vinovych délek, jsou zkreslena i excitacni spektra. Abychom se
priblizili skute€nému pribéhu spekter ve smyslu rovnice (10), museli bychom
nameéfena spektra nasobit pro kazdou vinovou délku pfislusnym korekénim faktorem.
Ziskaji se tzv. korigovana spektra. Tato spektra jsou dllezita, pokud napf. chceme
porovnavat data zméfena na riznych pfistrojich. Z toho duvodu by v literatufe méla
byt publikovana pokud mozno spektra korigovana. Korigované excitacni spektrum by
také mélo byt podle rovnice (10) aZz na nasobek totozné s absorpénim spektrem latky.
Pfi vyuZiti fluorescenéni spektrometrie pro praktické analytické ucely vSak vétSinou
vystaCime se spektry nekorigovanymi.

Jako pfiklad nekorigovanych spekter je na obr. 3 uvedeno excitaCni a emisni
spektrum anthracenu. V porovnani s absorpcnim spektrem (obr. 4) je v excitacnim
spektru vyrazné slabsi pas okolo 251 nm, protoze zareni excitacni xenonové vybojky
se smérem ke kratSim vinovym délkdam znacné zeslabuje. Jinak si jsou obé spektra
celkem podobna diky tomu, Ze spektrum xenonové vybojky se v této oblasti vinovych
délek méni plynule. Pokud ma excitacni zdroj Carové spektrum (rtutova vybojka,
do urcité miry i xenonova vybojka v oblasti vinovych délek 450-500 nm a delSich), ma
i nekorigované excitaéni spektrum ¢arovy charakter a jeho podobnost se spektrem
absorpénim se ztraci. Za povSimnuti stoji také vzajemna poloha excitaéniho a
emisniho spektra anthracenu splfujici pomérné dobfe pravidlo zrcadlové symetrie
s osou symetrie okolo vinové délky 377 nm (viz str.4).

DalSi zkresleni spekter se uplatiuje u vzorku, které vyraznéji absorbuji zafeni
o excitaéni nebo emisni vinové délce. Pokud vzorek absorbuje excitatni zareni do té
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miry, Ze se excitacni paprsek pfi prichodu vzorkem zeslabuje, hovofime o tzv. efektu
vnitrniho filtru. V dadsledku tohoto efektu neni pfi vysSich koncentracich kalibracni
zavislost linearni. Dale jsou deformovana excitaCni spektra, protoze je silngji
zeslaben signal v absorp&nich maximech nez v absorpCnich minimech. Tento efekt
byva vyrazny u pfistroja s tzv. kolmym uspofadanim, ve kterém je pozorovano emisni
zareni vychazejici pfriblizné z oblasti okolo stfedu kyvety ve sméru kolmém
na excitacni paprsek. Nelinearita kalibraCnich zavislosti je v tomto uspofadani jesté
vyraznéjsi, nez odpovida rovnici (7), a pro vy3Si koncentrace fluoreskuijici latky klesa
méfeny signal dokonce az na nulu. Pro silné absorbujici roztoky se totiz excitaCni
paprsek absorbuje hned v povrchové vrstvé vzorku a vubec nepronikne do jeho
stfedu. Také emisni zafeni mize byt pfi prachodu vzorkem absorbovano. Tato tzv.
reabsorpce se projevuje zeslabenim emisniho zafeni a deformaci emisnich spekter.

O tom, zda se u neznamého vzorku uplatfiuje efekt vnitfniho filtru nebo
reabsorpce, se nejlépe presvédCime tak, Ze zméfime predem jeho absorpCni
spektrum. Ma-li roztok v kyveté o tloustce absorbuijici vrstvy 1 cm absorbanci 0,04,
pak se paprsek na vzdalenosti 0,5 cm (polovina tloustky kyvety) zeslabi témér o 5 %.
Proto by méfené roztoky mély mit jak na excitacni, tak i na emisni vinové délce
hodnotu absorbance nizsi.
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Obr. 3: Nekorigované excitacni a emisni spektrum anthracenu v methanolu
Pristroj Fluoromax-2, excitacni spektrum (—————) zméfeno pro emisni vinovou délku 399 nm,

emisni spektrum (------ ) bylo buzeno zafenim o vinové délce 251 nm. Koncentrace anthracenu
107 mol I,

A
0,8 -

0,6

0.4

0.2 -

[ S
0,0 - . : . e

200 240 A00 240 400
A, nm

Obr. 4: Absorpé&ni spektrum anthracenu v methanolu
Koncentrace anthracenu 5-10¢ mol I, kyveta 1 cm



Méreni na pristroji Cary Eclipse

Laboratofe jsou vybaveny pfistrojem Cary Eclipse. Velmi zjednoduSené optické
schéma tohoto spektrofluorimetru je na obr. 5. Je vybaven s mfizkovym excitacnim
(2) a emisnim monochromatorem (6), které jsou nastavitelné v rozsahu vinovych
délek 190 — 1100 nm. S ohledem na omezenou spektralni citlivost pouZitych
fotonasobiCl je ale pouzitelny pouze rozsah vinovych délek asi 200 — 900 nm.
Monochromatory maji 5 volitelnych Sifek Stérbiny, které odpovidaji spektralnim
Sifkam prochazejiciho zareni 1,5, 2,5, 5, 10 a 20 nm. Oba monochromatory jsou
doplnény volitelnymi optickymi filtry, jejichZz u€elem je omezit spektra vysSich rfadud a
ruSivé rozptylené zareni. Toto zafeni v dusledku rozptylu na sténach a optickych
prvcich monochromatoru opousti jeho vystupni Stérbinu a pfitom nema vinovou
délku, na kterou je monochromator nastaven.
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Obr. 5: ZjednoduSené optické schéma pristroje Cary Eclipse
1-excitacni zdroj (pulzni xenonova vybojka), 2-excitaéni monochromator, 3-déli¢ paprsku, 4-referenéni
fotonasobic¢, 5-vzorek, 6-emisni monochromator, 7-fotonasobi¢



Jako zdroj excitaCniho zafeni (1) je pouzita pulzni xenonova vybojka, ktera
pracuje s frekvenci 80 Hz, pficemz jednotlivé svételné pulzy maji Sitku 2 az 3 us.
Zarfeni ze zdroje je soustfedéno zrcadlovym kondenzorem Schwartzschildova typu
na vstupni Stérbinu monochromatoru (2). Cést excitaéniho zafeni (asi 8%) o zvolené
vinové délce vystupujici Stérbinou z monochromatoru je délicem paprsku (3)
odrazeno na referencni fotonasobi¢ (4). Pfed dopadem na fotonasobi¢ je jesté
10000-krat zeslabeno barevné neutralnimi filtry. Hlavni podil excitacniho zareni je
soustfedén na vzorek v kyvetovém prostoru (5). Cast luminiscenéniho zafeni
vysilaného vzorkem je soustavou zrcadel soustfedéna na vstupni Stérbinu emisniho
monochromatoru (6). Viceméné monochromatické zafeni vychazejici z jeho vystupni
Stérbiny je méfeno fotonasobic¢em (7).

Nutnost pouzit referencni fotonasobi€ pfi méfeni fotoluminiscence je dana
pomérné malou opakovatelnosti intenzity excitanich pulzl. Proto se pfi méfeni
fluorescence béhem kazdého svételného pulzu excitaéni vybojky vyhodnoti vedle
intenzity pulzu fluorescencniho zafeni S detekovaného fotonasobiCem (7) i intenzita
pulzu excitacniho zafeni R detekovaného referencnim fotonasobi¢em (4). V dobé
mezi svételnymi pulzy je méfen i signal neosvétlenych fotonasobicl St a Rt, aby bylo
mozno hodnoty korigovat na uroven temného proudu fotonasobicu. Systém jako
vysledek méfeni udava hodnotu poméru

p = 1000

S-S5
R-R

(11)
t
pficemz neposkytne hodnoty mimo pfipustny rozsah omezeny hodnotou 1000.

Kromé fluorescen¢niho méfeni je k disposici i méfeni fosforescence a Bio/Chemi-
luminiscence. Vrezimu méfeni fosforescence je signal S méfen s volitelnym
zpozdénim (Delay Time) oproti excitacnimu pulzu a také doba, po kterou je méfen, je
volitelna (Gate Time). V rezimu Bio/Chemi-luminiscence neni zapinana excitacni
vybojka a fotonasobic¢em (7) se méfi svétlo vysilané samotnym vzorkem.

Spektrofluorimetr je opatfen pouze sitovym vypinacem v dolni ¢asti pfedniho
panelu. Jeho €innost je po zapnuti zcela fizena pocitacem. Po otevreni slozky Cary
Eclipse umisténé na ploSe se objevi nabidka aplikaci pro rizné zpusoby vyuziti
spektrofluorimetru. V praci z nich vystacite pouze s aplikaci Scan a Simple Reads, z
nichz prva slouzi k zaznamu spekter a druha k jednoduchému meéfeni signalu pro
zvolené podminky. V aplikaci Scan zméfite spektra chininu, porovnate je se spektry
analyzovaného napoje a urcite, jaka excitaCni a emisni vinova délka je vhodna pro
stanoveni chininu. Fluorescencni intenzity potfebné pro stanoveni chininu ziskate
v aplikaci Simple Reads.

Struktura okna ovladaciho programu je ve vétSiné aplikaci podobna. Prabézné
meéfené hodnoty signalu a vinovych délek jsou zobrazovany v hornich rozich
obrazovky. Horni liSta obsahuje nabidky File, Edit, View, Commands, Setup, Graph a
Help. Pracovni plocha mlize obsahovat grafy a vypis naméfenych hodnot (Report),
ktery je mozno editovat. Cinnost pfistroje je Fizena pfikazy v nabidce Commands,
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z nichz nejdulezitéjSi je mozno vyvolat i tlagitky rozmisténymi nad a vedle pracovni
plochy. Pro nékteré pfikazy jsou k disposici klavesové zkratky. V nabidce View nebo
na spodni listé nékterych oken je uziteCné nastavit zobrazeni tabulky s udaji o
momentalnim stavu systému (Status display).

Soucasné muze byt otevieno vice aplikaci, pouze jedna z nich ale mize ovladat
spektrofluorimetr. Tato aplikace bud pravé méri, nebo je k méfeni pfipravena. V tom
pfipadé je zobrazeno tlaCitko Start, kterym se méfeni spusti, a v ném zeleny
semafor. Neni-li aplikace spojena se spektrometrem, je misto tlacitka start zobrazeno
tlacitko Connect, kterym aplikace mlze prevzit fizeni spektrofotometru, pokud pravé
neni zameéstnan jinou aplikaci.

Podminky méfeni jsou zadavany v nabidce nebo v okné Setup. Pro aplikaci Scan
je to na zalozce Cary (obr. 6):

e Rezim méfeni (Data Mode: Fluorescence, Bio/Chemi-luminescence,
Phosphorescence)

e Typ méfené zavislosti (Excitation, Emission, Synchronous, kdy je udrzovan
konstantni rozdil excitaéni a emisni vinové délky nebo vinoctu)

e Oblast proméfovanych vinovych délek. Pfi zadavani vinovych délek pro
meéfeni excitacniho spektra se zada konstantni hodnota emisni vinové délky
a pocatec€ni a koncova hodnota excitacni vinové délky, pro méfeni emisniho
spektra konstantni hodnota excitacni vinové délky a pocCateCni a koncova
emisni vinova délka. Neni vhodné volit vinové délky tak, aby se béhem
zaznamu spektra shodovala excitaCni a emisni vinova délka, protoze
intenzita excitatniho zareni rozptyleného ve vzorku muize byt znacna a pfi
vysoké citlivosti muze poskodit fotonasobi¢. Proto by se vinové délky, na
které jsou nastaveny oba monochromatory, mély béhem méreni liSit alespon
o spektralni Sitku Stérbin monochromatord. V rezimu 3-D mode je mozno
zméfit fadu excitaCnich, emisnich nebo synchronnich spekter s postupné
narustajici hodnotou emisni vinové délky, excitacni vinové délky nebo jejich
rozdilu (Delta) a timto zpisobem promeéfit celou excitatné emisni matici. Zde
je uzite€ny synchronni zplsob méfeni, kde se mizeme vyhnout bodim se
shodnou excitacni a emisni vinovou délkou, které jsou ovlivnény rozptylem
excitacniho zareni ve vzorku.

e Spektralni Sifka Stérbin_monochromatort (Excitation/Emission slit). Volbou
SirSi 8térbiny se zvysi intenzita méfeného signalu, zhorsi se ale spektralni
rozliSeni.

e Rychlost zdznamu spektra bud' z pfipravenych nabidek (Lowest az Survey)
nebo v reZzimu Manual prostfednictvim rychlosti zaznamu (Scan rate), dobou
mérfeni jednoho bodu (Averaging Time) nebo intervalu mezi méfenymi body
(Data interval). Pfi zméné jedné hodnoty se jina hodnota dopocitava.

Na karté Option (obr. 6) se voli:

e ZpuUsob zobrazeni zmérenych spekter (vétSinou vyhovuje Overlay traces, kdy
se spektra postupné zobrazuji v jednom spolecném grafu)
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e Moznost opakovaného méreni spekter ve zvolenych €asovych intervalech
(Cycle mode)

e Zafazeni pomocnych excitaénich a emisnich filtrt

e Napéti na fotonasobi€i (7) pro signal vzorku (Pfedefinované hodnoty Low,
Medium, High tj. 400, 600 a 800 V nebo v reZzimu Manual libovolna hodnota
do napéti 1000 V.) VySSi napéti na nasobici zvySi jeho zesileni. ZvySeni
napéti o 10% pfiblizné zvysi signal na dvojnasobek.

Na karté Auto-store je mozno nastavit automatické upozornéni na ulozeni
naméfeného spektra bud pfed zahajenim jeho méfeni, nebo po ukonceni. Spektra je
také mozno ulozit hromadné v riznych formatech (File/Save as ...), mj. v textovém
souboru Spreadsheet Ascii s pfiponou csv vhodném pro dalSi zpracovani v programu
Excel.

V aplikaci Simple Reads jsou zadavané parametry podobné, misto intervall jsou
voleny pouze kombinace vinovych délek a z parametrl zadavanych pro rychlost
zaznamu zUstava pouze doba jednoho méfeni (Ave. Time). Hodnota se zméfi po
kliknuti na tlacitko Read (klavesova zkratka F9 nebo Alt R) a objevi se s pofadovym
Cislem na vypisu.

Setup »
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Obr. 6: Zalozky Cary a Options z nabidky Setup.
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Navod laboratorni prace

Fluorimetrické stanoveni chininu v napojich

Ukolem prace je stanovit chinin v pfedlozeném kapalném vzorku a ve vzorku
napoje.

Obr. 7: Strukturni vzorec chininu

Chinin C20H24N202 (Mr=324,42) je alkaloid, jehoz strukturni vzorec je na obr. 7.
Chinin se vyskytuje v kafe tropickych stromU rodu Cinchona. Stale jesté je
vyznamnym lékem proti malarii. Ma vyrazné horkou chut a je proto pfidavan
do nékterych typl napojl. Oba dusikové atomy v molekule chininu mohou byt
protonizovany. Opétna disociace téchto vodikovych iontd je charakterizovana
disociatnimi konstantami pfiblizné pKi=4,3 (chinolinovy dusik) a pK2=8,3
(chinuklidinovy dusik). S kyselinami tvofi chinin soli. Byva dodavan ve formé siranu
(C20H24N202)2-H2S04-2H20 (M=782,96), ktery je ale mirné hygroskopicky, takze
obsah vody v rlznych preparatech muze kolisat. Jeho roztoky za ur€itych podminek
jasné modfe fluoreskuji. Emisni spektrum lezi v oblasti vinovych délek nad 400 nm
s Sirokym maximem okolo 460 nm. Fluorescenc¢ni vlastnosti chininu jsou pomérné
dobfe prozkoumany, a proto se Casto pouziva pfi fluorescenénich méfenich jako
srovnavaci latka.  Fluorescence chininu je zhaSena nékterymi ionty, napf.
chloridovymi €i bromidovymi.

AbsorpCni spektra protonizovanych forem chininu jsou uvedena na obr. 8.

-13-



200 250 300 350 400

Obr. 8: Absorpéni spektrum roztoku chininu v 0,05 M kyseliné sirové (a) a ve
fosfatovém tlumi¢i o pH=7 (b). Koncentrace chininu 2,2-10° mol I}, kyveta o
tloustce 1 cm.

Ukoly

1. Promérfte excitaCni a emisni spektra chininu v zavislosti na kyselosti roztoku
pfiblizné v oblastipH =1azpH=7.
2. Na zakladé vysledkl z bodu 1 zvolte prostfedi vhodné pro pfipravu kalibraéni
zavislosti a analyzu vzorkd.
3. Pro prostfedi zvolené v bodu 2 pfipravte roztok zadaného vzorku a
zvoleného napoje a zmérte jejich excitacni a emisni spektrum.
4. Promérte excitaCné-emisni matici roztoku napoje z bodu 3
5. Zvolte koncentraéni rozsah pro kalibra¢ni zavislost. Na zakladé udaja z bodu
1 a pfedbézného méfeni z bodu 3 zvolte vhodné fedéni vzorkl. Pfipravte
kalibrani roztoky, tfi nafedéné roztoky vzorku o stejné koncentraci, roztok
napoje a roztok napoje s pfidanym standardem. Proméfte fluorescencni
signaly v8ech roztoku pfi konstantni excitani a emisni vinové délce.
6. Zpracujte kalibracni zavislost a urCete hmotnostni koncentraci chininu
ve vzorku a v napoji.
7. Z méfeni podle bodu 1 vyhodnotte pfiblizné disociacni konstantu chininu
(neni povinné).
V laboratofi vyuzivaji dva studenti jeden spektrofluorimetr. VSechny ukoly ale
pIni samostatné, pouze v bodu 4 je z ¢asovych divodii mozné, aby ukazkovou
excitacné-emisni matici promérili spoleéné pouze pro jeden z obou napoju.
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Pracovni navod

1. Priprava pracovniho roztoku chininu. Ze zakladniho roztoku chininu
o koncentraci 1,25-102 mol I, ktery je v laboratofi k disposici v automatické byreté,
pripravite do odmérky 250 ml pracovni roztok chininu o koncentraci 2,5-10"° mol I

2. Priprava roztokt chininu s riiznou hodnotou pH. Do 7 odmérek na 25 ml
pfipravite fadu sedmi roztokd chininu o koncentraci 5,0:10° mol I1 s rdznou
hodnotou pH podle tabulky I.

Tabulka I: Pfiprava 25 ml roztoku o pfiblizném pH

Davkovany objem roztoku, ml

pH 0,25 M H2SO4 0,0125 M H2S04* 0,0005 M H2SO4? 0,02 M fosfatovy
tlumic¢ pH=7,5

1,3 5,0 - - -
2,1 - 10,0 - -
2,7 - 2,0 - -
3,4 - - 10,0 -
4,1 - - 2,0 -
4,3 - - 1,0 -
7,6 - - - 2,0

a Fosfatovy tlumi¢ a 0,25 M kyselina sirova jsou v laboratofi k disposici. Zfedéna 0,0125 M kyselina
sirova se pfipravi nafedénim 0,25 M kyseliny a 0,0005 M kyselina sirova se pfipravi nafedénim
0,0125 M kyseliny sirové. Pro celou praci vystaCite se 100 ml roztoku 0,0125 M kyseliny sirové a 25
ml 0,0005 M kyseliny sirové.

3. Spusténi spektrofluorimetru a mérfeni spekter. Ptistroj a pocitaC zapnete
sitovym vypinaem a na ploSe oteviete slozku Cary Eclipse. Na listu Setup nastavite
méfeni fluorescence, méreni excitaéniho nebo emisniho spektra, a spektralni Sifky
Stérbin obou monochromatori na 5 nm. Do kyvetového prostoru umistite kyvetu
s roztokem chininu o pH = 1. Pokud je jiz ukoncena inicializace spektrofluorimetru a
sviti zeleny semafor, spustite pfredbézné méreni prikazem Prescan. Zvolte pfitom
zaSkrtnutim v uvodnim dialogu zobrazeni oblasti ovlivnénych rozptylem. Pribéh
méfeni nezavisi na zvoleném typu méfeného spektra. Spektrofluorimetr nastavi
emisni (mfiZzkovy) monochromator do nultého fadu, kdy jim prochazi zareni vSech
vinovych délek, a pfi stfedni hodnoté napéti na fotonasobiCi proméfi excitacni
spektrum. PrfekroCi-li signal rozsah méfeni, spektrofluorimetr snizi napéti na
fotonasobiCi a méfeni se opakuje. Najde-li ve spektru maximum, zvoli jeho vinovou
délku jako excitacni a zméfi spektrum emisni. Pokusy pfipadné opakuje pfi vySSich
hodnotach napéti na fotonasobici. Pokud neni méfeny vzorek pfilis komplikovanou
smési fluoreskujicich latek, poskytne obvykle tento postup zakladni informaci o
poloze excitaCnich a emisnich maxim a na vysledném emisnim spektru zobrazi
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polohu ruSivych signall rozptyleného zafeni. Na zakladé tohoto postupu pak zvolite
excitaCni resp. emisni vinovou délku, rozsah méfenych spekter a proméfite emisni
resp. excitaéni spektra. Podle obr. 8 je mozno v roztoku kyseliny sirové oCekavat
v excitaénim spektru chininu jedno maximum okolo vinové délky 250 nm a druhé
v okoli 345 nm. Pro vinovou délku 250 nm jiz vyznamnou Cast zareni absorbuje
samotna plastova kyveta. Také je vétSi pravdépodobnost, Zze ve vzorku bude
pfitomna néjaka slozka, ktera toto zareni bude absorbovat. Pro stanoveni chininu je
proto vétSinou vyhodnéjSi pouzit excitaCni zafeni o vinové délce okolo 345 nm.
Napéti na fotonasobi€i nastavite tak, aby maximum emisniho spektra bylo okolo
poloviny rozsahu intenzit. V oznaCeni méfenych spekter je vhodné uvést kromé
charakteristiky méfeného vzorku také typ spektra (emisni resp. excitacni), zvolenou
konstantni excitani resp. emisni vinovou délku a pfipadné napéti na fotonasobici.
V oznaCeni nepouzivejte Carku, protoze ta je pouzivana pfi exportu do textoveého
souboru jako oddélovaC. Spektra proméfite se stejnym nastavenim i pro ostatni
roztoky pfipravené podle tabulky |. Pokud se zméni vinové délky excitacniho nebo
emisniho maxima upravite navic pfisluSné nastaveni vinovych délek a méreni
zopakujete. Seznam nameéfenych spekter je mozno zobrazit ikonou vlevo v horni
Casti okna se spektry. Lokalni menu se zobrazi pravym tladitkem mysSi. V levém
sloupci seznamu je mozno zaskrtnutim volit, ktera spektra maji byt zobrazena a ve
druhém sloupci nebo kliknutim na kfivku Ize v grafu vybrat jedno spektrum jako
aktivni. Pro toto spektrum, které se zobrazi Cervené, je mozno pfizpusobit osy
zobrazeni dalSimi tlaCitky v horni Casti grafu. Béhem méfeni jsou ve spektrech
vyhledavana maxima a jejich vinové deélky a intenzity jsou zobrazovany nad spektry a
vypisovany v Reportu. VSechna naméfena spektira ulozte hromadné (Batch) do
souboru s pfiponou FBSW, ktery budete moci znovu otevfit pouze v programu Scan,
a do textového souboru (Spreadsheet Ascii) s pfiponou csv, ktery muizete dale
zpracovavat napf. v programu Excel. Report zkopirujte pfes schranku do
poznamkového bloku a ulozte. Do souborl se ukladaji pouze spektra zobrazena
v grafu! Soubory a vSechna sva dalSi méfeni ukladejte do svého pracovniho
adresafe na disku F s nazvem QXrrmmdd, kde X = A az D oznacluje
spektrofluorimetr (od vchodu do laboratofe zleva doprava) a rrmmdd oznacduje
datum. Napf. pro druhy spektrofluorimetr zleva dne 23. fijna 2018 bude nazev
adresafe QB181023.

Poznamka 1: V laboratofi jsou k disposici plastové kyvety o ¢tvercovém prlfezu s vnitfnim rozmérem
1 cm a o vySce 4 cm. VSechny Ctyfi stény jsou priihledné a jsou ¢astecné propustné i v UV oblasti asi
do 270 nm. Pro méfeni je dllezité, aby v oblasti, kde jimi prochazi excitaéni a méfeny emisni paprsek,
byly pokud mozno dokonale prahledné. Kazda necistota nebo poskozeni povrchu zplsobi zeslabeni
méreného fluorescenéniho signalu. Nedotykejte se proto stén kyvety zhruba v oblasti spodnich 3 cm a
pfi manipulaci ji drzte spiSe za hrany v horni ¢asti. Kyvetu plfite méfenym roztokem do dostateéné
vysky asi 2,5 az 3 cm, aby excitacni paprsek dopadal zcela pod hladinu roztoku v kyveté. Pfi Cisténi
kyvetu oplachnéte vodou pfipadné s pfidavkem saponatu. Kyvety neotirejte a nelestéte, protoze se
snadno poskrabou, a tim znehodnoti. Kapky na vnéjSi sténé je mozno opatrné vysat hranou filtraéniho
papiru nebo bunic€itou vatou. Pfi plnéni roztokem staci, kdyz kyvetu nékolikrat (min. 3x) vyplachnete
méfenym roztokem. Snazte se, abyste pfitom pokud mozno nesmocili vnéjsi stény kyvety, protoze pak
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se zpravidla zméni propustnost svétla sténou kyvety. Cistotu kontrolujte prohlédnutim kyvety proti
svétlu. | slabé znecisténa okénka (ulpéné kapky, otisky prstld) zkresluji méfeni fluorescence. Pfi
vkladani kyvety do drzaku v pfistroji pokud mozno zachovavejte orientaci kyvety, protoze vlastnosti
jednotlivych okének kyvety se mohou lisit. Plastové kyvety vétSinou nejsou pouzitelné pro organicka
rozpoustédla, kterd jejich povrch pfinejmensim naleptavaji.

4. UrCeni vhodného pH pro stanoveni chininu. Na zakladé méreni z pfedchoziho
bodu zvolite prostfedi, které je pro fluorimetrické stanoveni chininu nejvhodné;si.
Toto prostfedi pouZijete ve vSech dalSich méfenich. Pfi volbé prostfedi se nemusite
omezit pouze na sloZeni podle Tabulky |. Prostfedi volte tak, aby intenzita
fluorescence byla vysoka a neménila se pfilis se zménou pH, to znamena, aby
metoda stanoveni byla robustni. Pfihlédnete také k tomu, aby pfiprava roztokl byla
co mozna jednoducha.

5.  Orienta¢ni proméreni signalu vzorku. Do jedné odmérky na 25 ml odmérite 1 ml
zadaného vzorku a do druhé 1 ml analyzovaného napoje. V obou odmérkach
upravite prostfedi podle zavérl z pfedchoziho bodu. Pro tyto roztoky proméfite
excitaéni a emisni spektra. Posoudite, zda ve spektrech vzorku napoje neni patrna
pfitomnost jiné komponenty, ktera by mohla svou fluorescenci ovlivnit stanoveni
chininu. Namérena spektra uloZite spolu se spektry namérenymi v bodu 3.

6. Proméreni excitacné emisni matice roztoku napoje. Zatimco budete pfipravovat
roztoky podle nasledujiciho odstavce, proméfi spektrofluorimetr automaticky celou
excitacné emisni matici roztoku napoje. Ze seznamu zobrazenych spekter odstranite
vSechna dosud naméfena a jiz ulozena spektra. Do kyvetového prostoru umisite
kyvetu napinénou roztokem napoje z pfedchoziho bodu. Podminky pro méfeni
excitaéné-emisni matice budou stejné, jako pfi méfeni spekter. Pouze v pfipadé, Ze
spektra pfesahovala rozsah méfeni, snizite pfiméfené napéti na fotonasobici. Dale
zvolite rezim 3D, méfeni emisnich spekter v rozsahu (Start) 300 nm az (Stop) 600
nm s intervalem (Data interval) 5 nm, excitaci (Excitation) 250 nm s koncovou
hodnotou (Ex. Stop) 600 nm a s krokem (Ex. Increment) 5 nm. Proméfeni matice
pfi méfeni jednoho bodu (Averaging time) 0,1 s trva asi 10-15 minut. Naméfena
spektra ulozite. Matici mlUzete zobrazit tfirozmérné bud jako Contour Graph nebo
v 3D pohledu, ktery vyuziva program Grams. V grafech je za osu X pokladana vinova
délka mérenych spekter, ktera je zadana hodnotami Start, Stop a Data interval, za
osu Y intenzita, a za osu Z druha vinova délka (nebo delta pro synchronni spektra),
jejiz koncova hodnota a krok je zadavan v €asti 3D na listu Cary v okné Setup. Stejné

hodnoty je tfeba znovu zadat pro osu Z po volbé zobrazeni Contour nebo Grams 3D.
Poznamka 2: Za takto zvolenych podminek bude do excitané-emisni matice zahrnuta i oblast
rozptyleného zafeni. Je to mozné, protoze jsou méfeny pomérné koncentrované roztoky, kdy
vystadime s nizkou citlivosti spektrofluorimetru (s nizkym napétim na fotonasobici). Rozptylené zafeni
pro c&iré roztoky ma v tomto pfipadé srovnatelnou intenzitu s fluorescenénim signalem a
pravdépodobné nepfesahne rozsah spektrofluorimetru. Pokud bychom 3D spektra zaznamenavali
jako synchronni, mohli bychom se pohodiné vyhnout rozptylenému zafeni. Synchronni 3D spektra
jsou ale méné nazornd, protoZze excitani a emisni spektra jsou pfedstavovana diagonalnimi fezy a
nikoliv fezy rovnobé&znymi s osami vinovych délek. Takové fezy se daji snadno zobrazit v bodech
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zvolenych v presentaci Contour Graph i v 3D pohledu programu Grams, ktery navic umoznuje
libovolné nataceni objektu.

7.  Priprava kalibracnich roztokti a naredéni vzork(. Pro zvolené prostiedi
pfipravite 6 kalibraCnich roztoku s koncentraci rostouci rovhomérné od nulové do
maximalni hodnoty. Ani pro roztok s nejvy$Si koncentraci by se nemél zietelné
uplatnit efekt vnitfniho filtru. Proto jeho koncentraci zvolite tak, aby pro excitacni
vinovou délku byla absorbance v kyveté o tloustce 1 cm nizSi nez 0,03.
Fluorescen¢ni signal by také nemél byt zbyteCné slaby, proto by méla byt
absorbance kalibracniho roztoku s nejvySSi koncentraci vysSi nez asi 0,02.
Absorpcni spektrum chininu je na obr. 8, v kyselém prostfedi je molarni absorp¢ni
koeficient chininu pro maximum na vinové délce 348 nm 5700 | mol* cm™. Zadany
vzorek naredite na zakladé vysledku z bodu 5 tak, aby jeho koncentrace lezela spise
v horni poloviné kalibracni zavislosti, kde lze ocCekavat nizSi relativni nejistotu
vysledku. Pfipravite paralelné tfi stejné nafedéné roztoky. Pfi analyze napoje budete
postupovat metodou pridavku standardu. Do dvou odmérek na 25 ml (pfipadné 50 ml
nebo 100 ml) odméfite takovy objem napoje, aby koncentrace chininu lezela po
doplnéni po znacku okolo poloviny kalibraéni zavislosti, protoZe v rozsahu kalibracni
zavislosti by mél lezet i signal pro roztok s pfidavkem standardu. Do druhé odmérky
(25 ml) pak navic pfidate 2 ml pracovniho roztoku chininu o koncentraci 2,5-10"
5 mol I'Y. V8echny roztoky vzork(i nafedéné pro méfeni museji mit stejné upravené
prostfedi jako kalibraCni roztoky.

Poznamka 3: Pro pfipravu kalibracnich roztoki a nafedénych vzorkU je k disposici mikropipeta
s nastavitelnym objemem do 1 ml. Kalibradni roztoky i vzorky je vhodné pfipravit opakovanym
davkovanim se stejnym nastavenim mikropipety, ¢imz se eliminuje vliv pfipadné systematické
odchylky davkovaného a nastaveného objemu. Vyrobce udava pfi odméfovani objemu 1 ml preciznost
lepsi nez 0,15%. Je ale tfeba dodrzovat nékteré zasady, které jsou shrnuty v Dodatku 3.

8. Stanoveni chininu ve vzorcich. Spustite a aktivujete aplikaci Simple Reads.
Nastavite excitaCni a emisni vinovou délku podle pfedchoziho méreni, ostatni
volitelné podminky (Stérbiny, filtry, napéti na fotonasobi€i) budou stejné jako pro
méfeni spekter. Pro kazdy pfipraveny roztok zmérite (alespon) 10 hodnot, které se
zaznamenaji ve vypisu méfeni. Roztoky proméfte nejlépe v pofadi: 6 kalibracnich
roztokd od nulové do maximalni koncentrace, tfi roztoky vzorku, roztok samotného
napoje a roztok napoje s pfidanym standardem. Oteviete aplikaci Poznamkovy blok
(Notepad) a vysledky z vypisu pfenesete pres schranku do Poznamkového bloku a
ulozite jako textovy soubor. K vyhodnoceni koncentraci a jejich nejistot je na
pocitagich v kofenovém adresafi na disku F k disposici soubor QX19mmdd.xls, ktery
Ize otevfit v programu LibreOffice Calc. V tomto souboru jsou pfipraveny dva listy pro
vypocCty koncentrace metodou vazené linearni regrese. Soubor zkopirujete do svého
pracovniho adresafe a pFfejmenujete podobné jako pracovni adresaf. Do volného
mista na jednom z obou listl pfenesete pres schranku namérené signaly ze souboru
otevfeného v poznamkovém bloku. Zde hodnoty signalu oddélite od pofadového
Cisla méfeni pfikazem Data/Text to Columns, usporadate vedle sebe vzdy 10
naméfenych hodnot kazdého roztoku ve vySe uvedeném poradi a transponované
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pfenesete (Copy, Edit/Paste Special) do odpovidajicich policek D10:M20 na listu.
Na listu je spocCten pramér signall a zpracuje se jak linearni, tak i kvadraticka
kalibracni zavislost metodou vazené linearni regrese (viz Dodatek 1). Po zadani
odméfovanych objemU jsou spocteny i obsahy chininu ve vzorcich. Vypodtené
hodnoty naleznete ve sloupci N a jejich nejistoty ve sloupci O. Na zakladé testu
koeficientu u kvadratického €lenu kalibracni zavislosti (Q50:R50) posoudite, zda vase
méfeni prokazuji jeji zakfiveni. Podle toho zvolite odpovidajici typ kalibrace pro
uréeni koncentrace chininu ve vzorcich. Do protokolu uvedete primérné hodnoty
signali pro kalibraéni zavislost a vzorky, parametry pouzité kalibracni
zavislosti a provedete kontrolni vypocéty koncentraci, zjevné vytéznosti a
prepoctu koncentraci na puvodni vzorky. Podle hodnoty zjevné vytéznosti
posoudite, zda matrice napoje ovliviiuje fluorescenci chininu (viz Dodatek 2).
Vysledné hmotnostni koncentrace chininu uvedete véetné nejistoty nebo
rozSirené nejistoty a koeficientu rozsSireni, které prenesete z vypoctu
v programu LibreOffice Calc nebo Excel. Nejistota se uvadi nejvySe na dveé platné

cifry a samotna hodnota na stejny pocet desetinnych mist jako nejistota.

Poznamka 4: Program Cary Eclipse obsahuje rovnéz aplikaci Calibration, ktera vyhodnocuje
kalibrani zavislosti a vypocitava koncentrace. Pouziva ale metodu nevazené linearni regrese, nema
prostfedky pro posouzeni linearity kalibracni zavislosti a neposkytuje zadnou informaci o nejistoté
vysledku. Zde uvedeny postup se pro ziskani téchto informaci jevi momentalné jako nejschidnéjsi.

Pro ukol €. 7 uvedete do protokolu postup pfi vyhodnocovani disociaCni konstanty
chininu a vyslednou hodnotu pKi. Pfi vypocétu disociacni konstanty muzete
postupovat (napfiklad) podobné, jako pfi FeSeni pfikladu 10.13 na str. 88 ve skriptech
Priklady z analytické chemie pro bakaléfe (Volka K. a kol., VSCHT Praha, 2. vydani,
verze 1.0, 2010) (https://vydavatelstvi.vscht.cz/katalog/publikace?uid=uid_isbn-978-
80-7080-743-9). Na str. 88 je také v horni ¢asti navod, jak by se mélo pfi feSeni
pfikladu postupovat. Pfi vyhodnoceni fluorescence je tfeba misto absorpcnich
koeficientd pouzit pomér intenzity fluorescence a koncentrace pro jednotlivé formy.
Za spektra Cistych forem je mozno pfiblizné pokladat spektra zmérena pfi pH 2.7
(forma BH2?*) a 7.4 (forma BH").
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Kontrolni otazky

© ® N o

Co je to emisni fluorescencni spektrum?

Co je to excitani fluorescencni spektrum a jaky bude postup pfi méfeni
excitaéniho a emisniho spektra na spektrofluorimetru vybaveném excitacnim
a emisnim monochromatorem?

Jaké déje probihaji v molekulach fluoreskujici latky pfi buzeni a emisi
fluorescencniho zafeni a jaka nerovnost proto plati mezi vinovou délkou
excitaéniho a emitovaného zareni?

Jak zavisi tvar emisniho spektra na excitaCni vinové délce pro jednu
fluoreskuijici latku a pro smés fluoreskujicich latek?

Jak zavisi tvar excitaCniho spektra na emisni vinové délce pro jednu
fluoreskuijici latku a pro smés fluoreskujicich latek?

Co je to pravidlo zrcadlové symetrie?

Jak zavisi fluorescencni signal na koncentraci fluoreskujici latky v roztoku?
Jaka je souvislost mezi absorpcnim a excitacnim spektrem?

Co je to efekt vnitiniho filtru a reabsorpce?

Co je to korekce fluorescencnich spekter a jaké jsou hlavni pficiny zkresleni
nekorigovanych excitaénich a emisnich spekter?
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DODATEK 1: VYHODNOCENI KALIBRACNI ZAVISLOSTI V PRACI FLUORIMETRIE

V této praci se k vyhodnoceni dat metodou kalibracni zavislosti pfilis nehodi
bézna metoda linearni regrese, protoze pouziva predpoklad homoskedasticity, tj.
konstantni nejistoty zavisle proménné v celém jejim rozsahu (obr. 9a). Tento
pfedpoklad ale pfi fluorimetrickém stanoveni neni zpravidla splnén a rozloZeni
experimentalnich bodu v kalibracni zavislosti se vice blizi obr. 9b. V takovych
(heteroskedastickych) pfipadech je obvyklé pouzit metodu vazené linearni regrese,
ktera bere rozdily v nejistoté zavisle proménné do uvahy, vyzaduje ale pfedbé&znou
znalost nejistot zavislé proménné pro jednotlivé experimentalni body. Pokud je k
disposici dostatecné velky pocet bod, jako je tomu na obr. 9, miZzeme proménlivost
nejistoty odhadnout z téchto dat. V laboratofich je vSak kalibracni zavislost
zkonstruovana pouze ze 6 bodul. Pak je tfeba vychazet z poznatku ziskanych béhem
validace metody nebo pouzit pro nejistoty dobfe zdlivodnény model.

1.2 1.2

0.8

y 0.6 1

0.4 4

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

a. b.
Obr. 9: Linearni zavislost s konstantni nejistotou zavislé veliiny (a) a s nejistotou
umeérnou této veli€iné (b)

Pfi fluorimetrickém méfeni jsou hlavni pfispévky k nejistot€ méfeného signalu
pfiblizné pfimo umérné urovni tohoto signalu. Sem patfi faktory jako napf. nestabilita
zdroje excitaCniho zafeni, obsah dalSich sloZzek vzorku, které absorbuji zafeni,
poloha kyvety, svételné ztraty odrazy na sténé kyvety a na necistotach a Castecné
také nejistota fotometru méficiho zafivy tok. Do nejistoty méfeného signalu se
promita také nejistota koncentrace kalibracnich roztoku. Ta by podle pfedpokladu, z
nichZz metoda linearni regrese vychazi, méla byt zanedbatelna, ale ve skute€nosti
tomu tak nemusi byt. Pfi fedéni spiSe byva konstantni relativni nejistota koncentrace
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vysledného roztoku, na niz se podili napf. proménna teplota, doplfiovani odmérky po
znacku, nejistota kalibrace odmérného nadobi, u pipet kalibrovanych na vyliti podil
kapaliny ulpély na sténach a ve SpiCce pipety, odparovani rozpoustédla nebo
odparek a necistoty, které se oplachnou z hrdla nadoby pfi vylévani roztoku.

Pfi nizkych urovnich zafivého toku je nejistota jeho méfeni umérna druhé
odmocniné zafivého toku. Je tomu tak v pfipadé€, kdy signal vznika zprimérovanim
fotoproudu generovaného nizkym poctem fotonu, protoZe jejich pocCet se Fidi
Poissonovou statistikou.

Jen mensi Cast nejistoty méfeného signalu nezavisi na urovni tohoto signalu.
K této Casti pfispiva napf. rozptylené zareni, fluorescencni zafeni necistot, parazitni
svétlo z okoli, které se dostane k detektoru, a Caste¢né nejistota fotometru méficiho
zarivy tok. Z téchto davodu se jako pfiméfeny model nejistoty signalu jevi linearni
zavislost mezi nejistotou a signalem.

Odhad parametru zavislosti a nejistot metodou linearni regrese

Metoda linearni regrese predpoklada, ze plati linearni zavislost mezi zavisle
proménnou veli¢inou y a jednim nebo nékolika ¢leny (promé&nnymi) xk ve tvaru

Y = Xlecq Qe Xk (12)

kde ax jsou konstanty a p je poCet €lenl. Metoda linearni regrese poskytuje odhad
koeficientl ax a pfipadné i dalSich parametrl na zakladé fady n hodnot y; uréenych
pro n kombinaci €lenld xx (i=1..n). Pfitom hodnoty yi jsou zatizeny nejistotou, o niz
bézna metoda linearni regrese predpoklada, Ze je konstantni v celém rozsahu
hodnot y. Nejistota Clenl x«i se pfedpoklada nulova. Metoda linearni regrese urcuje
odhady parametrl dx jako hodnoty, které poskytuji minimalni hodnotu souctu druhych
mocnin residudlnich odchylek, tj. rozdild hodnot yi a hodnot y; vypoc&tenych ze vztahu

y=zz=1&kxki i = 1,..,77. (13)
Minimalizace (residualniho) souctu ¢tvercu

A ~ 2
Sres = 21 (Vi — 9% =X (vi — X0y ke xki) (14)

vyzaduje, aby jeho parcialni derivace podle v8ech koeficientl & byly nulové, coz
vede na soustavu p linearnich rovnic pro odhady koeficientl dx ve tvaru

oYXy = Xk A X g Xy l=1,..,p (15)

resp.
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S; =2k _1 QxS I=1,..,p (16)
Soucty

Si =X Yixu (17)
jsou linearni funkci yi, zatimco ¢tvercova a symetricka matice soustavy

Sk1 = iz1 XkiXii k,l=1,.,p (18)

zavisi pouze na hodnotach xxi a na hodnotach yi nezavisi. Znamena to, ze ani
inversni matice S neni na hodnotach y; zavisla a reseni

a, = X7, SiSii’ (19)

je prostfednictvim souctd S; linearni funkci hodnot yi. Nejistotu odhadld téchto
koeficientll je tak mozno urcit podle jednoduchych pravidel o Sifeni nejistot, pokud
urCime nejistotu hodnot y. Pokud neni znamo nic jiného, poklada se za tuto nejistotu
jeji odhad 3, z residualniho souctu Ctvercl (14) podle vztahu

A Sres
532, = E (20)

Nejistota odhadnutych koeficientl a, je pak dana diagonalnimi prvky inversni matice

u(@y) =3y, /5}3(“ (21)

Podobné i odhad hodnoty yo odpovidajici danym hodnotam ¢lenl x«o (k=1..p) je
zatiZzen nejistotou, kterou je mozno urcit ze vztahu

u(¥o) = §y\/22=1 Zle xk,OSIicr;cv X1,0 (22)

VySe popsany zpUsob vyhodnoceni je pouzivan i v analytické chemii k
vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti analytického signalu y na obsahu analytu x. Tato
zavislost na obsahu x byva Casto linearni, mize byt ale popsana napf. polynomem
vy$siho stupné, kdy scitanci ve funkénim vztahu jsou nasobky mocnin 1, x, x2,.., x4,
kde d je stupen polynomu. Prvy ¢len uruje usek na ose y.

Na kalibrani zavislosti se ze zméfené hodnoty signalu Y odecita odpovidajici
hodnota obsahu X. V nejistoté, se kterou hodnotu X urdime, se projevi kromé
nejistoty kalibrace podle vztahu (22) i nejistota, se kterou byla zméfena hodnota
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signalu Y. Nejistotu hodnoty X uréime jako podil celkové nejistoty signalu Y a
a

smérnice kalibraCni zavislosti @ vdaném bodé. Pro kalibraci ve tvaru polynomu
stupné d bude

4 1 inv
u(X)? = 5 [u)? + 85 T Tl X S X'] (23)
Pro linearni zavislost y na x vyplyva z tohoto postupu i znamy vztah (24) pro

nejistotu obsahu X odhadnutého z kalibragni zavislosti pro priimérnou hodnotu
signalu Y ziskanou z m méreni

uD) =G o)

(24)
kde @, je (odhadnuta) smérnice zavislosti, veli€ina

Z?=1 Yi
n

y = 25)

je stfedni hodnota signall yi kalibraéni zavislosti a Qxx je rozptyl hodnot xi kalibraéni
zavislosti okolo stfedni hodnoty x:

Qxx = 2?:1(xi - f)z

(26)
Odhad parametru zavislosti a nejistot metodou vazené linearni regrese
Metoda vazené linearni regrese odhaduje koeficienty a dalSi veli€iny
minimalizaci vazeného souctu
_ 5 _ P A 2
Sres,w - Z?:l Wi (yi - yi) l 1 Wi (yl Zk:l ay xki) (27)

kde wi jsou vahy pfikladané jednotlivym bodim. VySsi vaha je pfikladana bodim
s menSi nejistotou hodnoty y podle vztahu

K
Wiz W07 (28)
a koeficient K se voli tak, aby soucet vah byl roven po&tu bodd n. Je tedy
K = Sa— . (29)
i=1 u(yi)z
a plati téz
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T wiu(yy)? Y owiu(y)? _ 2
K = 1w = 1 = W] u(y]) (30)

n Z?:l wi

To znamena, Ze koeficient Kje roven vazenému kvadratu nejistoty, tj. soucinu
kvadratu nejistoty a vahy, pro kazdy bod i jejich vazenému priméru a nahrazuje
jednu hodnotu nejistoty pfi linearni regresi s konstantni hodnotou nejistoty. Stoji za
povSimnuti, Ze vahy a proto ani odhady parametrli zavislosti nejsou zavislé na
absolutni velikosti nejistot pro jednotlivé body, ale pouze na jejich vzajemném
poméru. Pokud zvétSime vSechny nejistoty ve stejném poméru, vahy ani odhady
samotnych parametrl to neovlivni. Nezméni se ani minimalizovany residualni soucet
Ctvercll, zméni se ale odhady nejistot nékterych odvozenych parametra.

DalSi postup je podobny jako pro metodu linearni regrese s konstantnimi
nejistotami. Parcialni derivace vedou na soustavu linearnich rovnic pro koeficienty dx
ve tvaru

M W Y Xy = Dpeq G Dieq Wi Xp X l=1,..,p (31)

ti. ve stejném tvaru jaky ma soustava rovnic (16), kde ale nyni vystupuji vazené
soucty

Siw = Xi=1 Wi YiXii (32)
které jsou opét linearni funkci yi, zatimco matice soustavy

Skiw = i=1 Wi XjiXy; (33)
zavisi pouze na hodnotach x«i a vahach wi a nezavisi na hodnotach yi. Znamena to,
ze vypocet odhadl koeficientl dx je analogicky jako pfi nevazené regresi (rovnice
19). Dokonce i pfi ur€ovani nejistot koeficientll jsou vztahy stejné s tim, ze kvadrat

nejistoty hodnot y se nahradi vazenym kvadratem nejistoty, tedy konstantou K, a ta
se analogicky vztahu (20) odhadne z vazeného residualniho souctu &tvercua (27)

SI'ES,W
K = S)%,W = E (34)

Pfi urCeni nejistot hodnot X odhadnutych z regresni zavislosti je ale tfeba pouzit
také nejistotu hodnoty Y odpovidajici pfisluSné oblasti a nap¥. vztah (24) prejde na

5\ 2 1 {u(y)? Sz,w SZ,W(Y_:)_/W)Z
u(X)" = a—%( +y—+y—> (35)

~2
m n afQxxw
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Pro urgeni nejistoty X tedy potfebujeme pouzit i konkrétni nejistotu hodnoty Y
v dané oblasti plynouci z pouzitého modelu s ur¢enou hodnotou konstanty K.

PouZziti souboru pro Excel (LibreOffice Calc) v laboratofi

V laboratofi je pro zpracovani kalibraéni zavislosti na pocitaCich k disposici
pfedem pfipraveny soubor pro program Excel nebo LibreOffice Calc. Obsahuje dva
stejné listy, z nichz jeden nepouzity pfejmenujete na své jméno. Nebudete zasahovat
do druhého listu s daty kolegy. Po upravach ukladate vzdy cely soubor pod
puvodnim jménem.

Vstupni data jsou zadavana do Zluté podbarvenych bunék. Koncentrace
kalibracnich roztokl v oblasti C10:C15 jsou pocitany z pipetovanych objemu
pracovniho roztoku chininu, které uvedete do oblasti B10:B15. Pro kazdy roztok v
kalibraci i pro vzorky vlozite 10 hodnot zméfenych spektrofluorimetrem do oblasti
D10:M20. K dalSimu vyhodnoceni jsou pouzity praméry téchto hodnot spoctené
v oblasti N10:N20. Pipetované objemy pro roztoky vzorka se zadavaji do oblasti
N21:N27. Prvy graf na listu zobrazuje kalibracni zavislost vyhodnocenou metodou
bézné (nevazené) linearni regrese. V druhém grafu je znazornéna zavislost
smérodatné odchylky priméru z deseti méfeni signalu na velikosti signalu.

Odhady koeficientl kalibracni zavislosti jsou spocteny v oblasti N34:N35
(N48:N50) pro linearni (kvadratickou) zavislost. Z téchto hodnot a ze zméfeného
signalu pro vzorek je urCena koncentrace chininu v méfeném roztoku v burice N37
(N52) a prepocCtena na fedéni a na hmotnostni koncentraci v oblasti N38:N39
(N53:N54).

Koncentrace roztoku napoje a roztoku napoje s pfidavkem standardu je
spocCtena z kalibrani zavislosti v oblasti N40:N41 (N55:N56). Z téchto hodnot je
spoctena zjevna vytéznost R v bufice N42 (N57) jako podil jejich rozdilu ku pfidané
koncentraci chininu. Touto hodnotou je vydélena koncentrace roztoku samotného
napoje a prepoCtena na Fedéni a hmotnostni koncentraci v oblasti N43:N44
(N58:N59). V bunce N45 (N60) je pro srovnani pfimo pfepocCtena koncentrace
chininu zméfena v roztoku napoje na fedéni a hmotnostni koncentraci. Tato hodnota
je vysledkem analyzy, pokud matrice napoje neovlivni fluorescencéni signal chininu (R
=1).

Pfi odhadu parametrli kalibracni zavislosti se predpoklada linearni zavislost
nejistoty signalu na hodnoté signalu. V bunce Q2 je mozno zménit hodnotu, ktera
udava, kolikrat ma byt nejistota minimalniho signalu niz8i oproti nejistoté signalu
maximalniho. (Pokud se sem zada hodnota 1, pfejde vyhodnoceni na béZnou
metodu linearni regrese s konstantni nejistotou signalu.) Na zakladé této zavislosti
jsou urCeny v oblasti Q10:Q20 relativni hodnoty nejistot signald a z nich jsou v
bunkach R10:R15 spocteny vahy jednotlivych kalibragnich bodl. Ty jsou pouzity pFi
vazené linearni regresi a poskytnou kromé odhadu koeficientl kalibraéni zavislosti
také hodnotu syw v bunice N36 pro linearni a v bunce N51 pro kvadratickou kalibracni
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zavislost. Na jejich zakladé je pak v bunce O6 urCena konstanta K, a v burikach
010:020 je vytvoren model zavislosti nejistoty signalu na jeho velikosti. Zda je model
vytvofen pro linearni nebo kvadratickou zavislost urCuje hodnota v bufice O2 (pro 0 je
model spocCten pro linearni kalibraci, pro nenulovou hodnotu je zvolena kalibrace
kvadraticka). Z tohoto modelu jsou pak pocitany nejistoty koncentraci spoc¢tenych ze
signalu pro vzorky v oblasti O37:045 (052:060). Nejistoty objemu0 jsou uvedeny v
oblasti 021:027.

V oblasti T37:T60 jsou spocteny nejistoty vyslednych hodnot s vyuZzitim
Kragtenova schématu (T7:AL60) a jsou pouzity u vysledkl ziskanych metodou
pfidavku standardu. V oblasti F37:G41 (F58:J62) je pro srovnani proveden vypocet
parametru kalibra¢nich zavislosti obvyklou metodou nevazené linearni regrese.

V buikach Q34:Q35 a Q48:Q50 je ovéfovano, zda jsou koeficienty kalibrani
zavislosti statisticky vyznamné odliSné od nuly. Jestlize se pro kvadratickou
kalibracni zavislost (burfika O2#0) objevi v bufice Q50 "false", neni kvadraticky
koeficient statisticky vyznamny a pouzijeme vysledky z linearni kalibrace poté, co
v bufice O2 nastavime nulovou hodnotu.

DODATEK 2: KOMENTAR K METODE PRIDAVKU STANDARDU

Rada analyz vyZaduje, aby byl analyt ze vzorku pfed vlastnim méfenim nejprve
izolovan v precCisténé formé. Pouzivaji se k tomu rizné separacni metody jako
extrakce, chromatografie apod., které jsou doprovazeny ztratami analytu. Velikost
ztrat popisuje vytéznost metody R (Recovery), coz je pomér mnozstvi analytu
obsaZeného v izolovaném podilu n1 ku mnozZstvi analytu pfitomného v plvodnim
vzorku nx. K ur€eni vytéZnosti se pouzivaji analyzy referen¢nich materialt, u kterych
je znam obsah analytu. Jinou mozZnost poskytuje metoda pfidavku standardu, kdy se
k druhé stejné alikvotni ¢asti vzorku pfida znamé mnozstvi analytu ns. Pro prvou ¢ast
vzorku plati

n, = Rn, (36)

Pokud pfidany standard analytu bude izolovan se stejnou vytéznosti jako analyt
obsaZeny ve vlastnim vzorku, bude pro izolovany podil z druhé ¢asti vzorku nz platit

n, = R(ny + ny) (37)
Odectenim rovnic ziskame vztah
n, —ny = Rng (38)

a pro vytéznost R
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= (39)

Nns

Obsah ve vzorku ziskame z hodnoty ni po opravé na vytéznost délenim

e = (40)

Po formalni strance se podobné muzZe projevit vliv pfitomnosti dalSich
komponent, které vzorek obsahuje, na analyticky signal, v nasem pfipadé na
intenzitu fluorescence. Jestlize nékteré slozky ze vzorku budou zhaset fluorescenci,
bude intenzita fluorescence snizena, a hodnota koncentrace odectena z kalibraéni
zavislosti zmérfené bez pfitomnosti téchto slozek bude nizSi, nez odpovida
skuteCnosti. Podil koncentrace ziskané takto z kalibracni zavislosti ke koncentraci
pfitomné ve vzorku je oznaCovan jako zjevna (zdanliva) vytéznost (Apparent
Recovery). | vtomto pfipadé je Casto pro vyhodnoceni analyzy vhodna metoda
pfidavku standardu. V této praci pouzivame pfi analyze napoje dvé odmeérky o
stejném objemu a do kazdé z nich pipetujeme stejny objem vzorku. Do druhé
odmérky pfidame navic znamé mnozstvi standardu. Zjevnou vytéznost R
vyhodnotime ze vztahu

C2 —C1

R= (41)

Cs

kde v Citateli je rozdil zméfenych koncentraci analytu c2 a c1 pro obé odmérky a ve
jmenovateli je zvySeni koncentrace analytu ve druhé odmérce zplsobené pfidavkem
standardu c;. Pfipadné zhaSeni fluorescence se projevi hodnotou zjevné vytéznosti
vyznamné mensi nez 1.

Pfi ur€ovani nejistoty vysledku ziskaného metodou pfidavku standardu podle
Kragtenova schématu je tfeba pro zahrnuti vlivu nejistoty pipetovanych objeml
vzorku a objemu odmérek pouzit k vypoctu vytéznosti a koncentrace obecnéjsi vztah
pro pfipad, kdy tyto objemy nejsou pro oba roztoky stejné. Pro prvy roztok bude pro
zmérenou koncentraci analytu c1 platit

¢, = R4 (42)

Vo1

kde cv je hledana koncentrace analytu v analyzovaném roztoku (vzorku), V1 je objem
analyzovaného roztoku odpipetovany do prvé odmeérky o objemu Vo1 a R je hodnota
zjevné vytéznosti. Pro druhy roztok bude zmé&fena koncentrace c2

CyVya+¢CsVs

¢, =R
2 Vo2

(43)
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kde V\2 je objem analyzovaného roztoku odpipetovany do druhé odmérky o objemu
Vo2, Cs je koncentrace pfidaného roztoku standardu a Vs jeho objem.
Upravou ziskame z rovnice (42)

€15 = Rey (44)

v1i

a z rovnice (43)

Cy oz — Rcy + Reg— (45)

Vi
Vy2 V2
Z rozdilu obou rovnic plyne pro vytéznost R vztah

sz_ 1@
1% |4
R — V2 v V1 (46)

S
Cs Vv2

Vypodctena hodnota vytéznosti se pouzije k ur€eni obsahu analytu ve vzorku cv podle
rovnice (42).

Jestlize jsou objemy vzorku pfidané do obou odmérek stejné (Vv1=V.2), lze
rovnici (46) prepsat jako

R = C2 Vo2—C1Vo1 — M- (47)
CsVs ns

kde v Citateli je zméfeny pfirastek latkového mnozstvi analytu porovnavany
s pfidanym latkovym mnozstvim standardu ve jmenovateli. Jsou-li i objemy obou
odmeérek stejné (Vo1=Vo2), zjednodusi se rovnice (42) dale na rovnici (41), protoze

R = CZ—_VZl - % (48)
CSV_OZ s
kde
€= co=- (49)

je pravé zvySeni koncentrace v druhé odmérce zpusobené pridavkem standardu.

DODATEK 3: ZASADY PRO PRACI S MIKROPIPETOU

Mikropipety, jimiZ jsou laboratofe vybaveny, jsou uréeny pro davkovani kapaliny
vrozsahu 0,1 az 1 ml. Kapalina je nasavana do vyménitelné SpiCky, ktera je
nejCastéji vyrobena z polypropylenu, pistovym mechanismem. Pohyb pistu je na
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kapalinu pfenasen sloupcem vzduchu. Davkovany objem je uréen zdvihem pistu,
ktery je nastavovan Sroubem. Sroubem lIze otadet bud spodni &asti pistového
tlaCitka, nebo koleCkem v horni ¢asti mikropipety. To jinak slouzi pro pfipadnou
kalibraci mechanismu. Nastaveny objem je vidét na Ciselniku v horni C&asti
mikropipety. PFi stisku pistového tlacitka se pist nejprve zarazi v poloze, ktera
odpovida nastavenému objemu, pfi silnéjSim stisku se dostane do spodni krajni
polohy, coZz umozni pfipadné odstranit ze SpiCky i zbytky kapaliny, ktera ulpi na
vnitfnich sténach Spicky a teprve dodatecné se shromazdi v jeji spodni Casti.

Pfi pouzivani mikropipety je tfeba dodrzovat nékolik zasad.

Pistem pohybujte vzdy zvolna a rovhomérné. V krajnich polohach by se nemélo
ozvat vyrazné cvaknuti.

Kapalina se nesmi dostat do vnitfni ¢asti mikropipety. Proto nesmi byt pohyb
pistu prudky, nesmi se mikropipeta obracet Spi¢kou vzhlru ani se nesmi pokladat
drzaku ve svislé poloze.

Objem se nesmi nastavovat mimo uréeny rozsah. Pro pfesné nastaveni se
k cilové hodnoté pfiblizujte smérem od vysSich hodnot a to alespon o tretinu otacky
Sroubu.

Pfi praci by mikropipeta méla byt ve svislé poloze. Pfipadny naklon snizuje
spravnost odméreného objemu.

Pfi nasavani do Spicky by mél byt konec SpiCky ponofen do kapaliny co
nejméné. Tim se snizi moznost, Ze kapalina ulpi na vnéjSich sténach SpiCky a
pfenese se do cilové nadoby. Pfi vySSi hloubce ponoru také hydrostaticky tlak stlaci
sloupec vzduchu v pipeté a tim se ovlivhi mnozstvi kapaliny nasaté do Spicky.
Hloubka doporuc¢eného ponoru zavisi na objemu, pro ktery je mikropipeta urCena.
Pro typ pouzivany v laboratofi by mél byt konec Spicky asi 2 az 3 mm pod hladinou.

Je tfeba dbat na to, aby se do Spicky spolu s kapalinou nedostaly bubliny
vzduchu.

V pripadé, ze je tfeba z vnéjsi stény Spicky odstranit kapky kapaliny, odsajte je
savym materialem. Nesmite se ale pfitom dotknout otvoru Spicky, aby se nevysala i
kapalina z jejiho vnitfniho prostoru.

Spicku nasadte na konec mikropipety a pevné dotlaéte za mirného otadeni, aby
se dosahlo vzduchot&sného upevnéni. Spicku je vhodné nékolikrat smogit
davkovanou kapalinou, aby se smocily stény Spicky a vnitfni prostor nad kapalinou
se nasytil jejimi parami.

Pfed pouzitim zkontrolujte t€snost mechanismu mikropipety a nasazené Spicky.
Nasajte do Spicky kapalinu a zkontrolujte, zda samovolné nevytéka nebo se na
SpiCce nevytvareji kapky. V opaéném pfipadé nemulze byt odméfovani objemd
spolehlivé.
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Obr. 10: Postup pfi davkovani vzork mikropipetou.

Pfi nejCastéjSim zplusobu davkovani (forward pipetting - obr. 10) nejprve
stisknéte pist do prvniho odporu (A). Pak ponofte konec Spicky 2 — 3 mm pod
hladinu. Pak zvolna a plynule uvolnéte pist do horni polohy (B), vyCkejte asi 1 s a
vyjméte Spicku z kapaliny. Pfi vyjimani z kapaliny se dotykejte koncem Spicky stény
nadoby, aby se odstranila kapalina z vné&jsi stény Spicky. Koncem Spicky se dotknéte
Spickou stény cilové nadoby pod uhlem 10 az 40 stupnd, pist zvolna stisknéte az do
prvniho odporu (C) a vycCkejte asi 1 s. Stisknéte pist na druhy doraz a vytlacte
pfipadnou zbyvajici kapalinu ze 3picky (D). S pistem stisknutym na doraz tahem
podél stény nadoby vyjméte SpiCku z nadoby a uvolnéte pist (E). Pokud by to bylo
treba, napf. pfi nasledném pipetovani kapaliny o vyrazné odliSném slozZeni, uvolnéte
Spicku stiskem bilého tlacitka na mikropipeté (F).

Pfi davkovani nehomogennich kapalin, jako je krev nebo sérum, se tento postup
modifikuje. Spi¢ka se po naplnéni kapalinou ponofi do cilového roztoku, pist se stlagi
do prvého odporu, a hlavni podil kapaliny se pfrevede do cilového roztoku. Pak se
pist znovu uvolni do horni polohy, do SpiCky se nasaje cilovy roztok a znovu vrati do
cilové nadoby. Nasati roztoku se muze opakovat, az na sténach $picky nejsou patrné
zbytky puvodni kapaliny a Spicka je tak vyplachnuta cilovym roztokem. Pak se $picka
z kapaliny vyjme a v kontaktu se sténou nadoby se vyprazdni postupnym stlacenim
pistu az na druhy doraz jako tomu bylo v pfedchozim zpUsobu.

Pro davkovani kapalin viskosnich, kapalin s tendenci vytvaret pénu nebo pro
tekavé kapaliny se doporucCuje reverzni pipetovani (reverse pipetting). Pfi tomto
zpusobu nejprve stisknéte pist az na druhy doraz, ponofte Spicku 2 — 3 mm pod
hladinu davkované kapaliny a plynule uvolnéte pist do horni polohy. VycCkejte, az se
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Spicka naplni kapalinou, a vyjméte SpiCku z kapaliny. Pfi vyjimani z kapaliny se
dotykejte koncem $piCky stény nadoby, aby se odstranila kapalina z vnéjSi stény
Spicky. Do konce SpiCky nesmi vniknout vzduchova bublina. Koncem Spicky se
dotknéte Spicky stény cilové nadoby a stisknéte pist do prvniho odporu a drzte v této
poloze, az kapalina pfestane ze Spi¢ky vytékat. Pak tahem Spicky po sténé nadoby
Spicku vyjméte z nadoby a kapalinu zbylou ve Spi¢ce bud vyprazdnéte do odpadu,
nebo pfipadné vratte do plvodni nadoby s kapalinou.

Podobny postup je mozné s vyhodou pouzit pfi opakovaném davkovani
stejného objemu, kdy po vyjmuti Spicky z cilové nadoby se hned nabere dalSi davka
kapaliny.

Pro zpracovani kapitoly byly pouZity prace:
M. Hejtmének a K. Volka: Emisni fluorescencni spektroskopie ve skriptech Laboratorni cviceni
z instrumentalni analyzy. (M. Hejtmanek a kol.), str.101. VSCHT, Praha 1981.

D.T. Burns, K. Danzer, A. Townshend: Use of the Terms “Recovery” and “Apparent
Recovery” in Analytical Procedures. Pure Appl. Chem., 2002, 74, 2201.
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