Spektrofotometr

Pro méreni velicin jako absorbance a transmitance, ale nékdy napfr. i turbidance, se pouzivaji fotometry a
spektrofotometry. Zarizeni, ktera méri pfi jedné nebo jen nékolika presné definovanych vinovych délkach
monochromatického svétla, oznacujeme jako fotometry. Technicky slozitéjsi a dokonalejsi pristroje, které
umoznuji vinovou délku monochromatického svétla libovolné nastavit, nebo mérit ¢ast absorp¢niho spektra v
urcitém useku vinovych délek, se nazyvaji spektrofotometry.

Usporadani fotometru

v 7

Principidlné se fotometr i spektrofotometr skldda ze Ctyr ¢asti:

1. zdroj svétla

2. monochromator

3. oddil, ve kterém je umistén vzorek
4. detektor

Zdroj svétla

Jako zdroj svétla slouzi vhodna Zarovka nebo vybojka. Zarovky a halogenové Zarovky poskytuji zafeni o spojitém
spektru ve viditelné a infracervené oblasti, nelze je vSak pouzit pro méreni v UV oblasti. Jako zdroje ultrafialového
zareni se pouzivaji nej¢astéji vodikova nebo deuteriova vybojka. Zdrojem UV i viditelného svétla mlze byt také
napr. xenonova vybojka, Siroky rozsah vinovych délek je vsak vyvazen nékterymi nevyhodami: jeji svétlo je
slozenim spojitého a ¢arového spektra, takze jsou velké rozdily mezi intenzitami pri riznych vinovych délkach,
vybojka je velmi draha a intenzita jejiho svétla neni prilis stabilni.

Monochromator

Polychromatické svétlo nasledné prochdzi monochromatorem.
Nejjednodussi a nejlevnéjsi moznosti je zarazeni vhodného interferenc¢niho
filtru do optické drahy. Komeréné dostupné jsou dnes filtry prakticky pro
libovolnou vinovou délku ultrafialové a viditelné oblasti. Rozlisuje se
nékolik druh filtrd, jejichZz vhodnou kombinaci se sestavi filtr || siMapolopisma
pozadovanych vlastnosti. Low-pass filtry propoustéji svétlo vinovych délek

kratsich, nez je urcitd mez (cut-off). High-pass filtry naopak propoustéji jen

svétlo, které mé vétsi vinovou délku, nez je hrani¢ni vinovéa délka filtru.

Pasmové filtry propoustéji urcity rozsah vinovych délek. Protoze hranice

nebyvaji zcela ostré, uvadi se jako dolni a horni mez zpravidla takova

vinova délka, pro kterou mé filtr padesatiprocentni transmitanci ve | .

srovnani s vinovou délkou, kterou propousti nejlépe. Nékdy se také uvadi dolni homi —

stfedni vinovéa délka, kterou filtr propousti, a 3itka pasma (nebo L mer e -
. Sitka pasma a polopasma interferencniho
polopasma).

filtru

fransmitance

§ifka pasma

Obvykle dnes jako monochromdtor slouzi optickd mrizka, jejimz

naklanénim lze plynule ménit vinovou délku (napr. tzv. Czerného-Turnerdv ——
monochromator). Rozsah vinovych délek, které z monochroméatoru g L o
vychdzeji, urluje Stérbina, bud pevné nastavena, nebo rovnéz —O -
nastavitelna. Cim je 3t&rbina $irsi, tim vétsi je intenzita vychézejiciho s
svétla, ovSem za cenu mensi specifi¢nosti méreni. Naopak uzsi stérbina

zajisti presnéjsi dodrzeni pozadované vinové délky, ovsem za cenu mensi — | —

intenzity svétla a zhorseni odstupu signalu od Sumu.

vzorek I ) dateklor )

Monochromatické svétlo prochazi vzorkem. Vétsinou se pracuje s roztoky, . I |
které se pIni do standardnich kyvet s optickou drédhou 1 cm. Kyvety se v e kyveta
pristroji umistuji do kyvetatoru, ktery zajistuje jejich presnou polohu, mdze
byt temperovdn a nékdy obsahuje i magnetickou michacku, pomoci niz Ize
po vlozeni michadélka do kyvety promichavat jeji obsah béhem méreni.
Casto byva mozné do kyvetatoru zalozit najednou nékolik kyvet, které se pak automaticky vsunuji do optické
dréhy.

Usporadani spektrofotometru

Detektor

Svétlo vychazejici ze vzorku konecné dopada na detektor, zpravidla fotodiodu nebo jiny fotoelektricky prvek.
Intenzita se vyhodnoti pomoci systému prevodnikd, srovna se s intenzitou svétla prochazejiciho slepym vzorkem, a
tim se ziskd absorbance. Pfesnost méfeni ovliviiuje integracni ¢as - doba, po kterou se absorbance méfi. Cim je
delsi, tim presnéjsi bude vysledek méreni, pokud ovSem neni absorbujici latka fotocitliva (tj. pokud nedojde pfi
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delSim osvitu k vyblednuti vzorku). Nevyhodou dlouhého integracniho ¢asu je samoziejmé také prodluzovéni doby
méreni, cozZ je podstatné zejména pfi zpracovani velkého mnozstvi vzorkd, pri méreni pri velkém poctu vinovych
délek (tj. pri méreni spekter), nebo pri zpracovani vzork(, které se v ¢ase méni (kinetickd méreni).

Kromé tzv. jednopaprskovych fotometrd, v nichz se nejprve méri slepy vzorek a pak se do stejné optické drahy
vkldda méreny vzorek, se pouzivaji i tzv. dvoupaprskové fotometry, které jsou vybaveny dvéma detektory a
umoznuji mérit slepy i méreny vzorek soucasné ve dvou optickych drahach.

Jind usporadani spektrofotometru

Méreni spektra na spektrofotometru s optickou mrizkou znamena, Ze pristroj zméri absorbanci pfi jedné vinové
délce, pak posune mrizku, méri pri dalsi vinové délce a to se neustale opakuje, dokud se neproméri celd
pozadovana oblast. To s sebou pfindsi pomérné dlouhou dobu méreni, coz mlze byt na zdvadu z nékolika davod(:

= vzorek se mlze v ¢ase ménit (zejména pri kinetickych mérenich)

= vzorek mize byt fotocitlivy, v prlibéhu méreni dochazi k jeho vyblednuti

= pokud se zpracovava vice vzorkd, které nejsou dostate¢né stabilni, mlze byt technicky obtizné zajistit
stejné podminky pro prvni a posledni vzorky

= méreni trva dlouho, vykonnost metody je nizka

Diodové pole

Uvedené nedostatky odstranuje jiné usporadani spektrofotometru, méreni
pomoci diodového pole (diode-array). Pfi ném prochdzi vzorkem bilé
svétlo, které je az poté rozloZzeno na jednotlivé vinové délky (zpravidla
pomoci pevné postavené optické mrizky) a dopada na desti¢ku s velkym
mnozstvim detektord - fotodiod (odtud ndzev diodové pole). Diodové pole

je pritom umisténo tak, ze na kazdou fotodiodu dopadd urcity (pomérné oo
Gzky - napf. 2 nm) rozsah vinovych délek. Zafizeni neobsahuje zadné alsiate I '

pohyblivé prvky, coz zvySuje reproducibilitu méreni, a navic se zméri celé _\O'_ /
spektrum najednou. Doba méreni se tak mlze zkratit z nékolika minut na et I g

zlomky sekundy. Toto usporddani navic umoznuje konstruovat pfristroje miizka

vip iy v v v vivs v . 7 ; v i s vz
priblizné o rad presnéjsi, nez klasické fotometry, navic nevyzadujici

prakticky Zzddnou Udrzbu, kalibraci atd. Zasadni nevyhodou byva
mnohonasobné vyssi pofizovaci cena, avsak se zleviiovanim miniaturnich

o . , . . o Usporadani spektrofotometru s diodovym
elektronickych prvkd se naklady na vyrobu diodového pole rychle snizuiji. P P v

polem

Fotomerie se svislym paprskem
V rutinnim pouziti mé klasické usporadani fotometrie i dalsi nevyhody:

vyzaduje velké mnozstvi vzorku

ma malou vykonnost, zpracovani jednotlivych vzorkd je pracné
kyvety jsou drahé a ndro¢né na udrzbu

spektrofotometry jsou nakladné

Tyto nevyhody z velké ¢asti odstrariuje méreni v mikrotitracnich destickdch pomoci fotometru se svislym paprskem
(Ctecka desticek, plate reader). Vzorky se plIni do polystyrenovych desti¢ek s 96 jamkami, existuji ale i jiné formaty
(od 4 do 384 jamek). Pro praci s mikrotitra¢nimi deskami jsou k dispozici speciaini pomicky (vicekanalové pipety,
opakovaci pipety atd.), které vyrazné urychluji pripravu vzork@. Na rozdil od klasickych fotometrd, v nichz se
absorbance méri vodorovnym paprskem a optickd draha je dana tloustkou kyvety, probiha v tomto pripadé méreni
pomoci svislého paprsku a délka optické drahy zalezi na vysSce hladiny v jamce. Pokud ke vzorku priddme urcité
mnozstvi bezbarvého roztoku, snizi se sice koncentrace absorbuijici latky, zaroven se ale Uimérné zvysi hladina
roztoku v jamce (prodlouzi se optickd draha) a vyslednd absorbance bude stejna. Naopak, pokud se ze vzorku
odpari ¢ast bezbarvého rozpoustédla, opticka draha se sice zkrati, zato vsak stoupne koncentrace absorbujici l1atky
a absorbance se opét nezméni. Lze fici, Ze na rozdil od klasické fotometrie, kde absorbance odpovida koncentraci
absorbujici latky v roztoku, zavisi absorbance pfi méreni svislym paprskem na latkovém mnozstvi absorbujici latky
ve vzorku. Pro fotometrii svislym paprskem je tfeba mnohem mensi objem vzorku - jamky se zpravidla pIni jen 100
az 300 ul roztoku. Mikrotitra¢ni desti¢ky jsou jednordzové a jsou vzhledem k poctu zaroven mérenych vzork
podstatné levnéjsi nez plastové kyvety. Zméreni vSech 96 jamek trva obvykle jen nékolik vterin. Rovnéz destickové
fotometry byvaji pomérné levné, jako monochromator vétsinou pouzivaji sadu interferencnich filtrd. Zvlasté ¢asto
se fotometrie svislym paprskem vyuzivéd v imunochemii, zejména v metodice ELISA (odtud rozsifené oznaceni
pristroje ELISA-reader). Pro vétsi prehlednost se pfi fotometrii svislym paprskem kromé pojmu absorbance pouziva
jesté terminu optickd hustota (OD - z anglického optical density). Plati pfitom vztah

OD=A/I
kde OD je opticka hustota, A je absorbance a | je délka optické drahy.

Optickd denzita tedy zavisi jen na vlastnostech vzorku, nikoli vSak na délce optické drahy, po niz svétlo vzorkem
prochézi.

Reflexni fotometrie
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Jinou fotometrickou technikou je reflexni fotometrie - technika rutinné pouzivand napriklad v klinické biochemii v
réamci tzv. suché chemie. V suché chemii se biologicky material nezpracovava obvyklym zplsobem ve zkumavkéch
¢i jinych naddobkach, ale nanese se na film napustény jednotlivymi slozkami reakéni smési. Vysledkem je zména
barvy poli¢ka, kterou Ize kvantifikovat pomoci reflexniho fotometru - méri se Ubytek svétla urcité vinové délky
odrazeného od policka. Jako zdroj svétla se pouzivaji bud LED diody emitujici vhodnou vinovou délku, nebo
zarovkové zdroje s interferen¢nimi filtry. Pro zvySeni citlivosti se odrazené svétlo soustfeduje na detektor vydutym
zrcadlem (tzv. Ulbrichtovou kouli). Klasickym prikladem suché chemie a reflexni fotometrie je vysetfeni moci
pomoci diagnostickych prouzkd, vzhledem k jednoduchosti a rychlosti pfi pfesnosti srovnatelné s klasickymi
metodami se vSak mnozstvi aplikaci rychle rozsituje.

Pokrocilé spektrofotometrické techniky

Multikomponentni analyza

Casto se stava, ze v ¢asti spektra, kde méa absorp&ni maximum stanovovana latka, zaroven absorbuje i dalsi slozka
reakéni smési. V tom pripadé nelze snadno stanovit koncentraci mérené latky, protoze absorbance pfi zvolené
vinové délce je souctem absorbanci obou latek. Pokud je koncentrace druhé, ,prekazejici” slozky zndma, nebo
pokud Ize experiment usporadat tak, aby byla konstantni ve vSech vzorcich, Ize tuto situaci vyresit pomoci
vhodnych slepych vzork(. V nékterych pripadech je vSak nutné postupovat metodami tzv. multikomponentni
analyzy spektra.

Obvykle se neméri pri jedné vinové délce, ale proméruje se urcitd spojita ¢ast spektra, nebo se prinejmensim méri
pfi nékolika vinovych délkach. Jsou-li zndmé extink¢ni koeficienty jednotlivych latek absorbujicich v dané oblasti pfi
rdznych vinovych délkach (nebo jesté Iépe, jsou-li zndma absorpcni spektra jednotlivych slozek smési), Ize
koncentraci analytu vypocitat reSenim soustavy rovnic.

V nejjednodussim pripadé je tfeba stanovit koncentraci jedné latky,
pricemz jeji absorpcni spektrum (na obrazku teckované) prekryva
spektrum jiné ve vzorku pritomné latky (¢arkované). Mérenim vzorku
ziskdme spektrum, které je sou¢tem obou absorpcnich spekter (plnou
¢arou). | kdyz vime, Ze stanovovana latka mdé absorp¢ni maximum pfi
vinové délce A1, nemlZeme stanovit jeji koncentraci pfimo, nebot pfi této
vinové délce nelze zanedbat absorbanci druhé latky. Zndme-li vSak tvar
absorpéniho spektra druhé latky, mazeme najit vinovou délku, pri které
absorbuje stejné, jako pfi vinové délce A1 (oznacme ji A;), tj. extinkeni
koeficient je pro A; a A, stejny. Potom absorbance samotné stanovované e, 72
|étky bude il J;z vinova délka

absorbance

A = A(A1) - A(Ay).

Multikomponentni analyza
Vyuziti isosbestického bodu

Pokud latka, kterd ma urcité spektrum, se v pribéhu néjaké reakce méni
na jinou latku, kterd ma jiné spektrum, ale obé spektra se ¢astecné
prekryvaji. Pfikladem mohou byt spektra NAD™ a NADH (stanoveni téchto
koenzymU se vyuziva pri méreni aktivity rady enzym@ pomoci tzv.
Warburgova optického testu). V tomto pripadé jsou absorpéni maxima
dostatecné daleko od sebe, takze stanoveni jednotlivych forem koenzymu
je jednoduché. UzZite¢na vsak mize byt skuteénost, Ze vdechna spektra
pro rdzné poméry NAD*/NADPH (pfi konstantni celkové koncentraci) se
kfizi. To je zplsobeno tim, Ze pfi vinové délce 281 nm mé& NAD™ i NADH
stejny extinkéni koeficient. Prisecik spekter se nazyva isosbesticky bod (z

—AD

- BEADH

Imaenticky bod

feckého woo¢ isos = stejny a oBevvout sbennymi = zhadsim) a mérenim m w0 @ W W W w  m
absorbance v tomto bodé snadno zjistime celkovou koncentraci NAD™ a i adtka

NADH, aniz bychom potrebovali znat aktudini pomér koncentraci obou Isosbesticky bod

slozek.

Dalsi metody

Radu dalsich dat Ize ziskat vhodnym matematickym zpracovanim namérenych spekter. Pfi méfeni slozitéjsich
soustav mize pomoci derivacni spektrofotometrie, kterd umozni po vyhodnoceni prvnich a druhych derivaci
spekter podle vinové délky napr. najit presné polohy absorpcnich maxim apod. Rovnéz pro zpracovani kinetickych
meéreni je nezbytné matematické zpracovani ziskanych dat.

Presnost fotometrickych metod

Vétsina fotometrll mdze mérit absorbanci v rozmezi 0 az 3 nebo 4. To vSak neznamena, Ze by méreni v celém
tomto rozsahu bylo rozumné. Za predpokladu, ze ndhodna chyba detektoru bude mit stale stejné vlastnosti, bude
mit prlmérna relativni chyba méreni absorbance v zavislosti na skute¢né absorbanci vzorku pribéh ve tvaru
pismene U. Nejlepsich vysledk dosahneme, bude-li se absorbance vzorku pohybovat v rozmezi 0,2 az 0,8, za
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rozumné Ize povazovat méreni v rozsahu 0,2 az 1,2. Je-li absorbance vyS$si, je vhodné vzorek redit. Konkrétni
hodnoty samozrejmé zaviseji na vlastnostech pouzitého fotometru, ovsem priibéh prdmérné relativni chyby jako
funkce absorbance bude stéle stejny (lisi se jen ,roztazeni" krivky).

Pfesnost méreni je velmi ovlivnéna i pfipravou vzorku a kyvety. Uvedme aspon nejvyznamnéjsi vlivy, které ovliviuji
presnost spektrofotometrickych stanoveni:

= je tfeba mérit ve vhodné kyveté, zvolena vinova délka musi lezet v
pasmu, pro které je kyveta urcena

= méri-li se ve vice kyvetdch, mély by mit vSechny stejny faktor.
Plastové kyvety by mély byt vSechny ze stejné sarze.

= kyvety pro vzorky i blanky museji byt Cisté. To Ize ovéfit tak, ze
naplnéné destilovanou vodou daji vSechny stejnou absorbanci.

= s kyvetami je tfeba pracovat tak, aby nedoslo ke znecisténi optickych
ploch (napt. dotykem prstd). Totéz plati i pro mikrotitraéni desticky.

= kyveta musi byt zvendi suchd, uvnitf nesméji zlstat bublinky

Primeérnd relativni
chyba méfeni

vzduchu, méreny roztok musi byt homogenni. Kapka stékajici po GO0 1020 04 B DA D A2 A 8
kyveté, bublinky nebo plovouci srazenina v méreném roztoku se Absortiincs
projevi obvykle tim, Ze se namérena absorbance neustale méni.

= kyveta musi byt vzorkem dostatecné naplnéna. Primérn relativni chyba fotometrického

= méri-li se vice vzorkd postupné v jedné kyveté, je tfeba pracovat tak, stanoveni

aby chyba zplsobena zbytky predchoziho roztoku byla co nejmensi.
Obvykle se kyveta mezi vzorky vyplachuje destilovanou vodou a pak
se co nejlépe vysusi. Presnéjsich vysledkd dosahneme, pokud se kyveta po vymyti jesté propldchne malym
mnozstvim vzorku, ktery se vylije a pak teprve se kyveta naplni potfebnym mnozstvim vzorku pro mérent.
Pokud se pracuje s nékolika podobnymi roztoky, mize byt presnéjsi kyvety mezi nimi neproplachovat
destilovanou vodou, jen je co nejlépe vylit a vysusit.

= pfi méreni v kyvetdch je podstatnd koncentrace barevné latky v roztoku, pri pripravé vzorku je proto
pipetovaly pokud mozno stejnou pipetou, nejlépe pevné nastavenou.

= Méri-li se v mikrotitra¢nich destickach, je naopak rozhodujici latkové mnozstvi barevné latky ve vzorku. Proto
je tfeba pokus usporadat tak, aby byl do jamky co nejpresnéji odméren analyt. Velkou chybu mdze také
zpUsobit rdzny tvar hladiny v jednotlivych jamkach, vsechny vzorky by proto mély mit stejnou afinitu ke
sténdm desticky, pripadné je vhodné desku pred mérenim kratce promichat, aby se zajistilo smoceni stén i
nad hladinou roztoku.
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