FLUORIMETRIE

Jan Fahnrich

Obecné zaklady

Fluorimetrie je analyticka metoda vyuZzivajici schopnosti nékterych latek vysilat
(emitovat) po pFedchozim prevedeni do vzbuzeného (excitovaného) stavu
fluorescenéni zareni v ultrafialové nebo viditeIné oblasti. K pfevedeni do vzbuzeného
stavu (k excitaci vzorku) je zpravidla vyuzivana absorpce ultrafialového nebo
viditeIného zafeni. Omezime se zde pouze na fluorimetrii zfedénych roztok
fluoreskujicich latek v rozpoustédle, které neabsorbuje ani excitaéni ani emitované
zareni.

Na obr.1 je znazornéno zjednodusené schéma energetickych hladin v molekule
se sudym poctem elektronll. V zakladnim stavu Sy 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 svij celkovy spin, coz je
vyznaceno fadou excitovanych singletnich stavi molekuly Si, S, atd. Po excitaci
v3ak jiz dva elektrony nejsou sparovany a jejich celkové spinové kvantové Cislo take
muze mit hodnotu 1. Molekula se pak nachazi ve stavu oznaCovaném jako tripletni,
kterych opét mize byt cela fada (T1, To,...). Pfechody molekuly mezi singletnim a
tripletnim stavem jsou o nékolik fadl pomalejSi, nez podobné prechody uvnitf fady
sigletnich stavl a uvnitf fady tripletnich stavu.

Kazdy elektronovy stav je v dasledku vibracniho 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 prevazna
¢ast molekul nachazi na zakladni vibra¢ni hladiné stavu So. Pfi absorpci zafeni je
energie absorbovaného fotonu spotfebovana na prevedeni molekuly do
excitovaného stavu (déj 1 na obr.l). Stejné jako pfi emisi fotonu musi platit
Planckova podminka
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kde AFE je rozdil energii molekuly v cilovém a vychozim stavu, % je Planckova
konstanta, v je frekvence a A vinova délka absorbovaného (emitovaného) zafeni.
ProtoZe pravdépodobnost takového prfechodu se pro jednotlivé hladiny liSi, 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 absorpCni UV-spektrometrie®).
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Obr. 1: Schéma energetickych hladin molekuly a pfechodd mezi nimi

So - zakladni stav, S;, S,...- excitované singletni stavy, T, T,...- excitované tripletni stavy.

1 - absorpce zafeni, 2 - vnitfni konverze, 3 - mezisystémovy pfechod, 4 - vibraéni 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 dé 2 - a
mezisystémovy pfechod - d&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 S; do zakladniho
stavu Sy. Teprve mezi témito hladinami se vedle nezafivych pfechodd muze uplatnit
pfechod spojeny s vyzarenim (emisi) fotonu. Tato emise zafeni je oznaCovana jako
fluorescence (d&j 5). Jeji doba dosvitu po preru$eni excitace byva fadové 10° az
10° s. Vétdinou az z hladiny S; se pfipadné uplatni i nezafivy mezisystémovy
pfechod do nékterého z tripletnich stavl. Zafivy pfechod ze zakladni vibraéni hladiny
10 az 10" s a je oznadovan jako fosforescence (dé&j 6).

Vzhledem k tomu, Zze molekula pfed emisi fotonu fluorescencniho zareni ztrati
Cast energie dodané fotonem excitatniho zafeni, je (aZz na vyjimKky) vinova délka
fluorescenéniho zafeni vétsi, nez vinova délka excitatniho zafeni. Pokud
fluorescence probiha tak, jak je zobrazeno na obr.1, je vinova délka fluorescenéniho
zareni dokonce vétsi nebo rovna vinové délce nejdlouhovinéjSiho pasu absorpéniho
spektra (pfechod mezi zakladnimi vibracnimi hladinami stavu Sp a S;). Fluorescenci
latky, jejiz absorpéni spektrum zname, proto hledame v blizkosti prvého absorpéniho
pasu smérem k vétSim vinovym délkam. Dobfe znamou vyjimkou v tomto sméru je
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azulen a jeho derivaty, jejichz fluorescence vychazi ze stavu S..

Fluorescenéni schopnost latky popisuje kvantovy vytézek fluorescence Yg,
ktery je definovan jako pomér poctu foton vyzarenych latkou ve formé fluorescence
Nk ku poctu fotond latkou absorbovanych na

Ny
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Kvantovy vytéZzek umozniuje urcit zarivy tok emitovany vzorkem ve formé
fluorescencniho zafeni vyjadieny jako pocet fotonu za jednotku Casu @, r ze zafivého
toku latkou absorbovaného @, A jako

@ . =YD, , 3)

Kvantovy vytézek je ur€en podilem rychlosti vlastniho fluorescencniho prechodu
a celkové rychlosti vSech déjli, které vychazeji ze stavu S;. Kromé déju vySe
zminénych se muze uplatnit i vliv dalSich komponent pfitomnych v roztoku, které
deaktivuji stav S; a tak zhaSeji fluorescenci. Tyto latky jsou oznaCovany jako
zhasedla (angl. ,quenchers®). Mezi nejbéznéjSi zhasedla patfi kyslik a také latky
obsahujici prvky s vys§im atomovym Ccislem. | samotna fluoreskujici latka muaze
pfi vySSich koncentracich snizovat 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 béZznych podminek pozorovana.
Objevi se napf. az vtuhych zchlazenych roztocich (€asto na teplotu kapalného
dusiku 77 K), kdy jsou vnéjSi zhaseci mechanizmy potlaceny.

Jak je patrno z obr.1, neni fluorescencni zafeni emitovano pfi jedné vinové délce,
protoZze cilovym stavem mohou byt i vibratné excitované hladiny zakladniho
elektronového stavu. Rozdéleni zafivého toku mezi jednotlivé emitované vinové délky
Aem popisuje emisni spektrum. Jeho exaktnim vyjadfenim je fluorescenéni
spektralni zafivy tok @&,ri(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

b =

p.F

¢p,F,l (ﬁ’em ) dﬂ’em (4)

S =38

Dulezitym zavérem vyplyvajicim ze schémat na obr.1l je skutenost, ze tvar
emisniho spektra neni zavisly na excitaCni vinové délce, protoze je urCen pouze
zakladni vibraéni hladinou stavu S; a vibra¢nimi hladinami zakladniho stavu S.
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Pokud by vibraéni hladiny stavi S; a Sp mély podobnou strukturu, byla by také
vibraCni struktura emisniho fluorescen¢niho spektra podobna vibraéni strukture
prvého pasu v absorpénim spektru. Ve frekvencni Ci vinoCtové stupnici pak bude
fluorescenéni spektrum pfiblizné zrcadlovym obrazem prvého absorpéniho pasu
S osou symetrie v blizkosti vino¢tu pfechodu mezi zakladnimi vibracnimi hladinami
obou stavl (tzv. pravidlo zrcadlové symetrie). Mezi latky splfiujici vétSinou pravidlo
zrcadlové symetrie patfi aromatické uhlovodiky jako 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 zafivy tok na celkovy zafivy tok

Dy s ()

EC (/’i’em ) = p’F’ﬂ

o, (5)

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

Pokud fluoreskujici roztok v kyveté C&tvercového prifezu obsahuje jedinou
absorbujici slozku, ktera ma schopnost fluoreskovat, plati pro absorpci excitaéniho
zareni Lambertiv-Beerlv zakon

A=¢gbc (6)
kde A je absorbance roztoku, & je molarni absorpCni koeficient slozky, b je
tloustka kyvety a c; je latkova koncentrace fluoreskujici slozky v roztoku. Odtud

miZeme absorbovany zéfivy tok @, vyjadfit ze zafivého toku excitatniho zafeni
dopadajiciho na kyvetu @, jako

D, , =®,,(1-10") (7)

Pro nizké hodnoty absorbance mulzeme aproximovat tuto zavislost linearnim
vztahem

@, =23, cbc, (8)

Z rovnice (3) pak pro fluorescencni zarivy tok plyne

¢p,F (Zex ) = 23 Y; dsp,O(ﬂ’ex ) g(ﬁ’ex ) b Cf (9)



kde argumentem (Aex) je vyjadfeno, které veliCiny zaviseji v tomto vztahu na vinové
délce excitatniho zafeni Aex. (Kvantovy vytéZzek v roztocich vétSinou na excitacni
vinové délce nezavisi.) Pro spektralni fluorescenéni zafivy tok pak plyne vztah

¢p,F,)~ (2'

cx’ﬂ“cm): 23YF Ec (ﬂ’cm)¢p,0(ﬂ'cx)g(ﬂ’cx )b cf (10)
Fluorescencni spektralni zafivy tok tedy zavisi na vinové délce excitacniho zareni

a na emisni vinoveé délce. Pro malo absorbujici roztoky obsahujici jednu slozku se da

vyjadfit jako sougin dvou faktord, z nichz jeden @, (4., ) &(4,, ) zavisi pouze na vinové

délce excitatniho zafeni, a druhy E_ (1, ) pouze na emisni vinové délce. Zavislost

fluorescencniho zafivého toku na vinové délce excitaCniho zafeni za konstantnich
podminek méfeni emise je oznaCovana jako excitaéni spektrum. Pokud bychom
méli k disposici zdroj excitacniho zafeni s proménnou vinovou délkou, jehoz zafivy
tok by byl na vinové délce nezavisly, bylo by excitaéni spektrum zfedéného roztoku
obsahujiciho jedinou fluoreskujici latku az na nasobek totoZné s jejim absorpénim
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 meéfit 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
(excitatnim) 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 vSemi 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 uréeny zdrojem excitaéniho
zareni a primarnim filtrem (nastavenim excitaéniho monochromatoru). Pokud je
pristroj v excitaénim optickém systému vybaven monochromatorem, mizeme plynule
ménit vinovou délku, na kterou je tento monochromator nastaven, a zaznamenat
excitaéni 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 riznych vinovych délek. Protoze 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 rlznych pfistrojich. Z toho duvodu by v literatufe méla
byt publikovana pokud mozZno spektra korigovana. Korigované excitacni spektrum by
také mélo byt podle rovnice (10) az 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 absorpénim spektrem (obr.4) je v excitacnim
spektru vyrazné slabsi pas okolo 251 nm, protoze zafeni excitacni xenonové vybojky
se smérem ke kratSim vinovym délkam znac¢né zeslabuje. Jinak si jsou si obé spektra
celkem podobna diky tomu, Ze spektrum xenonové vybojky se v této oblasti vinovych
délek méni plynule. Pokud ma excitaCni zdroj ¢arové spektrum (rtutova vybojka,
do urcité miry i xenonova vybojka v oblasti 450-500 nm), ma i nekorigované excitacni
spektrum Carovy charakter a jeho podobnost se spektrem absorpénim se ztraci.
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Za povSimnuti stoji také vzajemna poloha excitatniho a emisniho spektra anthracenu
spliiujici 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
0 excitacni nebo emisni vinové délce. Pokud vzorek absorbuje excitatni zafeni do té
miry, ze se excitaCni paprsek pfi prichodu vzorkem zeslabuje, hovofime o tzv. efektu
vnitiniho filtru. V dusledku tohoto efektu neni pfi vy3Sich koncentracich kalibracni
zavislost linearni. Dale jsou deformovana excitaCni spektra, protoze je silnégji
zeslaben signal v absorpcnich maximech nez v absorp¢nich minimech. Tento efekt
byva vyrazny u pfistroju s tzv. kolmym usporadanim, ve kterém je pozorovano emisni
zareni vychazejici pfiblizné z oblasti okolo stfedu kyvety ve sméru kolmém
na excitaéni paprsek. Nelinearita kalibraCnich zavislosti je v tomto usporadani jesté
vyraznéjsi, nez odpovida rovnici (7), a pro vysSi koncentrace fluoreskujici latky klesa
méfeny signal dokonce az na nulu. Pro silné absorbujici roztoky se totiz excitaéni
paprsek absorbuje hned v povrchové vrstvé vzorku a vibec nepronikne do jeho
stfedu. Také emisni zafeni muze byt pfi prichodu vzorkem absorbovano. Tato tzv.
reabsorpce se projevuje zeslabenim emisniho zafeni a deformaci emisnich spekter.

O tom, zda se u neznamého vzorku uplatiiuje efekt vnitfniho filtru nebo
reabsorpce, se nejlépe pfesvédCime tak, Ze zméfime pFedem jeho absorpéni
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 téméf o 5 %.
Proto by méfené roztoky mély mit jak na excitacni, tak i na emisni vinové délce
hodnotu absorbance niz8i. Nemame-li moznost zméfit absorbanci vzorku, mizeme
porovnat fluorescencni signaly pro rlizné nafedény vzorek.



300

200

100

250 300 350 400 450

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



Méreni na pristroji SPEKOL 11 s fluorescenénim nastavcem

Laboratofe jsou vybaveny pfistrojem SPEKOL 11 (vyrobce Carl Zeiss, Jena). Je
to jednopaprskovy absorpcni spektrofotometr s mfizkovym monochromatorem
nastavitelnym v rozsahu vinovych délek 310 — 850 nm. Pro méfeni fluorescence je
vybaven nastavcem FK, kterym se nahradi nastavec pro méreni absorpce. Funkcni
schéma tohoto uspofadani je na obr.5.

Jako zdroj excitacniho zareni (1) muze byt pouzita halogenova Zarovka, ktera je
béznym vybavenim pfistroje. Pro vinové délky 365, 406, 436, 546 a 578 nm |ze ale
dosahnout intenzivnéjsi excitace rtutovou vybojkou, ktera na téchto ¢arach vyzafuje
velmi silné. Rtutova vybojka je napajena ze sité pres tlumivku, jejiz impedance urcuje
velikost stfidavého proudu, ktery vybojkou prochazi. Zareni ze zdroje je soustfedéno
kondenzorem (2) na vstupni S$térbinu monochromatoru (4). Excitacni zafeni
o zvolené vinové délce vystupujici Stérbinou (9) z monochromatoru muazeme
v pfipadé potieby zeslabit Stérbinovou clonkou. Také muize byt do drahy paprsku
zarazen hranovy filtr, ktery zadrzuje zareni o vinové délce vétsi nez 390 nm, zatimco
zareni o kratSich vinovych délkach propousti. Filtr je vhodné pouzit pfi praci
v ultrafialové oblasti, protoze se jim omezi ruSivé rozptylené zareni. Toto zareni
v dusledku rozptylu na sténach a optickych prvcich monochromatoru opousti jeho
vystupni Stérbinu, ackoliv nema vinovou délku, na kterou je monochromator
nastaven.

Fluorescen¢ni nastavec je pfidrzovan dvéma Srouby u vystupni Stérbiny
monochromatoru (9). ExcitaCni zafeni z monochromatoru je soustifedéno objektivem
(10) do kyvety (11). Oto¢ny drzak dvou kyvet umozriuje jejich stfidavé pfemistovani
do kyvetového prostoru. Vybuzené fluorescenéni zarfeni vystupujici z kyvety
v kolmém sméru z oblasti zhruba uprostifed kyvety je méfeno fotonkou (16). Mezi
fotonku a kyvetu je mozno umistit sekundarni filtr (14) bud interferenéni s uzkymi
pasmy propustnosti, nebo hranovy, ktery propousti vinové délky delSi nez je vinova
délka jeho absorpCni hrany. Drzak kyvet doseda na kolicek ve spodni ¢asti nastavce,
ktery otvira uzavérku zabranujici dopadu svétla na fotonku béhem vymény vzorku.
Ve fotonkové skfifice jsou k disposici dvé fotonky, které je mozno zaradit do drahy
paprsku tahlem. Pfi zatlaeném tahlu je pouzivana ,modra“ fotonka, ktera je citliva na
zareni o vinovych délkach od 360 do 650 nm. Vytazenim tahla bychom zvolili
.cervenou” fotonku, ktera je nad vinovou délkou 650 nm citlivéjSi nez ,modra“
fotonka.
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Obr.5: Schéma pfistroje SPEKOL 11 s fluorescen¢nim nastavcem

1-excitaCni zdroj (halogenova zZarovka nebo rtutova vybojka), 2-kondenzor, 3-odrazné zrcadlo, 4-
vstupni &térbina monochrométoru, 5-kolimator, 6-odrazova disperzni mfizka, 7-bubinek vinovych
délek, 8-objektiv, 9-vystupni Stérbina monochromatoru,  10-objektiv, 11-kyveta se vzorkem,
12-zrcatka,  13-objektiv, 14-vyménitelny sekundarni filtr, 15-objektiv, 16-fotonka, 17-zesiloval a
digitalni zpracovani signalu, 18-displej

Signal fotonky je po zesileni digitalizovan a pred zobrazenim na displeji (18) dale
zpracovan. Pfi méfeni fluorescence je odectena uroven pfedem zméreného slepého
pokusu. Pak je signal vydélen pfedem zméfenym signalem srovnavaciho vzorku a
vynasoben pfedem zvolenou hodnotou faktoru, ktery muze mit napf. hodnotu
koncentrace analytu ve srovnavacim vzorku. Bez pfedchoziho proméfeni
srovnavaciho vzorku a zadani faktoru pfistroj méreni fluorescence neumoznuije.

Pristroje v laboratofi pouZzivaji jako zdroj excitacniho zafeni rtutovou vybojku. Jeji
poloha je jiz pfedem sefizena tak, aby monochromatorem prochazel co
nejintenzivnéjsi tok excitacniho zareni. Vybojka se zapali sama poté, co pfipojime
tlumivku na sit 230 V~ a zapneme vypina€ na tlumivce. Zafeni vybojky dosahne
stabilizované urovné asi po 5 minutach.
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Na obr.6 je vyobrazena CcCelni sténa pristroje SPEKOL 11 se zakladnimi
ovladacimi prvky. Vlastni pfistroj uvedeme do chodu nasledujicim zpusobem.
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Obr.6: Celni panel fotometru SPEKOL 11

1-displej, 2-tlagitka pro volbu typu méfeni, 3-nastavec FK pro méfeni fluorescence, 4-skfif fotonek,
5-bubinek vinovych délek, 6-sitovy vypinac, 7-packa pro zafazeni filtru nebo clony

1. Pfistroj zapojime sitovou Sidrou na sit 230 V~. Zapneme sitovy vypinac (6)
na Celni sténé pfistroje. Po jeho stisknuti se rozsviti displej (1) a indikacni
diody nad tlacitky (2) blikaji.

2. SPEKOL 11 nechame asi 15 minut temperovat.

3. Bubinkem vinovych délek (5) nastavime excita¢ni vinovou délku. Pokud je
tato vinova délka niz§i nez 390 nm, prepneme packu (7) do horni
(vodorovné) polohy, ¢imz zafadime do drahy excitaCniho paprsku filtr
pro potlaeni rozptyleného zareni. Pokud nebudeme méfit emisni signaly
pro vinové délky nad 650 nm, zkontrolujeme, zda na fotonkové skfirice (4) je
tahlo zatlaCeno, tj. Ze je pouzivana ,modra“ fotonka.

4. Pro méfeni fluorescence stiskneme tlacitko FL. Zacnou blikat tlaCitka Z-FL a
FAKT.

5. Pfifadime nulovou hodnotu fluorescenci pozadi tak, Zze nechame kyvetovy
prostor prazdny a vysuneme stolek smérem dold asi o 5 mm, aby byla
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uzaviena uzavérka pred fotonkou, a stiskneme tlaCitko Z-FL. Toto tlaCitko
prestane blikat, za¢ne blikat tlaCitko R.

6. Zadame hodnotu signalu, kterou chceme pfifadit fluorescenci naseho
srovnavaciho vzorku. MuzZe to byt i jeho koncentrace. Stiskneme tlacitko
FAKT. Na displeji se objevi hodnota 1.000, kterou postupnym stiskem
tlaCitek POS a INC upravime na pozadovanou hodnotu (v€etné polohy
desetinné tecky). Pokud srovnavaci vzorek ma nejintenzivnéjSi fluorescenci
z celého méreného souboru vzorkd, volime hodnotu tak, abychom co nejlépe
vyuzili vSechna Ctyfi mista displeje (napf. 9.000). DalSim stiskem tlaCitka
FAKT uloZime tuto hodnotu do paméti pfistroje. Blika pouze tlacitko R.

7. Zméfime signal srovnavaciho vzorku. Do kyvetového prostoru umistime
srovnavaci vzorek (nejkoncentrovanéjSi roztok kalibraCni zavislosti nebo
fluorescencni standard). Stiskneme tlacitko R, pfistroj automaticky nastavi
optimalni zesileni a na displeji se objevi pfiblizné hodnota zadana
v pfedchozim kroku.

8. Pfi méfeni umistime vzorek do kyvetového prostoru a na displeji odecteme
fluorescencni signal.

UPOZORNENI! Pristroj obsluhujte ptesné& podle uvedeného navodu. Poruchu
hlaste ihned asistentovi. Pfi manipulaci s kyvetou ji drzte za horni rohy a zachazejte
s ni Setrné. Plite ji asi 3 mm pod horni okraj. Kyvety zasadné uvniti nevysusujte a
necCistéte, snadno se rozlomi nebo rozlepi. Pfi plnéni roztokem staci, kdyz kyvetu
nékolikrat (min. 3x) vyplachnete méfenym roztokem. PFfi plnéni pokud mozno
nesmocte vnéjSi stény kyvety. Pokud budou vnéjSi stény mokré, jemné vysuste
pouze kapky hranou filtraéniho papiru nebo buniciny. Kyvety neotirejte a nelestéte,
protoZe se snadno poskrabou, a tim znehodnoti. Cistotu kontrolujte prohlédnutim
kyvety proti svétlu. | slabé znecisténa okénka (ulpéné kapky, otisky prstll) zkresluji
méfeni fluorescence. PFi vkladani kyvety (nebo fluorescenéniho standardu) si
vSimnéte, Zze kyveta nema presné ctvercovy pruarez. Jeji delSi strana musi byt
pfi vkladani do drzaku a pfi méfeni rovnobézna se sténou pfistroje (tj. kolma
na excitaéni paprsek). Jinak se muize kyveta snadno poskodit. Pfi manipulaci
s drzakem pracujte opatrné. Kazdy prudSi pohyb napinéné kyvety zpusobi vyliti
roztoku do pristroje a potfisnéni okének kyvety.
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Navod laboratorni prace

Fluorimetrické stanoveni chininu v napojich

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

Obr.7: Strukturni vzorec chininu

Chinin CyoH24N20, (M=324,42) je alkaloid, jehoz strukturni vzorec je na obr. 7.
Chinin se vyskytuje v kufe tropickych stromO rodu Cinchona. Stale jesté je
vyznamnym lékem proti malarii. Ma vyrazné hofkou 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
disociaCnimi konstantami pfiblizné pK;=4,3 (chinolinovy dusik) a pK,=8,3
(chinuklidinovy dusik). S kyselinami tvofi chinin soli. Byva dodavan ve formé siranu
(C20H24N203)2-H2S04-2H,0 (M=782,96), ktery je ale do urcité miry hygroskopicky,
takze obsah vody v rGznych preparatech mize znacné kolisat. Jeho roztoky za
uréitych podminek jasné modfe fluoreskuji. Jeho emisni spektrum lezi v oblasti
vinovych délek nad 400 nm s Sirokym maximem okolo 460 nm. Fluorescencni
vlastnosti chininu jsou pomérné dobfe prozkoumany, a proto se €asto pouZiva pfi
fluorescenénich méfenich jako srovnavaci latka. Jeho fluorescence je do ur€ité miry
zhasena napf. chloridovymi ¢i bromidovymi ionty.

Absorpéni spektrum pIné protonizované formy chininu je uvedeno na obr. 8.
Z tohoto spektra je vidét, Ze k excitaci fluorescence chininu je celkem dobfe
pouzitelna skupina €ar rtutové vybojky okolo vinové délky 365 nm. Molarni absorpcéni
koeficient chininu pro tuto vinovou délku je 3,62-10% | mol*cm™,
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Obr.8: Absorp¢ni spektrum roztoku chininu v 0,05 M kyseliné sirove
Koncentrace chininu 2,25-10° mol I, tioustka kyvety 1 cm.

Ukoly

1. Nastavte excitani monochromator na vinovou délku rtutovych Car okolo
365 nm tak, aby fluorescencni signal chininu byl maximaini.

2. Proméite zavislost fluorescenéniho signalu chininu na kyselosti roztoku
priblizné v oblasti pH = 1 az pH = 5.

3. Na zakladé vysledku z bodu 2 zvolte prostfedi vhodné pro pfipravu kalibraéni
zavislosti a analyzu vzorkd. Pro toto prostfedi zméfte orientacné
fluorescencni signal roztoku analyzovaného vzorku a napoje.

4. Pripravte kalibraéni roztoky, narfedéné roztoky vzorku, napoje a napoje
s pridanym standardem a proméite jejich fluorescencni signaly.

5. Zpracujte kalibraéni zavislost a urCete hmotnostni koncentraci chininu
ve vzorku a v napoji.

Pracovni navod

1. Priprava pracovniho roztoku chininu. Ze zakladniho roztoku chininu
o koncentraci 1,25-10° mol I}, ktery je v laboratofi k disposici, pfipravite do odmérky
250 ml pracovni roztok chininu o koncentraci 2,5-10° mol I'%.

2.  Priprava roztok( chininu s rtznou hodnotou pH. Do 5 odmérek na 25 ml
pripravite fadu péti roztok( chininu o koncentraci 1,0-10° mol I s réiznou hodnotou
pH podle tabulky I.
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Tabulka I: Pfiprava 25 ml roztoku o pfiblizném pH
Davkovany objem roztoku, ml

pH 0,25 M H,SO,4 0,0125 M H,S0,* 0,4 M octanovy tlumic
pH=5

1 5,0 - -

2 - 10,0 -

3 - 1,0 -

4 4,2 - 5,0

5 - - 5,0

% Octanovy tlumi¢ a 0,25 M kyselina sirova jsou v laboratofi k disposici. Zfed&na 0,0125 M kyselina
sirova se pfipravi nafedénim 0,25 M kyseliny. Pro celou praci vystaCite s 50 ml tohoto roztoku.

3. Spusténi a nastaveni fluorimetru. Fluorimetr zapnete a pfipravite k méreni
zpusobem popsanym vySe. Monochromator nastavite na vinovou délku 365 nm a
zafadite do excitacniho paprsku filtr omezujici rozptylené zareni (packa (7) na obr.6
v horizontalni poloze). Pfistroj vynulujete s prazdnym Kkyvetovym prostorem a
fluorescenci bezbarvého fluorescencniho standardu pfifadite hodnotu 9,000.

4. Nastaveni excitacniho monochromatoru na maximum intenzity rtutovych car
365 nm. Do kyvetového prostoru umistite kyvetu s roztokem chininu o pH=1 a
proméfite jeho excitaCni spektrum v rozmezi 335 az 375 nm s krokem 5 nm. V okoli
maxima promeéfite zavislost podrobnéji s krokem 1 nm. (Spektralni Sitka pasma
monochromatoru pfistroje SPEKOL 11 €ini 11 nm, hlavni sloZky multipletu rtutovych
Car v okoli 365 nm maji vinové délky 365,01 , 365,48 a 366,33 nm.) Monochromator
nastavite na vinovou délku, pro niz bude fluorescence roztoku nejsilngjsi. S timto
nastavenim provedete celé dalSi méfeni.

5.  Ur€eni vhodného pH pro stanoveni chininu. Po nastaveni excitacni vinové deélky
podle pfedchoziho bodu znovu pfifadite bilému fluorescenénimu standardu hodnotu
signalu 9,000 a proméfite fluorescenéni signal pro vSechny roztoky chininu
pfipravené v bodé 2. Prostfedi, které je pro fluorimetrické stanoveni chininu
nejvhodné&jsi, pouZijete ve vSech dalSich méfenich.

6. Orientacni proméreni signalu vzorku. Do odmérek na 25 ml odméfite 1 ml
zadaného vzorku a analyzovaného napoje a upravite prostfedi podle zaveér(
z bodu 5. Zméfite fluorescenéni signal pfipravenych roztoku.

7. Priprava kalibracnich roztokd. Pro zvolené prostiedi pfipravite kromé roztoku
bez chininu jesté 5 dalSich kalibracnich roztokll s rovnomérné rostouci koncentraci.
Ani pro nejkoncentrovanéjsi roztok kalibraéni zavislosti by se nemél zfetelné uplatnit
efekt vnitfniho filtru. Proto jeho koncentraci zvolite tak, aby jeho absorbance pro
excitaéni vinovou délku 365 nm byla v kyveté o tloustce 1 cm nizsi nez 0,04. Méla by
byt ale vysSi nez asi 0,03, aby fluorescenéni signal nebyl pfilis slaby. Molarni
absorpéni koeficient chininu pro vinovou délku 365 nm je 3,62:10%  mol™* cm™.

8. Naredéni vzorku. Zadany vzorek nafedite na zakladé vysledkd z bodu 6 tak,
aby jeho koncentrace lezela v nejvy3Si tfetiné kalibraCni zavislosti. Pfipravite
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paralelné tfi stejné nafedéné roztoky. Pfi analyze napoje budete postupovat metodou
pfidavku standardu. Do dvou odmérek na 25 ml odméfite takovy objem napoje, aby
koncentrace chininu lezela po doplnéni po znacku zhruba v poloviné kalibraéni
zavislosti. Do druhé odmérky pak navic pfidate 4 ml pracovniho roztoku chininu o
koncentraci 2,5-10™ mol I'*. V8echny roztoky vzork(i nafedéné pro méfeni museji mit
stejné upravené prostredi jako kalibracni roztoky.

9. Stanoveni chininu ve vzorcich. Zmérite fluorescencni signaly kalibracnich
roztokll a vSech roztokld vzorkl. Pro kazdy roztok odectete z displeje nahodné 10
hodnot, které zadate jako vstupni data do jednoho listu souboru programu Excel,
ktery je k disposici na pocitaci v laboratofi. Na tomto pfedem pfipraveném listu je
spocten priamér téchto signall a zpracuje se jak linearni, tak i kvadraticka kalibra¢ni
zavislost metodou vazené linearni regrese (viz Dodatek). Posoudite, zda vase
méfeni prokazuji zakfiveni kalibracni zavislosti, a zvolite odpovidajici typ kalibrace
pro urCeni koncentrace chininu ve vzorcich. Vypoctete koncentrace chininu v
roztocich vzorkl a prepoctete je na hmotnostni koncentraci v ptivodnich vzorcich. Do
protokolu uvedete primérné hodnoty signalt pro kalibraéni zavislost a vzorky,
parametry pouzité kalibracni zavislosti a provedete kontrolni vypoclty koncentraci
vCetné prepoctu koncentrace na plvodni vzorek. Posoudite, zda matrice napoje
ovlivhuje fluorescenci chininu. Vysledky uvedete v€etné nejistoty, kterou pfenesete z
vypocltl v Excelu, rozSifené nejistoty a koeficientu rozSifeni s patficnym poctem
platnych cifer.

Kontrolni otazky

1. Co je to emisni fluorescenéni spektrum?

2. Co je to excitacni fluorescenéni spektrum a jaky bude postup pfi méfeni
excitaéniho a emisniho spektra na spektrofluorimetru vybaveném excitacnim
a emisnim monochromatorem?

3. Jaké déje probihaji v molekulach fluoreskujici latky pfi buzeni a emisi
fluorescenéniho zafreni a jaka nerovnost proto plati mezi vinovou délkou
excitaéniho a emitovaného zareni?

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

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

6. Co je to pravidlo zrcadlové symetrie?

7. Jak zavisi fluorescencni signal na koncentraci fluoreskuijici latky v roztoku?

8. Jaka je souvislost mezi absorpénim a excitaénim spektrem?

9. Co je to efekt vnitfniho filtru a reabsorpce?

10. Co je to korekce fluorescencnich spekter a jaké jsou hlavni pfiCiny zkresleni
nekorigovanych excitaénich a emisnich spekter?
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Pro zpracovani kapitoly byla pouzZita prace: M Hejtmanek a K. Volka: Emisni
fluorescenéni spektroskopie ve skriptech Laboratorni cvi€eni z instrumentalni
analyzy. (M. Hejtmének a kol.), str.101. VSCHT, Praha 1981.
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DODATEK: VYHODNOCENI KALIBRACNI ZAVISLOSTI V PRACI FLUORIMETRIE

V této praci se k vyhodnoceni dat metodou kalibraCni zavislosti pfili§ nehodi
bézna metoda linearni regrese, protoze pouziva pfedpoklad homoskedasticity, tj.
konstantni nejistoty zavisle proménné v celém jejim rozsahu (obr.9a). Tento
pfedpoklad ale pfi fluorimetrickém stanoveni neni zpravidla splnén a rozloZeni
experimentalnich bodl 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 pfedbézZznou
znalost nejistot zavislé proménné pro jednotlivé experimentalni body. Pokud je k
disposici dostate¢né velky pocet bod, jako je tomu na obr. 9, mizeme proménlivost
nejistoty odhadnout z téchto dat. V laboratofich je vSak kalibracni zavislost
zkonstruovana pouze ze 6 bodu. Pak je tfeba vychazet z poznatkl ziskanych béhem
validace metody nebo pouzit pro nejistoty dobfe zddvodnény model.

1.2 12

0.8 A 0.8

y 0.6 A y 0.6 A
0.4 0.4

0.2

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 veli€iny (a) a s nejistotou
umeérnou této veli€iné (b)

Pfi fluorimetrickém méfeni jsou hlavni pfispévky k nejistoté méfeného signalu
priblizné pfimo umérné urovni tohoto signalu. Sem patfi faktory jako napf. nestabilita
zdroje excitaCniho zareni, obsah dalSich slozek vzorku, které absorbuji zafeni,
poloha kyvety, svételné ztraty odrazy na sténé kyvety a na necCistotach 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 skutecnosti
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, odpafovani rozpoustédla nebo
odparek a necistoty, které se oplachnou z hrdla nadoby pfi vylévani roztoku.

Pfi nizkych udrovnich zafivého toku je nejistota jeho méfeni umérna druhé
odmocniné zafivého toku. Je tomu tak v pfipadé, kdy signal vznika zprlimérovanim
fotoproudu generovaného nizkym podétem fotonl, protoze jejich pocCet se Fidi
Poissonovou statistikou. Fotometr pouzity v této praci ovSem tak nizké urovné méfit
nemuze.

Jen mensSi Cast nejistoty méfeného signalu na urovni tohoto signalu nezavisi.
K této €asti prispiva napf. rozptylené zareni, fluorescencni zafeni necistot, parazitni
svétlo z okoli, které se dostane k detektoru, a ¢astecné nejistota fotometru mériciho
zarivy tok. Z téchto davodl 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) xi ve tvaru

P
y= Zak X (1)
k=1

kde ax jsou konstanty a p je pocet ¢lenl. Metoda linearni regrese poskytuje odhad
koeficientl ax a pfipadné i dalSich parametrld na zékladé fady n hodnot y; uréenych
pro n kombinaci €lenl xy (i=1..n). Pfitom hodnoty y; jsou zatizeny nejistotou, o niz
béZzna metoda linearni regrese pfedpoklada, Zze je konstantni v celém rozsahu
hodnot y. Nejistota ¢lenu Xy se pfedpoklada nulova. Metoda linearni regrese urcuje
odhady parametru dx jako hodnoty, které poskytuji minimalni hodnotu souctu druhych
mocnin residualnich odchylek, tj. rozdili hodnot y; a hodnot y; vypoctenych ze vztahu

p
¥ =D 8, X i=1..n (2
k=1

Minimalizace (residualniho) souctu ¢tvercu

>

Stes = (Yi - yi )2 = Zn:(yi - Zé‘k in] (3

i=1 =

vyzaduje, aby jeho parcialni derivace podle vSech koeficientd & byly nulové, coz
vede na soustavu linearnich rovnic pro odhady koeficientl dy ve tvaru
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n p n
ZYi Xji :Zé‘kzxki Xii I=1.,p (4)
i1 kel el

resp.
p A
S =zak Sy I=1.,p (5)
k=1
Soucty
S| = z Yi Xii (6)
i=1

jsou linearni funkci yi, zatimco matice soustavy
Sy = Zxk,i X i (7)
i=1

zavisi pouze na hodnotach xx a na hodnotach y; nezavisi. Znamena to, ze ani
inversni matice S neni na hodnotach y zavisla a feSeni

2 _
4 =>.5S" k=1..,p (8)
1=1

je prostfednictvim souctl S, linearni funkci hodnot yi. Nejistotu odhadd téchto
koeficientl je tak mozno urcit podle jednoduchych pravidel o Sifeni nejistot, pokud
uréime nejistotu hodnot y. Pokud neni znamo nic jiného, poklada se za tuto nejistotu
jeji odhad sy z residuélniho souctu Etvercl podle vztahu

5.2 =2 (9)
n-p

VySe popsany zplUsob 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 séitanci ve funkénim vztahu jsou nasobky mocnin 1, x, x4,.., X,
kde s je stupen polynomu. Prvy €len ur€uje usek na ose y. Pro linearni zavislost y na
x vyplyva z tohoto postupu i znamy vztah (10) pro nejistotu obsahu X odhadnutého

z kalibracni zavislosti pro primérnou hodnotu signalu Y ziskanou z m méfeni
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WXy = [LL‘Y‘W] (10)

a’\'12 m n al QXX

kde &, je (odhadnuta) smérnice zavislosti, veli€ina

Zn:yi
y=— (11)

n

je stfedni hodnota signalu y a Qu je rozptyl hodnot x; okolo stfedni hodnoty x :
Qxx = Z(xi _)_C)z (12)
i=1

Odhad parametrta zavislosti a nejistot metodou vazené linearni regrese

Metoda vazené linearni regrese odhaduje koeficienty a dalSi veliCiny
minimalizaci vazeného souctu

Sres,w = Zn:Wi (Yi - )2 = _ZH:V\/i (yi - Zp:é-k inj (13)

kde w; jsou vahy pfikladané jednotlivym bodim. Vyssi vaha je pfikladana bodim
s menSi nejistotou hodnoty y podle vztahu

w, = (24)

ZU(yi)z

i=1

a plati téz

Swu(y)? S wu(y)?
K== == n :Wju(yj)z (16)

n ZWi
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To znamena, Ze koeficient Kje roven vazenému kvadratu nejistoty, tj. soucinu
kvadratu nejistoty a vahy, pro kazdy bod i jejich vazenému prdméru a nahrazuje
jednu hodnotu nejistoty pfi linearni regresi s konstantni hodnotou nejistoty. Stoji za
povSimnuti, Zze vahy a proto ani odhady parametrl 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 parametrli to neovlivni. Nezméni se ani minimalizovany residualni soucet
Ctvercu, zméni se ale odhady nejistot nékterych odvozenych parametru.

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

n p n
Z\Ni Yi X =zé‘sz\li X Xi I=1..p 17)
i=1 k=1 i=1
tj. ve stejném tvaru jaky ma soustava rovnic (5), kde ale nyni vystupuji vazené soucty
SI,W = Z\Ni Yi Xi (18)
i=1
které jsou opét linearni funkci y;, zatimco matice soustavy
Skl,w = Z\Ni Xii Xji (19)
i=1

zavisi pouze na hodnotach xi a vahach w; a nezavisi na hodnotach y;. Znamena to,
Ze vypocet odhadu koeficientl dx je analogicky jako pfi nevazené regresi (rovnice 8).
Dokonce i pfi urCovani nejistot koeficientl jsou vztahy stejné stim, ze kvadrat
nejistoty hodnot y se nahradi vazenym kvadratem nejistoty, tedy konstantou K, a ta
se analogicky vztahu (9) odhadne z vazeného residualniho souctu &tvercl (13)

K=s 2 _ Ores,w (20)

Pfi urdeni nejistot hodnot X odhadnutych z regresni zavislosti je ale tfeba pouZit
také nejistotu hodnoty Y odpovidajici pfislusné oblasti a napf. vztah (10) pfejde na

A2
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Pro uréeni nejistoty X tedy potfebujeme pouzit i konkrétni nejistotu hodnoty Y
v dané oblasti plynouci z pouzitého modelu s ur€enou hodnotou konstanty K.

PouZiti souboru pro Excel v laboratofi

V laboratofi je pro zpracovani kalibraCni zavislosti na pocitaCich k disposici
pfedem pfipraveny soubor pro Excel. Obsahuje nékolik stejnych list, z nichz jeden
nepouzity prejmenujete na své jméno. Nebudete zasahovat do jinych listd s daty
vasich kolegu. Po upravach ukladate vzdy cely soubor pod ptuvodnim jménem.

Vstupni data jsou zadavana do zluté podbarvenych bunék. Kromé koncentraci
kalibracnich roztoku v oblasti C10:C15 je to pro kazdy roztok v kalibraci i pro vzorky
10 hodnot odedtenych nahodné z kolisajicich udajui displeje fluorimetru, které viozite
do oblasti D10:M20. K dalSimu vyhodnoceni jsou pouzity praméry téchto hodnot
spocCtené v oblasti N10:N20. Pipetované objemy se zadavaji do oblasti N21:N26.
Odhady koeficientu kalibracni zavislosti jsou spocteny v oblasti N33:N34 (N47:N49)
pro linearni (kvadratickou) zavislost. Z téchto hodnot a ze zméfeného signalu pro
vzorek je ur€ena koncentrace chininu v méfeném roztoku v burice N36 (N51) a
prfepoctena na fedéni a na hmotnostni koncentraci v oblasti N37:N38 (N52:N53).

Koncentrace roztoku napoje a roztoku napoje s pfidavkem standardu je
spoctena z kalibracni zavislosti v oblasti N39:N40 (N54:N55). Z téchto hodnot je
spoctena (zdanliva) vytéznost R v bunce N41 (N56) 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
N42:N43 (N57:MN58). V burice N44 (N59) je pro srovnani pfimo prepoctena
koncentrace chininu zméfena v roztoku napoje na fedéni a hmotnostni koncentraci.
Tato hodnota je vysledkem analyzy, pokud matrice napoje neovlivni fluorescen¢ni
signal chininu (R = 1).

Pfi odhadu parametri kalibraéni zavislosti se predpoklada linearni zavislost
nejistoty signalu na hodnoté signalu. V bufice Q2 je mozno zménit hodnotu, ktera
udava, kolikrat ma byt nejistota minimalniho signalu nizSi 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 ur€eny v oblasti Q10:Q20 relativni hodnoty nejistot signald a z nich jsou v
bunikach R10:R15 spocteny vahy jednotlivych kalibragnich bodl. Ty jsou pouzity pfi
vazené linearni regresi a poskytnou kromé odhadl koeficientl kalibracni zavislosti
také hodnotu sy, v bufice N35 pro linearni a v bufice N50 pro kvadratickou kalibracni
zavislost. Na jejich zakladé je pak v bufce O6 urCena konstanta K, a v bunkach
010:020 je vytvofen model zavislosti nejistoty signalu na jeho velikosti. Zda je model
vytvofen pro linearni nebo kvadratickou zavislost uréuje hodnota v bufice O2 (pro 0 je
model spocten pro linearni kalibraci, pro nenulovou hodnotu je zvolena kalibrace
kvadraticka). Z tohoto modelu jsou pak pocitany nejistoty koncentraci spoctenych ze
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signalt pro vzorky v oblasti 036:044 (051:059). Nejistoty objemu jsou zadany v
oblasti 021:026.

V oblasti T36:T59 jsou spocteny nejistoty vyslednych hodnot s vyuzitim
Kragtenova schématu (T7:AK59) a jsou pouzity u vysledkl ziskanych metodou
pridavku standardu. V oblasti A31:H52 je pro srovnani proveden vypocet parametrd
kalibraCnich zavislosti obvyklou metodou nevazené linearni regrese.

V bunkach Q33:Q34 a Q47:Q49 je ovéfovano, zda jsou koeficienty kalibraéni
zavislosti statisticky vyznamné odliSné od nuly. Jestlize se pro kvadratickou
kalibraCni zavislost (bufika O2#0) objevi vbunce Q49 "NEPRAVDA", neni
kvadraticky koeficient statisticky vyznamny a pouZzijeme vysledky z linearni kalibrace
poté, co v bunce O2 nastavime nulovou hodnotu.
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