Optické metody Absorpéni fotometrie

» Kvantitativni hodnoceni zmény intenzity zafeni po
pruchodu analytickym prostfedim

m Zakon Lambert-Beeruv:
()]

0
log = A =a.c.l
()

®_ = svétlo vstupujici do méfencho prostiedi

@ = svétlo z méfencho prostiedi vystupujici

A = absorbance

a = absorpCni koeficient pro danou vlnovou delku
¢ = koncentrace roztoku

1 = delka optické drahy (tj. tloust’ka vrstvy roztoku)
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Optické metody — Absorpéni fotometrie

= Absorbance je primo umérna latkové
koncentraci a tloust’ce absorbujici vrstvy

= Fotometry — filtry
m Spektrofotometry - monochromator
m 3 zakladni ¢asti :
— zdroj (Zzarovka, vybojky)
— filtr nebo monochromator (vstupni a vystupni
Stérbina, miizka)

— detektor (fotonka, fotonasobic, diodove pole)
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Optické metody — Vertikalni fotometrie
Paprsek prochazi kyvetou vertikalné

= Svétlovody
— sklenéna vlakna piivadéji svétlo: 5“"{ By - - N
ze zdroje do osmi nebo - ey Ay e,
vice jamek najednou, - .
odvad¢ji proslé svétlo rassgll
k detektoru _
m Urceni: Hdm Elptcks
— mikrotitraéni desti¢ka (mé&feni 5 s) p— le/ :
— prouzek s 8 jamkami = T
m Konstantni plocha i
kruhove zakladny: b

— pro stejnou koncentraci je konstantni sou¢in absorbance a délky
optické drahy roztokem:

A L =A,.1
m Kratka opticka draha (= 3 mm) solidni vysledky.
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Optické metody — Reflexni fotometrie

® Odrazené zareni od homogenné zbarvene

podlozky

= Matrice: impregnovana vlakna nebo vicevrstvy
film

m Impregnovana vlakna — plna krev, sérum, plasma,
moc¢

® Vicevrstvy film
- homogenni matrice
(sérum, plasma)

Sucha Cinidla aktivovana vodou obsazenou
ve vzorku
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Optické metody — Atomova absorpéni spektrofotometrie

= Absorpce elektromagnetickeho zafeni v UV a VIS
m Atomizace 2000 az 3000 °C

® Volné atomy (Ca, Mg, Cu, Zn, Fe) absorbuji
vyhradné zareni takovych vinovych délek,
které mohou samy vyzarovat

m Paprsek svétla vhodne vinoveé delky
— prochazi plamenem, do néhoz je rozprasovan vzorek

— veden pres elektrickou pec, do které se zavadi vzorek
(citliveysi)
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Optické metody — Atornova absorpéni spektrofotometrie

m  Zdroj: duta katodova vybojka (katoda z kovu, pro ktery je lampa urcena)
m [zolace analyzovan¢ spektralni ¢ary monochromatorem (miizka)

m Detektor: fotonasobic¢

Fotonasobic

Horak Duta katodova vybojka
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Optické metody — Fluorimetrie

= Fotoluminiscence — po ozareni latky vyzaruji
svétlo
=» intenzita je primo umérna koncentraci
fluoreskujici slouceniny

®m Emitované zareni ma vyssi vinovou delku nez excitacni

zareni

— meéng energie

Fyzikalné-chemické principy



EMISNI
MONOCHROMATORY

MRIZKA

FOTONASOBIC
PRO VZOREK

EXCITACNI
MONOCHROMATORY
I
i
FERENCNI;Y:
FOTONASOBI NRIZKA
, , — — -
DIFUZN{ LIC
DESKA pAPRSK R
FILTR
CLONKA
-1}
KYVETA ENONOVA
4ZAROVKA
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Optické metody — Chemiluminiscence

m Excitace fotonu vyvolana chemickou reakci:
— po nastiiku syntetizovaneho Cinidla

— s biologickou substanci (luciferasa svétlusek -
bioluminiscence)

— oxidaci na anod¢ (elektrochemiluminiscence)
m Usporadani za kyvetou odpovida fluorimetrum
= Prima emise fotonu - kratke zablesky svétla

m Transfer energie na fluoreskujici slouceniny -
dlouhodoba svételna emise
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Optické metody — Turbidimetrie

= Méreni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na casticich

m Reprodukovatelné a stalé suspenze
— ochranné koloidy (polyetylenglykol).

m Mc¢teni absorpCnimi fotometry a spektrofotometry

m Citlivost - nepfimo umérna vinove délce

®m Pouziti: imunochemické metody
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Optické metody — Nefelometrie

» Nefelometrie je o tad citlivéjsi nez turbidimetrie

m Mc¢feni intenzity difusné rozptyleného svétla na
dispergovanych casticich

m Laserovy nefelometr

— Zdroj helium-neonovy laser (1 vinova délka)
— Detektor (fotonka nebo fotonasobi€) pod uhlem 5 - 35 ©

® Konvenc¢ni nefelometry

— Zdroj zarovka nebo xenonova vybojka (interferen¢ni
filtr)

— Detektor pod uhlem 70 - 90°
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Elekirochemické metody — Potenciometrie

M¢ii se rozdil potencialu

REFERENCN ROZTOK - Eipep)

L[ o mez1 dvéma elektrodami
REFERENCH] LEKTRODH \$f AR — referencni (srovnavaci) ma
Z dV o konstantni potencial
A4 M (T~ indikaéni (méma) potencial
5 i ot zavisi na aktivité méfeného
main< AL C] BISD analytu ve zkoumaném roztoku
ISE S| PRITOROVOU HEMBRANOU o R -
o — napeti mezi obéma elektrodami
e se méfi digitalnim voltmetrem
VR o

EMS = E(ISE) - Elref) - E(d)
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Elektrochemické metody — Potenciometrie

Iontové selektivni elektrody (ISE)
Neprimé metody - diluent o vysoké 1ontove sile (moc€)
Prima metoda - bez redéni
ISE: ponorné, prutocné a suche elektrodove systemy

Membrana
— sklovina

— iontoménicovy roztok, nasakly do vhodné porovité struktury
(kapalna membrana)

Referencni elektroda - Ag/AgCl
Pouziti ISE: Na*, K*, Li*, Ca?*, Mg**, NH,*, CO,, CI-
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sklenéné elektrody

Referencni elektroda Ag/AgCl

Drzadlo

Plastikové
pouzdro

. Plast
elektrody

S
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NaHCO,

Vnitini elektroda Ag/AgClI

N

Vstup vzorku —-=

Porézni vlozka

Kyveta
Sklenéné okénko

osfatovy pufr

L-Fésnici krouzek
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—_—\ystup vzorku
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lYIembréna propustna pro CO, 14
(silikonova guma)



Elektrochemické metody — Potenciometrie

Enzymové elektrody

predfazeni membrany s imobilizovanym enzymem
pied elektrochemické ¢idlo

substrat difunduje do enzymové membrany =
reaguje s imobilizovanym enzymem na produkt
— Detekce: potenciometricky nebo ampérometricky

, Ochranny kryt Pouziti:

. » glukoza, laktat, mocCovina,
kreatinin

* kombinované
elektrochemické
analyzatory

* statimoveé moduly

Reakéni plocha biochemickych analyzatoru

Plocha k aplikaci vzorku
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Elekirochemické metody — Ampeérometrie

mMéreni proudu za konstantniho potencialu

mAmpérometr - detektor elektronti v oxidacné-redukcnich
reakcich (stanoveni glukosy)

Vilozené |
napeti ‘l @“’”‘" Ampérometr
Ag tyé — Roztok
anody — & elektrolytu
Vrstva - " — Pt drat !
AgCl _ katody
Katalyzator Pt Membrana

propustna pro
0, 16

cern \Vzorek




Elektrochemické metody — Polarografie

= Eliminace vlivu velikosti kapky krve na vysledek analyzy

Biologicky material je umistén vné métici jednotky
= nemuze j1 znecCistit

Meéreni intenzity proudu pri konstantnim vnéjSim
potencialu (prepéti)

Clarkova elektroda = stanoveni kysliku

Pouziti: acidobazické analyzatory (pO,)
analyzatory glukosy
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Elekiroforetické metody — ZOnova elektroforéza

m Nejrozsitenési elektroforeticka metoda

Pohyblivost latky v elektrickém poli zavisi na:
— velikosti naboje
— velikosti molekul
— vlastnostech prostredi
Nosice:
— acetylceluloza, gely (agar6zovy, polyakrylamidovy).
Postup: fixace, barveni, odbarveni folie, vysuSeni
— elektroforéza trva 15 - 30 minut
Distribuce
— podle velikosti naboje: acetylceluloza, agaroza

— na zakladé elektrického naboje 1 podle velikosti molekul:
polyakrylamidovy gel s gradientem hustoty = molekulové sito
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Elekiroforetické metody — ZOnova elektroforéza

= Vyhodnoceni: denzitometr

— elektroforeogram se automaticky posunuje nad Stérbinou, kterou
prochazi svétlo zvolené vlinové délky

— v misté frakci dochazi k ¢astecCné absorpci zareni
— zbytek svétla dopada na ¢idlo = signal

— analogovy zdznam se zpracovava integratorem = Ciselné
vysledky |
m Pouziti: stanoveni frakci bilkovin, I

lipoproteinu, glykoproteinu,
jednotlivych izoenzymu




Fyzikalni metody — Osmometrie

Osmoticky tlak - tlak rozpusténych, zeyména nizkomolekularnich
latek a iontl v roztoku oddéleném polopropustnou membranou
od samotného rozpoustédla

Osmoticky tlak je primo aumérny celkovému poctu rozpusténych
nebo disociovanych Castic

Osmolalita (mmol/kg) - latkova koncentrace osmoticky aktivnich
castic v 1 kg rozpoustédla ~ 2[Na"] + [mocovina] + [glukosa]
Osmometry

1. snizeni bodu tuhnuti roztoku v zavislosti na koncentraci ¢astic
v roztoku - citlivy teplomér

2. zvySeni bodu varu

Pouziti: stanoveni osmotického tlaku v séru a moci

Fyzikalné-chemické principy
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Izotopové metody — y-pocitace

m Znaceni %3] - y-zafi¢ (tvrdé zareni)

m Pouziti : y-meérice IMUNOCHEMIE
— vicekanalové: vice vzorka soucasnée
— meéfeni poctu impulsti/min

— detekeni systém: krystaly Nal kompaktné spojené
s fotonasobicem

Detekéni
j ednotka 21

Pipetovaci
jednotka

Inkubacni
Promyvaci
jednotka

jednotka



Chromatografické metody — Plynové chromatografie

m  Déleni smési latek na zakladé distribuce mezi mobilni a stacionarni
faze
— mobilni faze - plyn
— stacionarni faze:
% vétSinou kapalina na nosici
— vzorky se nasttikuji do vyhtivaného davkovace
— dochazi ke zplynéni vzorku
— jeho pary jsou nosnym plynem (N,, Ar) undSeny do vyhfivan¢ kolony
% pracovni teplota az 400 °C
Detektory: integruji signal

M plameno-ionizaéni: ionizace rozdélenych
T ?—fm k ;ﬁWﬂ slozek v plameni H,-vzduch

53

Pouziti:1¢¢iva, jejich metabolity, alkohol,
org.kyseliny, hormony, steroidy

Zapalovac

\

Zasobovaci
vedeni pro
vodik

Tryska
horaku
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Chromatografické metody — Vysoko uéinna

kagalmova chromato@e

m De¢leni ve dvoufazovém systému:
— distribuce mezi kapalnymi fazemi (mobilni a stacionarni — nemisiteln¢)
— pronikani molekul z mobilni faze do poru tuhych castic (molekulova sita)
Kolony - obrovska ucinnost (nckolik set tisic pater destilacni kolony)
— obsahuji nosné¢ Castice se staciondrni fazi
— prutok mobilni faze pod tlakem 1 — 100 MPa

% déleni zpravidla elu¢ni metodou

Detektory: UV-VIS, detektor diodového pole,
= signal se integruje
Pouziti: termolabilni latky (enzymy) - 1 nékolik set analyz za 24 h

bile

mrizka vétlo
: . B onreﬁ 5
Diodové |5 Zoren
pole
Moqrg
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