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Optické metody

Obecné fyzikalni laboratorni metody zaloZené na interakci vzorku s elektromagnetickym
zarenim, Ci vyzarovani elektromagnetického zareni vzorkem

Nespektralni metody — bez vymeény energie mezi latkou a zarenim, sledovan
vlastnosti zareni — (rychlost zafeni, polarizacni rovina, rozptyl, ...)

Spektralni metody — vyména energie mezi latkou a zarenim

- emisni interakce: detekce zareni emitovaného vzorkem (d
energie, elementarnich Castic » nestabilni energeticky

- absorpcni interakce: detekce absorpce zareni



Opticka absorpéni spektrometrie

Opticka absorpcéni spektrometrie

Absorpce elektromagnetického zareni vzorkem

Zavislost odezvy vzorku na spektralnim sloZzeni dopadajiciho elektro
zareni

Odezva podminéna strukturou energetickych hladin molekul v
molekularnim pohybem a mezimolekularnimi interakcemi

Kvalitativni analyza vzorku dle vyhodnoceni prabéhu
jednotlivych absorpénich maxim (A)

Kvantitativni analyza vzorku dle ,vySky signalu®
absorbance



Elementarni znalosti stredoskolské optiky

Pole elektromagnetického zareni:

* superpozice rovinnych harmonickych vin vektort pole (slozka elektricka a
magneticka)

» soubor elementarnich ¢astic pole — fotony

Charakteristika elektromagnetickeho zareni:
 frekvence f

* vilnova délka A

« fazova rychlostv (v = A-f)

* energie fotonu E; (E, = h-f), h- Planckova konstant

Elektromagneticka vina u=U_-sin2z

u- okamzita hodnota velikosti vektoru
T- perioda, x- vzdalenost od zdroj
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Elementarni znalosti stredoskolské

Fazova rychlost elektromagnetické viny v, vy =

€- permitivita prostredi, yu- permeabilita pro
C incident ray | reflected ray

« Index lomu n, n=-—
V

v- rychlost svétla v danéem prc

normal 1o surface
1

» Zakon odrazu a=a
 SnellQv zakon lo

v

* Rychlost své




Polarizace elektromagnetické viny

Polarizace elektromagnetického zareni —
geometrie kmitl vektort elektromagnetického
pole

* linearni polarizace



http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/waveform3d/index.html

Absorpcni spektrometrie

Déléni:  elektronova (VIS, UV) absorpCni spektrometrie — A < 1 uym
vibracni (IF) absorpCni spektrometrie — nejCastéji A od 3 um do 25 pm (celé
spektrum 1 ym az 1000 uym)

Prichodem elektromagnetické viny prostfedim dochazi k snizovani jeji intenzity.
Velikost utlumu monochromatické viny charakterizuje absorbance A.

l,, je pocCateCni hodnota intenzity elmag. viny, I, je velikost intenzity Aﬂ = |09 74
elmag. viny po pruchodu latkou yl

Zavislost absorbance A, na urazené draze x elmag. viny v prostredi popisuje
LAMBERTUV zékon: A,= b,-X, kde b, je absorpCni (extinkCni) koeficient

Lambertav zakon (LZ) plati pro jednofotonovou absorpci v latkach, u nichZ prochazejici
zareni nenarusuje puvodni termodynamickou rovnovahu. Mozné odchylky od LZ u
biologickych materiall zptisobeny napf. fotochemickymi reakcemi, zvysenim teploty,
aktivaci chemickych reakci a pod.

Koncentra&ni zavislost absorpéniho koeficintu b popisuje BEERUV zakon (BZ): b=¢-c,

kde ¢ je molarni absorpcni (extinkéni) koeficient, charakterizujici absorbujici latku.
Symbol ¢ zastupuje molarni koncentraci roztoku.

Spojenim LZ a BZ: LAMBERT-BEERUV zakon A= g,-X°C




Méreni absorpcnich spekter — méreni propustnosti

« Transmitance (propustnost elektromagnetického vinéni vzorkem)

I
T: T/1 :_/1

Iﬂo

«  Upravou vztahu pro absorbanci, dostavame vztah pro T: T, =10

|
— VA
-rrebl D

refi

« Relativni transmitance T,;:

Kde I, je intenzita elmag. viny vystupujici ze vzor
vystupujici z Cistého rozpoustédla.



Interakce elektromagnetické viny s prostredim

Energie fotonl se muze pfi interakci s molekulou latky
transformovat na energii prechodu elektronu na vyssi
energetickou hladinu, na energii pfechodu mezi dvéma
vibracnimi stavy ¢&i energii pfechodu mezi stavy rotacnimi.

1

Absorbujici atomy v molekule organické latky se nazyvaji A
chromofory

Oblast IF — dochazi pfi interakci molekul s fotony ke zvy
jejich vibracni a rotacni energie — rotacné vibracni s

Oblast UV, VIS — silna absorpce, v biol. m
bilkovinami a NK, interakce fotonu elek

zareni s konjugovanymi dvojnymi v elektronové vibracni rotadni

Oblast mikrovinného zareni
elektromagnetického zar
vykazujicich perma



Interakce elektromagnetické viny s prostredim

Infra€ervena spektrometrie

- energie elektromagnetického zareni pro tyto vinové deélky (E= h-f) natolik r
nepostacuje pfi jeji absorpci na zmény elektronovych stavi molekul, dos
zmény rotacnich a vibra¢nich stavd molekul
- pasové absorpcni spektrum

- rotaCni pohyb — rotace molekuly kolem sveého téziste,
detekce u kapalin a tuhych latek obtizna
- vibraéni pohyb — zména délky vazby a zména v

vibrace deformacn

~t—Pp -—p

709

vibrace valenc¢ni




Absorpcéni spektrometr

Pristroj pro méfeni spekter propustnosti — absorp¢ni spektrometr
Cast opticka: zdroj zareni, monochromator, detektor, vzorkova €ast, opticke prv

Cast elektromechanicka: pohyb monochromatoru, méfi¢ signalu detekt
zaznamova zarizeni

Spektorfotometr
- jednopaprskovy (spektrokolorimetr) a dvoupaprs
- staticky vzorek (kyveta) X pratoény systém
- UV, VIS, IF spektrum

I)\O




Absorpéni spektrometr

Zdroj elmag. zareni

- télesa rozzhavena el. proudem (wolframova €i uhlikova vlakna Zarovek — IR a VIS
spektrum, halogenové Zarovky — VIS spektrum, Nernstlv horak — zhavena keramicka
tyCinka svétlo o 2-50 ym, deutériova lampa — UV oblast)

- vybojky (Caroveé i spojité spektrum)
Specialni spektroskopické metody vyuzivaji také elmag. synchrotronove zareni (vznik pri
pohybu nabité Castice, spojité spektrum v UV oblasti)

Monochromator

- vstupni stérbina

- disperzni prvek (hranol, mfrizka), rozptyl zafeni dle A, nataceci element
- vystupni Stérbina (vystup zareni o konkrétni A)

Detektor zareni (podminky: spektralni citlivost, pomér mezi signalem a Sumem, linearita
odezvy, asova odezva, ...)

- termalni detektory (Siroka spektralni citlivost, dopadajici energie elmag. zareni
zpusobuje teplotni zménu detektoru — termoclanek, termistor, bolometr, Golayova cela
— zména objemu plynu, pyroelektricky jev — zména rozloZeni naboje)

- polovodi¢ové detektory (fotovoltaicky ¢lanek, polovodicova fotodioda)

- fotoemisni detektory (zalozeny na vnéjsSim fotoelektrickém jevu, vakuova fotodioda,
fotonasobice)



Vakuova fotodioda

MESH ANODE FHOTCCATHODE COAXIAL
ISOLATION CAPACITOR

CAUTION ! HIGH VOLTAGE APPEARS
ON THE HOLDER IN
THIS CIRCUIT,

Dopadajici fotony zpusobuij

elektronl z katody do
na anodu — vznik p

OAUFE

Fotonasobic

fotokatoda
\'\

zaostiovaci
elektroda

urychlujici
elektroda

vyzareny _
fotoelekiron déli¢ napéti

VN~1300 V

http://www.astro.gla.ac.uk



Photoelectric effect

Infrared Visible / Ultraviolet
No electrons emitted ’ Electrons emitted

o

p S X-ray

,’ Gamma-rays
7/ Electrons always emitted

7 Electrons always emitted

b ’ depending on the surface matesial 7’ d
Erhreshoid = hf Where: E = of photon
h= s constant
f = frequency
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Kyvety

Prislusenstvi

Absorpcéni spektrometr

dle objemu a ,tloustky” obsazeného vzorku (V>3ml,V<3ml, mikrokyvety)

dle pouZitého materialu (sklo VIS, kiemenné sklo UV, chlorid sodny IF, polysty
dle spektralni propustnosti
dle typu vzorku

drzaky kyvet (cilindrické, mikrokyvety, pruto¢né kyvety ...
termostatované kyvety

meéniCe a podavace kyvet

~olppery“ - ze software spektrometru fizeny
prutoc¢nou kyvetu

modul integracni koule - umoznuje
kalibraCni zdroje
software

zaznamova pamét, vs



220-900 nm spektralni

, Cuvets
rozsah’ 70 “ L’ analyza Cuvets are generally considered useful at wavelengths where
. their transmittance is 80% or greater using an empty cell. Cells
DNA’ prote| ny filled with distilled water theoretically give transmittance values

up to 8% higher because refiective losses are minimized.

Unless otherwise indicated, outside dimensions are

12.5 x 12.5 x 45 mm, and path length is 10 mm. Cuvets are
sold singly, not in pairs. Modern precision manufacturing
methods make pre-matching unnecessary.
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The photosynthetic pigments absorb much of the spectrum

chlorophyll b

chicrophyll

Absorption ...
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Dalsi vyuziti ab

Light emitting diodes

. —» To microprocessor

Phototransistor

Figure 8-11 Pulse oximeter sensor

www.medtek.ki.se




DalsSi vyuziti absorpcni spektrometrie

Indikatorova diluéni metoda
metoda pro zjisténi pratoku tekutin (zejména krve) pomoci nastfiku barviva a stanoveni jeho
pfitomnosti v Case v prutokové kyveté — hodnoceni minutového srdecniho vydeje

Pletysmograficka Pennazova metoda
metoda pro nepfimé méreni krevniho tlaku. Podstatou metody je prachod elektromagnetického zareni
prstem vySetfované osoby. Pfi tlakové pulsaci krve se méni i objem tkané a tim i hodnota absorp
Vhodnym tlakem v manzeté jsme schopni kompenzovat systolicky a diastolicky tlak krve — n
zména hodnoty absorpce

Stanoveni bilirubinu v krvi
metoda stanoveni bilirubinu v krvi zaloZena na absorpci elektromagneticke vin
krvi, v pfipadé napf. slou€eniny azobilirubinu pfi 570 nm

Venézné okluzni objemova pletysmografie
metoda slouzici k vySetfeni zmén prokrveni prstl koncetin v zavi
obdobné jako oximetrie, zména toku krve je provazena zm
elektromagnetického zareni



Nefelometrie a turbidimetrie

optické metody vyuzivajici rozptylu svetla heterogennimi casticemi v
suspenzich a koloidnich roztocich

nefelometrie je nejCastéji vyuzivana pro nizSi koncentrace rozptylenych
Castic, detekce intenzity rozptyleného zareni nejCasteji ve sméru kolmem na
vstupujici paprsek, vyuziva Tyndallav jev

turbidimetrie je vhodna pro vysSSi koncentrace rozptylenych castic, detektor
umistén v ose paprsku, detekce intenzity zareni prosiého disperznim
vzorkem a ochuzeného o rozptylenou slozku, stanoveni tzv. Turbidance —
A; — stupen zakalu

vhodné metody ke stanoveni napf. proteinu v séru, znecisténi vzduchu a
kapalin pevnymi Casticemi a pod.

Tyndallav jev — pfi €asticich disperzniho podilu vétSich nez 5 nm, Ize
pozorovat rozptyl svétla — napf. svételny kuzel pfi prichodu svételneho
paprsku roztokem



Nefelome

(A) = 0° TURBIDIMETRIE
(8) - (C) = 30 - 90° NEFELOMETRIE

polariza¢ni
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Turbidimetrie

detektor turbidimetrie

: P . | kyveta se ® . @
zdroj vzorkem

c-l-r®

()
0 A =log—=k-
j l X rozptyl (D o+ r4
detektor nefelo
A; — turbidance, k,a — konstanty, r — stie

délka kyvety, ¢ — koncentrace, A — vl

« citlivost turbidimetrie je nepfimo umeérna zvolené vinove
co nejkratSi vinové délky zdroje zareni — nutnost m
« ve zfedénych disperzich (roztocich) je prfech
turbidimetrii neostry, a proto Ize mérenou v
fotometru A u klasické absorpéni fotom

A;=(e+T).c.l,

kde: e - absorpcCni koeficient, T -
meéfici kyvety



Nefelometrie

méfeni intenzity rozptyleného ,Tyndallova“ svétla na dispergovanych €asticich

zdrojem svétla je nejCastéji halogenova a xenonova vybojka Ci laser
k méfeni vyuzivam nefelometricky nastavec fotometru i nefelometr

vinova délka difuzné rozptyleného zareni a zafeni zdroje je stejna, i kdyz v malé
dochazi na ¢asticich k emisi zareni o delSi vinové délce

optimalni pomér mezi vinovou délkou zareni monochromatického zdroje a
10:1

pfikladem aplikace nefelometrie v pfirodnich védach je stanoveni j
bilkovin ¢i komplext antigen-protilatka, Cistota ovzdusi ...

zavislost odezvy nefelometru na koncentraci stanovované
vétSinou o polynom druhého Ci tfetiho radu. V pripade v
zavislost aproximovat proloZzenim pfimkou. Obecné p
koloidni disperze vice nafedéna nebo je mensi vel



Nefelometrie a turbidimetrie

Einstein-Debyeova rovnice pro rozptyl svétla ... pro zvidave...

4r*-nZ-F(a)-w (dn :

NA%“-rZ-(ﬁ+ZB-W+...) ow

| =1,

|, je intenzita svétla rozptyleného objemovou jednotkou disperzni soustavy pod uhlem
l, celkova intenzita dopadajiciho (primarniho) zafeni,
n index lomu disperzni soustavy,

n, index lomu Cistého disperzniho prostredi,

w hmotnostni koncentrace,

M molarni hmotnost disperzniho podilu,

A vinova délka primarniho i rozptyleného svétla,

r vzdalenost detektoru, méficiho intenzitu, od zdroje rozptylené
a uhel pozorovani, tj. uhel sevieny primarnim paprskem a
F(a) je funkce uhlu pozorovani, jejiz tvar zavisi na cha
svétlo F(a)=1, pfi horizontalni polarizaci F(a)=cos?
B druhy virialni koeficient - stejny jako u virialni



Nefelometrie a turbidimetrie

Pfenosny turbidimetr (nefelometr) 2100P (Hach)

,Pfesny dvoudetektorovy mikroprocesorem fizeny
turbidimetr umoZzniuje skute€nou eliminaci bar
se i k méfeni komplikovanych barevnyc
terénu. Jeden detektor je umistén pod
LED zdroj svétla — 860 nm, druhy
Pristroj méfi v automatickém rr
FNU ...Kalibrace se provadi
standardy.”



Nefelometrie a turbidimetrie

NEPHELOMETER

http:/iwww.z






