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EXPERIMENTALNA TECHNIKA

Fluorescenéni méfeni universalnim spektrofotometrem

E. SMEKAL

(/ Katedra lékaiské fysiky lékarské fakulty University
’ J. E. Purkyné, Brno

V préci je popséna jednoduchd tprava universdlniho spektrofotometru
VSU-1 pro fluorescenéni spektrofotometrii a fluorimetrickd meéreni. Ve
spojeni s liniovym zapisujicim pfistrojem je mozno piimo registrovat
fluorescenéni spektra.

Fluorescenéni spektrofotometrie a fluorimetrie se stdva stale vyznamnéjsi
metodou pii studiu vlastnosti latek. Analytické fluorescenéni metody svou
vysokou citlivosti v mnohych pripadech piedéi bézné metody a dovoluji sta-
novit fadu latek piitomnych napiiklad v biologickém materidlu (katechola-
miny, thiamin apod.) [1]. Vétsimu rozvoji fluorescenénich méfeni na nasich
pracoviStich vSak brani nedostatek vhodnych piistroju. Komeréni fluorimetry
a fluorescenéni spektrofotometry nejsou bézné dostupné, takze za soudasného
stavu se jevi nejefektivnéjsi razné upravy spektrofotometri [2—5] pro fluo-
rescenéni méfeni.

V této préci je popsana tprava universalniho spektrofotometru VSU-1 fy C.
Zeiss, umoznujici provadét fluorescendni spektrofotometrii ve viditelné i ultra-
fialové oblasti. Ve spojeni s liniovym zapisujicim piistrojem-je pak mozno
fluorescenéni spektra piimo registrovat. Celé zatizeni je dile mozno pouzit
pro vysoce citliva fluorimetricka stanovovani fluoreskujicich latek. P¥i fluo-
rimetrickych méfenich je pak vyhodné, zZe lze snadno méfit libovolnou vino-
vou délku fluorescenéniho zareni vhodnym nastavenim monochromatoru.

Experimentalni 8ast a vysledky

Optickd Edst

Uspoiadédni méficiho zafizeni je na obr. 1. Paprsek ze zdroje prochdzi clonou, konden-
sorem, irisovou clonou, vyménnym interferenénim filtrem (Metall-Interferenzfilter
C. Zeiss) a dopadd na pravodhlou kyvetu umisténou ve svétlotésném plasti pred vstupni
stérbinou zreadlového monochrométoru VSU-1 C. Zeiss. Emitované fluorescenéni zéfent
vystupuje okénkem z kyvety, prochézi $térbinou, optickym systémem monochromsétoru,
ve kterém je pro spektra ve viditelné oblasti pouzito sklenéného a pro spektra v UV
oblasti kifemenného hranolu. Vystupni $térbinou pak vychézi svételny paprsek z mono-
chromdtoru a dopadéd na katodu fotonédsobi¢e umisténého v kovovém pouzdre, které je
svétlotésné nasazené na vystupni $térbinu monochrométoru.
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Obr. 1. Schéma optického zatizeni pro fluores-
cenéni méieni.
Hg — rtutové vysokotlaké vybojka; C — clona;

Ko — kondensor; IC — irisova clona; IF —
interferen¢ni filtr; K — kyveta; S;, 8, — $térbi-
ny monochromdtoru; M — monochrométor;

F — fotondsobid.

Jako zdroje primérniho svétla je pouzito vyso-
kotlaké rtutové vybojky sovétské vyroby, typ DRS
—120V, 250 W; vyrobce udévd svételny tok 12 500
Lm. Pro tuto vybojku jsme zhotovili ochranny
plast z hlinikového plechu; zadni sténa je parabo-
lického tvaru a cely pldst je vylozen hlinikovou Hg
félii s vysokym leskem. Vybojka je drzena
zvlaStnim drzédkem, ktery je mozno stavécimi Srouby posunovat a takto vybojku pfesnd
centrovat. Vyrobce udévs, Ze teplota nesmi ve vzddlenosti 6 cm od stény lampy prekrodit
250 °C; v nasem zafizeni ani po nékolikahodinovém provozu neprestoupila pies 60 °C.
Vybojka je napdjena pres tlumivku stabilisovanym napétim 120V a jeji zapdleni je
provedeno vysokonapétovym startérem z induktoru. K pldsti vybojky je pfipevnén pfes
isoladni tepelnou podlozku tubus s kondensorem a irisovou clonou.

Elektronickd édst

Pro detekei fluorescendniho zdieni je pouzito fotondsobidiu jednak sovétské vyroby,
typ FEU 19 M a dédlc fotondsobide fy C. Zeiss, typ M10 FS25. Jelikoz nebyl k disposici
vhodny zdroj napéti pro fotondsobid, byl téz navrzen a postaven zdroj stejnosmérného
stabilisovaného vysokého napéti [6, 7]. Stabilisdator napéti je konstrukéné jednoduchy
a pracuje se stabilitou 2,3 .10-2 jmenovitého vystupniho napéti 850 V. Soucasné byl
postaven elektronkovy voltmetr pro indikaci vzniklych fotoproudu. Celkové schéma
elektronické ¢dsti je na obr. 2. Napéti ze zdroje VN je odporovym déli¢em rozdéleno na
napéti potiebné pro fotondsobié a pro elektronkovy voltmetr. Je zde pouzito mustkové
metody, kde dvé ramena jsou tvoiena systémem triody 6N8S a v dalSich dvou ramenech
jsou zapojeny dva pevné odpory 560 kQ. Indikace rovnovédhy miustku je pak provedena
méfieim pfistrojem (galvanometrem, liniovym registraénim ptistrojem), ktery je zapojen
v diagondle mustku. Nastaveni elektrické nuly, tj. rovnovahy mistku, se provadi poten-
ciometrem (10 kQ) zménou mfizkového predpéti kompensadni triody pii souéasném
uzemnéni miizky mérné triody. Zmény osvétleni fotondsobite zpusobi zménu proudu,
coz se projevi zménou ubytku napéti na pracovnich odporech, a tedy i zménou predpéti
Fidici miizky mérné triody. Zména v osvétleni se tedy projevi rozvdzenim mustku, které
je indikovéno méficim pristrojem. PondvadZz i neosvétlenym fotondsobitem protékd
tzv. temny proud, ktery p¥i pracovnim napéti 850 V &ini podle udajii vyrobet pro oba
typy fotondsobidt asi 0,2 .10-% A, je provedena jeho kompensace napétim opaéné po-
larity nastavenim potenciometru pro kompensaci temného toku. Mérny systém mé sedm
piepinatelnych stupnt umoznujicich mérit s riznou citlivosti.
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Obr.  Schéma clektronického zapojeni stejnosmérného stabilisovaného zdroje vysokého napséti s odporovym
délitem, fotondsobhitem a elektronkovym voltmetrem.
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Ovérent Einnosti zarizent

Stabilita elektronické éédsti, tj. zdroje VN, elektronkového voltmetru a fotondsobice
byla ovéfena registraci ,,nuly‘‘ a ,,temného toku‘‘ (obr. 3). Z obrdzku je patrné, Ze dlouho-
dobé stabilita je vyhovujici a koliséni béhem 1 hodiny po zahidti piistroje nepiesdhlo
2 9% z maximélni vychylky.

Funkce zaiizeni a metodika prdace byla ovéfena promeéfenim fluorescenénich spekter
akridinoranze a siranu chininu a méfenim fluorescence siranu chininu v zdvislosti na
koncentraci. Jako fluorescen¢ni standard se pouzivéd roztoku 1 10-®*m chininsulfdtu
v 0,1 m kyseliné sirové, jenz mé maximum fluorescenéniho spektra podle G. Kortiima
[8] pfi A = 457 nm. Jako dalsi kontrola byl proméfen roztok 1.10-5m akridinoranze
v pufru o pH 6,0, ktery mé podle literdrnich iidajt [9] maximum pii 2 = 530 nm.
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Obr. 3. Zaznam pro ovéieni stability: 0 1 2 3 + h
1. ,,nuly*; 2. ,,temného proudu‘.
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Obr. 4. Fluorescenéni spektra. Obr. 5. Fluorescenéni spektra akridinoranze
1.1 10-%mM siran chininu v 0,1 m kyseliné registrovand na elektrickém optickém
sirové; 2. 1 10-°m akridinoranz v pufru kymografu.
o pH 6,0. Excitatni vlnovi délka pro Koncentrace roztokt: 1. 1 10-%m; 2. 8.
1. A = 366 nm, pro 2. A = 436 nm. 10-¢m; 3. 6.10-%m; 4. 4.10-°m; 4.

2.10-%°m; 6.1 10-°m; pH 6,0;
A = 436 nm.
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Fluorescendni spektra chininsulfdtu a akridinoranze jsou na obr. 4 a 5; srovnédnim
s literarnimi vidaji je ziejmé, Ze funkece zafizeni pro fluorescendni spektroskopii je vyhovu-
jici. Spektra nejsou korigovana.

Funkce zatizeni jako citlivého fluorimetru je ovéiena proméienim intensity fluores-
centniho zéfeni v zdvislosti na koncentraci u sady razné koncentrovanych roztoka
chininsulfatu v 0,1 M kyseling sirové (obr. 6) a je provedeno srovnéni s cejchovni kfivkou
zhotovenou na komer¢nim fluorimetru LUMETRON fy Photovolt Corp., New York.

Tret I ' '
150 21
100 -
1
+
sl ; 3 Obr. 6. Zavislost intensity fluorescence na
# koncentraci roztoku siranu chininu v 0,1 M
+ 4 kyseliné sirové.
+ /+ 1. fluorimetr LUMETRON; 2 —4. upraveny
0 é# ' i universdlni spektrofotometr se zms$nami
0,050 0,00 0'1'50 citlivosti galvanometru (2. 1/1; 3. 2/3;
M9/ml 4. 1/2). Excita¢ni A = 366 nm.
Diskuse

V popsaném zaiizeni je pouzito étyfhrannych kyvet. Obecné je zptsob
osvétlovani vzorkitl excitaénim zafenim, jakoz i zptsob snimani emisnfho
zafeni velmi dulezity, nebot snadno muze dojit ke klamnym vysledktim [10].
Nejdastéji se pouziva nasledujicich dvou metod [11]. P¥i prvé metodé, tzv.
pravouhlé, dopada excitujici paprsek na vzorek v kyveté pod thlem 0° k nor-
male kyvety a emisni zafeni pak pod dhlem 90° vystupuje z kyvety a dopada.
na vstupni Stérbinu monochromatoru. P¥i druhé metodé — tzv. éelniho uspo-
faddni — je vzorek ozafovdn opét pod stejnym uhlem, ale emisni zafeni je
sniméno na téze strané kyvety pod thlem 60° Fluorescenéni zaieni v tomto
usporadani prochazi jen tenkou vrstvou kapaliny, takze jeho absorpce je
téméf minimalni. Toto uspofddani je proto zvlast vyhodné pro studium
fluorescence pevnych latek a barevnych roztoka. Pfi pravoihlém uspotadani
mohou byt vysledky neptiznivé ovlivnény tim, Ze muze nastat zména jak
v intensité excitujiciho, tak i emisniho zafeni, ponévadz oboji musi prochazet
uréitou vrstvou roztoku, od spoleéného prusedéiku optickych drah paprski.
Tento tkaz bude zvlast nepfiznivy pfi méfeni fluorescenénich spekter, jelikoz
se v téchto piipadech muize uplatiiovat rusivé absorpce v zévislosti na vinové
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délce excitujiciho zéfeni. A jestlize je pak tfeba métit fluorescenci jedné latky
v ptitomnosti druhé absorbujici 1atky, potom interpretace spekter bude velmi
obtizna.

V této praci je pouzito pravouhlé metody, ktera je vSak tak upravena, aby
se rusivé jevy uplatiniovaly co nejméné. Podstata usporadani spodivd v nesy-
metrickém osvétleni kyvety a v snimani emisniho zafeni. Paprsek excitujiciho
zdfeni vstupuje do kyvety Stérbinou tésné pii boéni sténé a emisni zafent
vystupuje druhou Stérbinou tésné za Celni sténou kyvety (obr. 7). Pii tomto

[/

Obr. 7. Fotometrickd komurka s kyvetou.

1. monochrométor; 2. vstupni &térbina;

-l3-a. 4. Stérbiny fotometrické komurky; 5.

kyveta; 6. rdmelek pro ulozeni kyvety;
7. svételnd ,,past‘‘.

uspofadani muze byt kyveta velmi mala, takze je mozno pracovat s malym
ranozstvim vzorku. Kyveta je umisténa v rohu svétlotésné fotometrické
komirky s vikem (6 X10 X 18 cm), aby se rozptylené zafeni co nejvice pohltilo.
Pro pohlceni budiciho zafeni je v komiirce umisténa trubka stodend o 90°,
do které excitujici zafeni proslé kyvetou dopada a je ji absorbovano. V této
praci bylo pozdéji pouzito dvou monochromatort. Druhy monochromator
nahrazuje v pivodnim uspoiadani interferenéni filtry a jeho vyznam spoéiva
v tom, Ze umoziuje ziskat tzv. excitatni spektra. V pivodnim uspotadani je
toto té% mo#né vyménou interferendnich filtrét o riiznych vinovych délkéch,
ale tento postup je dosti pracny. Excitaéni spektrum je zdvislost tthrnné inten-
sity fluorescenénfho zafeni na vilnové délce excitujictho zafeni a umoziiuje
uréit vinovou délku primarniho zafeni, kterou se dosdhne maximalni intensity
emisniho zdfenf. Mimo jiné uplatnéni je tedy mozno napiiklad vhodné volenou
vinovou délkou primdrnfho za¥eni zvysit citlivost pfi fluorimetrickém stano-
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vovdni v analytické chemii. PouZitim dvou monochrométord vSak price
ziskdvd novy vyznam, o kterém budeme podrobnéji referovat v dal$i praci.

Rtutova vysokotlakd vybojka je chlazena vzduchem a vzhledem ke znadné
intensité svétla je clonou vymezen pouze luzky svazek paprski. Ze zdznamu
(obr. 3) je patrné, Ze stabilita celého zafizeni, a tedy i svételného toku je uspo-
kojivé. Irisova clona pak umoziuje dalsi korekei primarniho zafeni.

Indikace zmén fotoproudu je provedena elektronkovym voltmetrem
v mistkovém katodovém zapojeni. Jako méfidla je pouzito zrcatkového
galvanometru s dlouhou dobou kyvu (4—8s), s citlivosti 1 1079 A/mm/m
a tlumeného Ayrtonovym boénikem, takzZe je mozno ménit citlivost galvano-
metru v fadé stupiu a stale udrzovat jeho tlumeni na kritické hodnoté. Podle
tdelu prace je pak mozno vychylky galvanometru odeéitat pfimo na stupniei,
nebo registrovat na elektrickém optickém kymografu, nebo misto galvano-
metru zapojit liniovy registraéni meéfici p¥istroj s dostateénou -citlivosti.
V nadi praci se pouziva vsech t¥i zpusobi. Pro registraci s plnou citlivosti
zafizeni se pouziva kymografu, vyrobek n. p. Stavebni stroje, Zli¢in, s 15 cm
§if registracéniho fotopapiru a s posuvem 0,5 mm/s. Synchronisace vinovych
délek s posuvem papiru je zajisténa otaéenim hiidele mikrometrického Sroubu
monochromatoru elektromotorkem a spinanim vhodnych kontakti, tedy
vytvafenim abscis pro kazdych 10 dilkth mikrosroubu.

Citlivost uvedeného zafizeni ve srovnani s béinymi komerénimi pristroji
je dobré a obsluha nepfili§ naroéné. Pro pfimou registraci se pouziva elektro-
nického kompensaéniho registraéniho pi¥istroje fy MAW, NDR, §ite zdznamu
25 cm, nebo EZ 2, vyrobek n. p. Laboratorni piistroje, Praha.

Zavérem dékuji doc. J. Drobnikovs, dr. V. Kleinwdchterovi, CSc., dr. J. Koudel-
kovi, CSc., a dr. K. Pdtkovi, CSc., za kritické piipominky a podnét k této prdci. Soudasné
dékuji doc. J. Stanikovi, CSc., za laskavé umoZnént vyvoje popsaného zarizent; D. Blankovi
a J. Junkovi pak za technickow spoluprdcs.

OJYOPECHEHTHBIE USMEPEHNA
YHUBEPCAJIBHBIM CITEKTPO®OTOMETPOM

9. Cmeraua

Hadgenpa BpauebHoii guankn Megnuunckoro dakysabTeTa
Yuusepcurera fI. 9. [Typknue, Bpuo

OnuceBaeTcA IPOCTOe BUAOM3MEHEHUe yHHBepcanbHoro cnexrpodoromerpa VSU-1 (Carl
Zeiss, Jena) musa GayopecieHTHON cieKTpodoToMerpun. JIyy M3IydyeHus PTYTHO-KBApPIleBOil
JIaMIIBI  CBEPXBLICOKOTO [aBJIeHHA IPOXOMUT uepead pauadparmy, KBapleBHIl KOHAGHCOP,
uHTepPepeHIMOHHbIT PUIBTP M HAfJaeT HA KBApLEBY KIOBETY ¢ pacTBopoM. MsmyuenHoe
M3JIyYeHUE IPOXOAUT Yepe3 OKOLIKO KIOBETH U TIOMNANAET BO BXOMHOE OTBEPCTHE 3ePKaJlb-
HOr'0 MOHOXPOMATOpa ¢ KBaplLeBoif mpuamoif (puc. 1). K BHX0Ay 13 MOHOXPOMATOPA CBETOHE-
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NMPOHMI[AeMO TNpHcoeAnHeH (OTOYMHOMNTENh, HA KOTOPHI HOmaeTcsa CTAGMIM3MPOBAHHBEII
MOCTOSINHBIA TOK BHICOKOIO HampsAxeHUdA (puc. 2). B cxeme, mpegHasHaueHHOM! A onpefese-
HIISI M U3Mepenns n3MeHeHuit GOTOTOKOB, B OCHOBHOM NIPMMEHAETCA KATOXHEI OBTOPUTEND,
BRJIIOUEHHHII B MOCTMK. B IuMaroHasb MOCTHMKA IIOfCOENVMHEH B3epPKAaJbHbIA TajIbBAHOMETP
C OTCYETOM HA IUKAJE MJIH KOMIEHCAI[MOHHHIN JIMHeWHHI permcTpalMOHHEI caMomucer.

Prelogila T. Dillingerovcd

FLUORESZENZMESSUNGEN MIT DEM UNIVERSAL-SPEKTROPHOTOMETER

E. Smékal

Lehrstuhl fur medizinische Physik, Medizinische Fakultét
an der J. E. Purkyné-Universitéit, Brno

In der vorliegenden Arbeit wird eine einfache Zurichtung des Universal-Spektropho-
tometers VSU-1 (Carl Zeiss, Jena) fiir die Fluoreszenzspektrophotometrie beschrieben.
Die Erregungsstrahlung einer Quecksilberhéchstdrucklampe wird nach Durchgang durch
eine Blende, einen Quarzkondensor und ein Interferenzfilter der Quarzkiivette mit der
zu untersuchenden Losung zugeleitet. Die aus dem Kiivettenfenster austretende emittierte
Strahlung fallt auf den Eintrittsspalt des Spiegelmonochromators mit einem Quarzprisma
(Bild 1). Am Austrittsspalt des Monochromators ist ein Photo-Elektronenvervielfacher
lichtdicht angebracht, der aus einer stabilisierten Gleichstrom-Hochspannungsquelle
gespeist wird (Bild 2). In der Anordnung fiir die Indikation und Messung der Anderungen
des Photostroms wurde im wesentlichen ein Kathodenfolger in Briickenschaltung ver-
wendet. In die Brickendiagonale wird entweder ein Spiegelgalvanometer mit Skalenable-
sung oder ein Linien— Kompensationsschreiber eingeschaltet.

PreloZil M. Liska
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