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⁄vod

äpecifita fluorescencie l·tok vypl˝va zo z·vislosti inten-
zity od dvoch vlnov˝ch dÂûok, excitaËnej a emisnej F = f(λex;
λem). Pre kaûd˙ l·tku je moûnÈ nameraù emisnÈ spektr· pri
rÙznych excitaËn˝ch vlnov˝ch dÂûkach a naopak. Zoradenie
takto nameran˝ch jednotliv˝ch spektier v priestore, tj. vytvo-
renie z·vislosti intenzity fluorescencie od viacer˝ch (postupne
sa zvyöuj˙cich) hodnÙt excitaËnej a emisnej vlnovej dÂûky,
vedie ku vzniku trojrozmernÈho grafu. Prezent·cia fluores-
cenËn˝ch spektier vo forme trojrozmern˝ch grafov d·va moû-
nosù na komplexnÈ vyuûitie vöetk˝ch inform·ciÌ o analyzova-
nej l·tke. Spektrum kaûdÈho fluorofÛru, alebo zmesi fluorofÛ-
rov m· oveæa vyööiu vypovedaciu hodnotu, ak sa snÌma pri
viacer˝ch excitaËn˝ch, Ëi emisn˝ch vlnov˝ch dÂûkach. Klasic-
ky snÌmanÈ  emisnÈ  spektr· pri  konötantnej  vlnovej  dÂûke
excitaËnÈho svetla a opaËne, nezodpovedaj˙ poûiadavk·m na
rozlÌöenie hlavne v oblasti biochemickÈho v˝skumu. Preto sa
preferuje trojrozmern· fluorescenËn· anal˝za. Na interpret·-
ciu v˝sledkov trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy sa v praxi
vyuûÌva najm‰ poËÌtaËov· forma öpeci·lnych vrstevnicov˝ch
m·p.  (AnalÛgia  zemepisn˝ch  m·p:  vrstevnice predstavuj˙
oblasti s rovnakou intenzitou fluorescencie, s˙radnicov· po-
loha na mape je kvalitatÌvnou, ÑkÛtaì kvantitatÌvnou charak-
teristikou fluoreskuj˙cej l·tky.)

Vrstevnicov· mapa zobrazuje podstatne v‰ËöÌ poËet po-
drobnostÌ, neû klasickÈ spektrum v podobe jednej krivky.
UzavretÈ vrstevnice s˙ charakteristickou fluorescenciou ana-
lyzovanej l·tky a mÙûu sl˙ûiù na identifik·ciu fluorescenËn˝ch
zloûiek v komplikovanej zmesi, prÌpadne potvrdiù alebo vy-
vr·tiù identitu dvoch zmesÌ. VrstevnicovÈ mapy takto sl˙ûia
ako selektÌvny odtlaËok1.

Technika trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy bola vy-
uûit· aj pri identifik·cii farbiva na zvyöku pl·tna, ktorÈ bolo
n·jdenÈ pri archeologick˝ch vykop·vkach. Na z·klade vytvo-
renej fluorescenËnej vrstevnicovej mapy farbiva na n·jdenej
textÌlii a porovn·vanÌm so ötandardami prÌrodn˝ch farbÌv na
vybran˝ch typoch materi·lov (hodv·b, bavlna) sa podarilo
identifikovaù nielen pÙvod farby, ale aj typ tkaniny2.

TrojrozmernÈ grafickÈ v˝stupy nameran˝ch veliËÌn umoû-

Úuj˙ dnes komerËne vyr·banÈ spektrofluorimetre vyööej kate-
gÛrie. Technicky najprepracovanejöÌm prÌstrojom na takÈto
merania je fluorescenËn˝ spektrofotometer Hitachi model F-
-4500 s adekv·tnou poËÌtaËovou v˝bavou3. Praktick· dostup-
nosù t˝chto prÌstrojov je vöak z cenov˝ch dÙvodov pre v‰Ëöinu
beûn˝ch laboratÛriÌ m·lo re·lna. Preto sme modernizovali
staröÌ, avöak koncepËne veæmi dobre rieöen˝ fluorescenËn˝
spektrometer Perkin-Elmer Model 3000.

Experiment·lna Ëasù

C h e m i k · l i e

Hov‰dzÌ sÈrov˝ albumÌn (Merck, SRN), acylpyrÌn (Slova-
kofarma Hlohovec), riboflavÌn, injekËn˝ roztok (LÈËiva Pra-
ha), pyridoxÌn, injekËn˝ roztok (LÈËiva Praha ), B-komplex
(LÈËiva Praha). Koncentr·cie vodn˝ch roztokov: acylpyrÌn
200 mg.lñ1, albumÌn 40 mg.lñ1, riboflavÌn 10 mg.lñ1, pyridoxÌn
5 mg.lñ1.

P r Ì s t r o j e a z a r i a d e n i a

FluorescenËn˝ spektrometer Perkin-Elmer model 3000 (PE
3000), rok v˝roby 1981 s pripojen˝m poËÌtaËom PC Pentium
so softwarom Spektro4, novo vyvinutÈ hardwarovÈ rozhranie.

M e t Û d y

EmisnÈ spektr· boli snÌmanÈ pri excitaËn˝ch vlnov˝ch
dÂûkach zaËÌnaj˙cich pri 260 nm a zvyöuj˙cich sa po 10 nm aû
do hodnoty 600 nm. Emisn˝ monochrom·tor bol nastaven˝ na
poËiatoËn˙ vlnov˙ dÂûku posunut˙ vûdy o 20 nm vyööie oproti
excitaËnej, aby sa eliminovali rozptylovÈ javy. VrstevnicovÈ
mapy boli vytvorenÈ okamûite po ukonËenÌ merania progra-
mom Spektro.

V˝sledky a diskusia

Technick· ˙prava v˝stupu nameran˝ch spektr·lnych veli-
ËÌn prÌstroja Perkin-Elmer Model 3000, jeho pripojenie na PC
Pentium a program Spektro4, ktor˝ bol vytvoren˝ podæa naöich
poûiadaviek a predst·v, umoûÚuje analyzovaù flurescenËn˝
materi·l rÙznymi spÙsobmi a interpretovaù nameranÈ hodnoty
vo vhodnej grafickej forme na vysokej ˙rovni.

Program Spektro je autorsk˝ program na poËÌtaËovÈ spra-
covanie hodnÙt nameran˝ch fluorescenËn˝m spektrofotome-
trom PE 3000. UmoûÚuje registr·ciu vöetk˝ch typov spektier
v ËÌselnej aj grafickej podobe a ich archiv·ciu. Na zn·zorne-
nom spektre je moûnÈ v æubovoænom bode veæmi presne odËÌ-
taù hodnotu vlnovej dÂûky a jej odpovedaj˙cu intenzitu fluo-
rescencie. ViacerÈ spektr· je moûnÈ zn·zorniù s farebn˝m
odlÌöenÌm. Program umoûÚuje sËÌtanie, odËÌtanie spektier aj
v˝poËet priemeru viacer˝ch meranÌ. NameranÈ ˙daje je moûnÈ
exportovaù do in˝ch grafick˝ch programov (napr. Excel). Sa-
mozrejmou s˙Ëasùou programu je tlaË zobrazen˝ch spektier.

V˝sledky trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy je moûnÈ
v programe Spektro prezentovaù vo forme trojrozmernÈho
grafu, ale aj v jeho dvojrozmernej alternatÌve, vo forme vrs-
tevnicov˝ch spektr·lnych m·p (obr. 1). Na vrstevnicovej ma-
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pe os x reprezentuje emisn˙, os y excitaËn˙ vlnov˙ dlûku.
Vrstevnice spektr·lnej mapy sp·jaj˙ body s rovnakou intenzi-
tou fluorescencie. Hustotu vrstevnÌc je moûnÈ zad·vaù s æubo-
voæn˝m odstupom intenzity fluorescencie. Orient·ciu na mape
uæahËuje mrieûka, ktor˙ je moûnÈ podæa zv·ûenia zobraziù
(obr. 1). V programe Spektro sa automaticky zobrazuj˙ s˙rad-
nice akÈhokoævek miesta na vrstevnicovej mape pri pohybe
myöou po mape. JednotlivÈ fluorescenËnÈ p·sma sa daj˙ fa-
rebne odlÌöiù.

Na grafickom zobrazenÌ trojrozmern˝ch emisn˝ch fluo-
resceËn˝ch spektier vo forme vrstevnicov˝ch spektr·lnych
m·p chceme demonötrovaù moûnosti veæmi podrobnej spek-
tr·lnej charakteristiky niektor˝ch l·tok.

Trojrozmern· fluorescenËn· anal˝za je zvl·öù v˝hodn· pri
sk˙manÌ zmesi fluorescenËn˝ch l·tok. Klasickou fluorescenË-
nou anal˝zou (emisnÈ spektrum snÌmanÈ pri vlnovej dÂûke
excitaËnÈho maxima) je m·lokedy moûnÈ odhaliù prÌtomnosù
ÔalöÌch l·tok s odliön˝mi fluorescenËn˝mi charakteristikami,
neû m· pr·ve meran· l·tka. Ako modelov˙ zmes sme zvolili
vodn˝ roztok kyseliny acetylsalicylovej (acylpyrÌn) v prÌtom-
nosti riboflavÌnu. EmisnÈ spektrum modelovej zmesi snÌmanÈ
pri excitaËnom maxime kyseliny acetylsalicylovej nezaregis-
truje prÌtomnosù riboflavÌnu a naopak (obr. 2). Vrstevnicov·
mapa tieto obmedzenia nem· a dokazuje grafick˙ v˝nimoË-
nosù najm‰ pri porovn·vanÌ ñ identifik·cii Ëist˝ch l·tok alebo
zmesÌ (obr. 3). JednotlivÈ fluorofÛry prÌtomnÈ vo vzorke vy-
tv·raj˙ v ploönom zobrazenÌ m·p uzavretÈ, alebo polouzavretÈ
krivky s presne vymedzen˝mi s˙radnicami. Tak˝to obr·zok
plne charakterizuje totoûnosù meranej vzorky.

Obr. 1. TrojrozmernÈ spracovanie fluorescenËn˝ch spektier vod-
nÈho roztoku albumÌnu. Usporiadanie emisn˝ch spektier v priestore
(a), vrstevnicov· mapa ñ 150 jednotiek relatÌvnej fluorescencie (b),
vrstevnicov· mapa so zobrazenou mrieûkou ñ 200 jednotiek relatÌvnej
fluorescencie (c)
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Obr. 2. JednoduchÈ emisnÈ spektrum modelovej zmesi (acylpyrÌn
+ riboflavÌn) snÌmanÈ pri excitaËnom maxime kyseliny acetylsalicy-
lovej λex = 300 nm (a) a riboflavÌnu λex = 440 nm (b). Identifikovateæn·
je vûdy iba jedna zloûka zmesi
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Obr. 3. FluorescenËn· vrstevnicov· mapa roztoku modelovej zme-
si (acylpyrÌn  + riboflavÌn) a  jednotliv˝ch  zloûiek ñ acylpyrÌnu,
riboflavÌnu. V zmesi s˙ identifikovateænÈ vöetky zloûky
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RiboflavÌn (vitamÌn B2) je aj jednou zo zloûiek tablety
B-komplexu (B1, B2, B5, B6, PP). Na fluorescenËnej vrstevni-
covej mape vodnÈho roztoku tablety B-komplexu sa okrem

riboflavÌnu prejavuje aj ÔalöÌ fluorofÛr, ktor˝ predstavuje py-
ridoxÌn (B6). Jeho totoûnosù potvrdzuje vrstevnicov· mapa
roztoku pyridoxÌnu (obr. 4). KlasickÈ fluorescenËnÈ spektrum
roztoku B-komplexu snÌmanÈ pri excitaËnom maxime ribofla-
vÌnu nezaznamenalo prÌtomnosù Ôalöieho fluorofÛru (obr. 5).

Jedin˝m obmedzenÌm upravenÈho fluorimetra Perkin-El-
mer 3000 je nÌzka r˝chlosù pohybu monochrom·torov (max.
240 nm.minñ1) v porovnanÌ s fluorimetrom Hitachi F-4500 aû
30000 nm.minñ1 (cit.3). Ich r˝chlosù  nie  je moûnÈ zv˝öiù,
pretoûe je dan· samotnou konötrukciou prÌstroja. Preto, hlavne
z Ëasov˝ch dÙvodov, sa snÌmali emisnÈ spektr· tak, ûe exci-
taËn· vlnov· dÂûka sa menila v intervaloch po 10 nm (tj. 260,
270, 280 nm Ö500 nm). Pri prÌliö veæk˝ch odstupoch (napr.
40 nm) mÙûe dÙjsù ku skresleniu fluorescenËn˝ch charakteristÌk
(obr. 5). Avöak aj pri takomto zjednoduöenÌ je moûnÈ rozlÌöiù
v zmesi jednotlivÈ fluorescenËnÈ zloûky, ba aj odlÌöiù dve
zmesi, ktorÈ obsahuj˙ fluorofÛr s blÌzkymi spektr·lnymi cha-
rakteristikami. Ak sa merania robia  rovnak˝m spÙsobom,
potom sa pri porovn·vanÌ jednotliv˝ch spektr·lnych m·p tieto
chyby eliminuj˙ a zniûuje sa iba rozliöovacia schopnosù spektier.

Obr. 6. Porovnanie tvaru fluorescenËn˝ch vrstevnicov˝ch m·p roztoku modelovej zmesi a, b a B-komplexu c, d v z·vislosti od hustoty
merania emisn˝ch spektier. ExcitaËnÈ vlnovÈ dÂûky sa menili po 10 nm a, c alebo po 40 nm b, d

Obr. 5. JednoduchÈ emisnÈ spektrum roztoku B-komplexu snÌ-
manÈ pri excitaËnom maxime riboflavÌnu λex = 440 nm. Identifiko-
vateæn· iba jedna zloûka zmesi
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Obr. 4. FluorescenËn· vrstevnicov· mapa roztoku B-komplexu
a jeho zloûiek ñ riboflavÌnu, pyridoxÌnu. V zmesi s˙ identifikovateænÈ
vöetky zloûky
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Z·ver

Technickou ˙pravou staröieho prÌstroja a vytvorenÌm pro-
gramu Spektro sme dosiahli ˙roveÚ spektr·lnych fluorescen-
Ën˝ch meranÌ, porovnateæn˙ so öpiËkov˝m zariadenÌm. Pri
kvalitnej mechanickej a elektronickej v˝bave pÙvodneho fluo-
rimetra zostalo jedinÈ obmedzenie ñ r˝chlosù pohybu mono-
chrom·torov. N·sledkom je dlhöia doba merania kompletnÈho
trojrozmernÈho spektra ñ 15 aû 20 min˙t v porovnanÌ s 1 aû 3
min˙tami u najmodernejöÌch zariadenÌ. Tento Ëasov˝ rozdiel
nie je rozhoduj˙ci, pokiaæ sa nemeraj˙ veækÈ sÈrie vzoriek,
alebo sa nevyûaduje extrÈmna Ñhustotaì emisn˝ch spektier.
»asov˝ faktor vöak ustupuje do pozadia, ak sa zoberie do
˙vahy cena moderniz·cie ñ 25 000 Sk a cena novÈho prÌstroja
okolo 1 500 000 Sk.

LITERAT⁄RA

1. Phelan V.: Int. Lab. News 7, 12 (1994).
2. Shimoyama S., Nada Y.: 12th Annual Meeting of Dyes

in History and Archaelogy, November 25ñ26, Brussels
1993.

3. DokumentaËn˝ materi·l k fluorescenËnÈmu spektrofoto-
metru HITACHI Model F-4500.

4. Dubayov· K., KuönÌr J., Hanus M., Synek M.: Folia Med.
Cassov. 54, 108 (1997).

KatarÌna Dubayov·a, Jaroslav KuönÌra, and Miloö Ha-
nusb (aDepartment of Medicinal Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Medicine, Pavel Jozef äaf·rik University, Koöice,
bKursk· St. 25, Koöice, Slovak Republic): Three-dimensional
Fluorescence Spectra ñ A Resolvable Problem also with
Older Instruments

The possibility of obtaining fluorescence spectra in the
form of three-dimensional graphs after modification of an old
spectral fluorimeter is described. A Perkin-Elmer model 3000
instrument was innovated to provide, through a hardware
interface, the direct output of measured spectral quantities into
a computer, where they are worked up, using a special program
Spektro, in the shape of three-dimensional graphs or spectral
contour maps. By this modification, the instruments achieve
several parameters of the latest superior spectrofluorimeters.
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