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Uvod

Specifita fluorescencie latok vyplyva zo zdvislosti inten-
zity od dvoch vInovych dizok, excitaénej a emisnej F = fg
Aery)- Pre kazdd ldtku je mozné namerat emisné spektrd pri
roznych excitaénych vinovych dizkach a naopak. Zoradenie
takto nameranych jednotlivych spektier v priestore, tj. vytvo-
renie zdvislosti intenzity fluorescencie od viacerych (postupne
sa zvysujiicich) hodnot excitaénej a emisnej vlnovej dizky,
vedie ku vzniku trojrozmerného grafu. Prezentdcia fluores-
cencnych spektier vo forme trojrozmernych grafov dava moz-
nost na komplexné vyuzitie vsetkych informadcii o analyzova-
nej latke. Spektrum kazdého fluoroféru, alebo zmesi fluorofo-
rov md ovela vysSiu vypovedaciu hodnotu, ak sa snima pri
viacerych excita¢nych, & emisnych vinovych dizkach. Klasic-
ky snimané emisné spektrd pri konstantnej vinovej dizke
excitacného svetla a opacne, nezodpovedaju poziadavkdm na
rozliSenie hlavne v oblasti biochemického vyskumu. Preto sa
preferuje trojrozmernd fluorescencnd analyza. Na interpretd-
ciu vysledkov trojrozmernej fluorescencnej analyzy sa v praxi
vyuZziva najméi pocitacova forma Specidlnych vrstevnicovych
mdp. (Analdgia zemepisnych mdp: vrstevnice predstavuji
oblasti s rovnakou intenzitou fluorescencie, suradnicovd po-
loha na mape je kvalitativnou, ,.kéta* kvantitativnou charak-
teristikou fluoreskujucej latky.)
drobnosti, nez klasické spektrum v podobe jednej krivky.
Uzavreté vrstevnice su charakteristickou fluorescenciou ana-
lyzovanej latky a mozu sldZit na identifikdciu fluorescenénych
zloziek v komplikovanej zmesi, pripadne potvrdit alebo vy-
vrétit identitu dvoch zmesi. Vrstevnicové mapy takto slizia
ako selektivny odtlacok’.

Technika trojrozmernej fluorescencnej analyzy bola vy-
uzitd aj pri identifikdcii farbiva na zvysku pldtna, ktoré bolo
ndjdené pri archeologickych vykopdvkach. Na zdklade vytvo-
renej fluorescencnej vrstevnicovej mapy farbiva na najdene;j
textilii a porovndvanim so Standardami prirodnych farbiv na
vybranych typoch materidlov (hodvéb, bavlna) sa podarilo
identifikovat nielen povod farby, ale aj typ tkaniny>.

Trojrozmerné grafické vystupy nameranych veli¢in umoz-
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nuji dnes komercne vyrdbané spektrofluorimetre vyssej kate-
gérie. Technicky najprepracovanej$im pristrojom na takéto
merania je fluorescen¢ny spektrofotometer Hitachi model F-
-4500 s adekvdtnou pocitacovou vybavou3. Prakticka dostup-
nost tychto pristrojov je v§ak z cenovych dovodov pre vacsinu
beznych laboratérii mdlo redlna. Preto sme modernizovali
star$i, avSak koncepéne velmi dobre rieSeny fluorescencny
spektrometer Perkin-Elmer Model 3000.

Experimentdilna ¢ast
Chemikdlie

Hovidzi sérovy albumin (Merck, SRN), acylpyrin (Slova-
kofarma Hlohovec), riboflavin, injekény roztok (Léciva Pra-
ha), pyridoxin, injekény roztok (LécCiva Praha ), B-komplex
(Léciva Praha). Koncentrdcie vodnych roztokov: acylpyrin
200 mg.1™", albumin 40 mg.1”", riboflavin 10 mg.1”", pyridoxin
5mgl.

Pristroje a zariadenia

Fluorescen¢ny spektrometer Perkin-Elmer model 3000 (PE
3000), rok vyroby 1981 s pripojenym pocitacom PC Pentium
so softwarom Spektro”, novo vyvinuté hardwarové rozhranie.

Metody

Emisné spektra boli snimané pri excita¢nych vinovych
dizkach za¢inajicich pri 260 nm a zvy3ujicich sa po 10 nm az
do hodnoty 600 nm. Emisny monochromdtor bol nastaveny na
pociatoénu vinovi dizku posunuti vzdy o 20 nm vyssie oproti
excitacnej, aby sa eliminovali rozptylové javy. Vrstevnicové
mapy boli vytvorené okamzite po ukonceni merania progra-
mom Spektro.

Vysledky a diskusia

Technickd dprava vystupu nameranych spektralnych veli-
¢in pristroja Perkin-Elmer Model 3000, jeho pripojenie na PC
Pentium a program Spektro4, ktory bol vytvoreny podla nasich
poziadaviek a predstdv, umozinuje analyzovat flurescencny
materidl roznymi sposobmi a interpretovat namerané hodnoty
vo vhodnej grafickej forme na vysokej irovni.

Program Spektro je autorsky program na pocitacové spra-
covanie hodndt nameranych fluorescencnym spektrofotome-
trom PE 3000. UmoZiuje registraciu vSetkych typov spektier
v Ciselnej aj grafickej podobe a ich archivaciu. Na zndzorne-
nom spektre je mozné v lubovolnom bode velmi presne od¢i-
tat hodnotu vlnovej dizky a jej odpovedajicu intenzitu fluo-
rescencie. Viaceré spektrd je mozné zndzornif s farebnym
odlisenim. Program umoziiuje scitanie, od¢itanie spektier aj
vypocet priemeru viacerych merani. Namerané idaje je mozné
exportovat do inych grafickych programov (napr. Excel). Sa-
mozrejmou sucasfou programu je tla¢ zobrazenych spektier.

Vysledky trojrozmernej fluorescencnej analyzy je mozné
v programe Spektro prezentovaf vo forme trojrozmerného
grafu, ale aj v jeho dvojrozmernej alternative, vo forme vrs-
tevnicovych spektralnych mdp (obr. 1). Na vrstevnicovej ma-
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Obr. 1. Trojrozmerné spracovanie fluorescenénych spektier vod-
ného roztoku albuminu. Usporiadanie emisnych spektier v priestore
(a), vrstevnicovd mapa — 150 jednotiek relativnej fluorescencie (b),
vrstevnicovd mapa so zobrazenou mriezkou — 200 jednotiek relativne;j
fluorescencie (c)
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Obr. 2. Jednoduché emisné spektrum modelovej zmesi (acylpyrin
+ riboflavin) snimané pri excitacnom maxime kyseliny acetylsalicy-
lovej A, =300 nm (a) ariboflavinu A, =440 nm (b). Identifikovatelnd
je vzdy iba jedna zlozka zmesi
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Obr. 3. Fluorescen¢na vrstevnicova mapa roztoku modelovej zme-
si (acylpyrin + riboflavin) a jednotlivych zloziek — acylpyrinu,
riboflavinu. V zmesi su identifikovatelné vsetky zlozky

pe os x reprezentuje emisnu, os y excitacnd vlnovi dlzku.
Vrstevnice spektrdlnej mapy spdjaju body s rovnakou intenzi-
tou fluorescencie. Hustotu vrstevnic je mozné zaddvat s Tubo-
volnym odstupom intenzity fluorescencie. Orientdciu na mape
ulahcuje mriezka, ktorti je mozné podla zvdZenia zobrazit
(obr. 1). V programe Spektro sa automaticky zobrazuju strad-
nice akéhokolvek miesta na vrstevnicovej mape pri pohybe
mySou po mape. Jednotlivé fluorescencné pasma sa daju fa-
rebne odlisit.

Na grafickom zobrazeni trojrozmernych emisnych fluo-
rescecnych spektier vo forme vrstevnicovych spektrdlnych
mép chceme demonstrovat moznosti velmi podrobnej spek-
trdlnej charakteristiky niektorych latok.

Trojrozmernd fluorescen¢nd analyza je zvlast vyhodnd pri
skimani zmesi fluorescen¢nych latok. Klasickou fluorescenc-
nou analyzou (emisné spektrum snimané pri vinovej dizke
excitatného maxima) je malokedy mozné odhalif pritomnost
dalsich latok s odli$nymi fluorescenénymi charakteristikami,
nez md prave merand ldtka. Ako modelovi zmes sme zvolili
vodny roztok kyseliny acetylsalicylovej (acylpyrin) v pritom-
nosti riboflavinu. Emisné spektrum modelovej zmesi snimané
pri excitacnom maxime kyseliny acetylsalicylovej nezaregis-
truje pritomnost riboflavinu a naopak (obr. 2). Vrstevnicova
mapa tieto obmedzenia nemd a dokazuje grafickd vynimoc-
nost najma pri porovndvani — identifikdcii Cistych latok alebo
zmesi (obr. 3). Jednotlivé fluoroféry pritomné vo vzorke vy-
tvdraju v ploSnom zobrazeni mdp uzavreté, alebo polouzavreté
krivky s presne vymedzenymi stradnicami. Takyto obrdzok
plne charakterizuje totoZnost meranej vzorky.
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Riboflavin (vitamin B,) je aj jednou zo zloZiek tablety
B-komplexu (B,, B,, Bs, B¢, PP). Na fluorescencnej vrstevni-
covej mape vodného roztoku tablety B-komplexu sa okrem
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Obr. 4. Fluorescencna vrstevnicovd mapa roztoku B-komplexu
a jeho zloziek — riboflavinu, pyridoxinu. V zmesi su identifikovatelné
vsetky zlozky
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riboflavinu prejavuje aj dalsi fluorofér, ktory predstavuje py-
ridoxin (By). Jeho totoZnost potvrdzuje vrstevnicovd mapa
roztoku pyridoxinu (obr. 4). Klasické fluorescen¢né spektrum
roztoku B-komplexu snimané pri excitacnom maxime ribofla-
vinu nezaznamenalo pritomnost dal§ieho fluoroféru (obr. 5).

Jedinym obmedzenim upraveného fluorimetra Perkin-El-
mer 3000 je nizka rychlost pohybu monochrométorov (max.
240 nm.min™") v porovnani s fluorimetrom Hitachi F-4500 az
30000 nm.min" (cit.*). Ich rychlost nie je mozné zvysi,
pretoZe je dand samotnou konstrukciou pristroja. Preto, hlavne
z Casovych dovodov, sa snimali emisné spektra tak, Ze exci-
ta¢nd vlnovd dizka sa menila v intervaloch po 10 nm (tj. 260,
270, 280 nm ...500 nm). Pri prili§ velkych odstupoch (napr.
40 nm) moze dojst ku skresleniu fluorescenc¢nych charakteristik
(obr. 5). Avsak aj pri takomto zjednodusSeni je mozné rozlisit
v zmesi jednotlivé fluorescencéné zlozky, ba aj odlisit dve
zmesi, ktoré obsahuju fluorofér s blizkymi spektralnymi cha-
rakteristikami. Ak sa merania robia rovnakym spdsobom,
potom sa pri porovndvani jednotlivych spektralnych map tieto
chyby eliminuju a zniZuje sa iba rozliSovacia schopnost spektier.
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Obr. 5. Jednoduché emisné spektrum roztoku B-komplexu sni-
mané pri excita¢cnom maxime riboflavinu kex =440 nm. Identifiko-
vatelnd iba jedna zlozka zmesi
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Obr. 6. Porovnanie tvaru fluorescen¢nych vrstevnicovych map roztoku modelovej zmesi a, b a B-komplexu ¢, d v zdvislosti od hustoty
merania emisnych spektier. Excita¢né vinové dlzky sa menili po 10 nm a, ¢ alebo po 40 nm b, d
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Zaver

Technickou tpravou starsieho pristroja a vytvorenim pro-
gramu Spektro sme dosiahli droven spektrdlnych fluorescen-
¢nych merani, porovnatelnd so $pi¢kovym zariadenim. Pri
kvalitnej mechanickej a elektronickej vybave povodneho fluo-
rimetra zostalo jediné obmedzenie — rychlost pohybu mono-
chromdtorov. Ndsledkom je dlhSia doba merania kompletného
trojrozmerného spektra — 15 az 20 minit v porovnani s 1 az 3
mintdtami u najmodernejsich zariadeni. Tento Casovy rozdiel
nie je rozhodujuci, pokial sa nemeraju velké série vzoriek,
alebo sa nevyzaduje extrémna ,hustota® emisnych spektier.
Casovy faktor viak ustupuje do pozadia, ak sa zoberie do
uvahy cena modernizdcie — 25 000 Sk a cena nového pristroja
okolo 1 500 000 Sk.
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Katarina Dubayova?, Jaroslav Kusnir?, and Milo$ Ha-
nus” ( “Department of Medicinal Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Medicine, Pavel Jozef Safdrik University, Kosice,
YKurskd St. 25, Kosice, Slovak Republic): Three-dimensional
Fluorescence Spectra — 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
acomputer, 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.



