Navod k obsluze spektrofotometru UNICAM UV550

Tento navod slouzi pro zékladni sezndmeni se spektrofotometem Unicam UVS550 a
jeho obsluhou. Detailni popis veskerych mozZnosti spektrofotometru a zejména obsluznych
programt PRISM a Vision Pro je u k dispozici v Provozni piiru¢ce u samotného piistroje
Vv laboratofi.

1. Zakladni charakteristika pristroje

UV550 je dvoupaprskovy skanovaci spektrofotometr pro UV/VIS oblast spektra se
zabudovanym ovladacim panelem. Spektrometr fidi integrovany software PRISM pro lokalni
ovladani a program Vision Pro pracujici pod opera¢nim systémem Windows pro externi
ovladani pomoci PC. Spojeni s PC zajist'uje standardni vystup RS 232.

Rozsah vinovych délek 190-900 nm
Rozsah absorbance: -3.0 - 6.0 A

Detektor: specidlni fotonasobi¢ s koncovym oknem pro méfeni vysoce rozptylujicich vzorka
(viz obr. 1)
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Obr. 1. Geometrie vzorek-detektor u klasickych spektrofotometrii (dole) a
u UV550 Unicam (nahore)

Spektralni sitka §térbiny: 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 4 nm

Zdroje zéafeni: deuteriova lampa pro méfeni v ultrafialové oblasti
halogenova zarovka pro méteni ve viditelné oblasti

Ptesnost nastaveni vlnovych délek: +/- 0,3 nm

2. Princip cinnosti dvoupaprskového spektrofotometru



Oproti klasickym jednopaprskovym spektrofotometrim, kdy je tfeba pfi méfeni ménit
pro kazdou vlnovou délku métfeny a srovnavaci vzorek, probihaji v prostoru pro vzorky
dvoupaprskového pfistroje paprsky dva - méftici a srovnavaci. Do drahy srovnavaciho paprsku
se vklada standard (nejcastéji stejnd kyveta s Cistym rozpoustédlem), do drahy méficiho
svazku kyveta s méfenym vzorkem. Spektrofotometr pak vyhodnocuje podil signalu, ktery je
umérny intenzité dopadajiciho méticiho svazku po priichodu méfenym vzorkem a signalu,
ktery je umérny intenzit¢ dopadajiciho srovndvaciho svazku po pruchodu standardem.
Vysledny podil je pfimo bran jako hodnota propustnosti vzorku. Hodnota absorbance pro
vinovou délku A [A(L)] se pocita ze zméfené propustnosti T(L) podle vztahu

A(L) =-1log T(A)

Detailni teorie méteni se zahrnutim spektralni pfistrojové funkce je popsana v tikolu Zakladni
parametry absorpcniho spektra. Kromé zvysSeni komfortu pfi méfeni se ve dvoupaprskovém
uspotadani (oproti jednopaprskovym piistrojim) zlepSuje pomeér signal/Sum. U soucasnych
jednopaprskovych piistroji se toto pomérové meéteni fesi softwarove tj. nejdiive se zméfi
spektrum standardu, ulozi do paméti a pak se zméfi spektrum vzorku. Prtistroj pak vypocte
podil obou naméfenych spekter.

Zjednodusené blokové optické schéma dvoupaprskového spektrofotometru Unicam
UV550 je uvedeno na obr. 2.
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Obr. 2. Zjednodusené blokové optické schéema UV550. UV - deuteriova
vybojka, H - halogenova zarovka, MCH1I - pridavny monochromator, MCH?2 —
hlavni monochromator, RZ — rotujici zrcadlo, STD - prostor pro standard, V —
vzorek, FTN — fotonasobic.
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Obr. 3. Spektrofotometr Unicam UV550 a jeho hlavni komponenty

3. Externi ovladani spektrofotometru programem Vision Pro

Ovladaci program pracuje pod operacnim systémem Windows. Program poskytuje 3
hlavni aplikace: SCAN (pro méfeni spekter), FIXED (pro méfeni pfi zvolenych vinovych
délkach) a QUANT (pro kvantitativni analyzu).

Pomoci aplikace SCAN se méfi spektra ve zvoleném rozmezi a rozliSeni v rozsahu
pfistroje. K dispozici jsou moZnosti provadéni matematickych operaci se spektry (vyhlazeni,
seCteni, nalezeni maxim atd.).

Aplikace FIXED umozZiiuje méfit absorbanci nebo transmitanci pii kterékoliv vlnové
délce v rozsahu pfistroje. Mlize se méftit az pii deseti vinovych délkach nebo se miize méteni
pfi riznych vinovych délkach scitat, odecitat, nasobit a délit.

Aplikace QUANT umoziiuje stanoveni koncentrace analyzované latky ve vzorku
zméfenim charakteristického maxima ve spektru. Quant poskytuje piimé odecitani
koncentrace vzorkid po kalibraci pomoci znamych standardd. K dispozici je 5 rezimu
programu

1. ,single* — méfeni pii jediné vinové délce s kalibraci pomoci znamych standardt

2. ,reference lambda“ — totéZ co ,single” ale navic se provadi odecet hodnoty pfti
referencni vinové délce

3. ,,dual lambda“ - méfeni se provadi pii 2 vinovych délkach

4. ,,peak height — méfeni se provadi v maximu a ve dvou vlnovych délkach po stranach
maxima pro kompenzaci nulové urovné

5. ,factor* — nepouziva se kalibrace pomoci standarda, ale vysledek se vynasobi vlozenym
faktorem



Pro vSechny metody se pouzivaji stejné principy ovladani, kdy si uzivatel sestavi
metodu podle svych pozadavkii. Metodou se nastavi napt. rozsah vilnovych délek, spektralni
Sitka Stérbiny atd. pro méfeni spektra. Jakmile je metoda vytvofena miize dostat jméno a
popis, miize byt ulozena na disk.

Vysledky méteni se shromazd’uji v datové paméti (Data Store) a prezentuji se ve
form¢ grafu nebo v tabulce. Vysledky mohou dostat jméno a popisy, mohou byt ulozeny na
disk nebo exportovany do souboru.

Postup pri spusténi a vypnuti pristroje

Nejprve zkontrolujte propojeni pocitace se spektrofotometrem, spustte pocitac¢ a
ovladaci program Vision Pro. Poté spustte spektrofotometr. Po spusténi spektrometr
iniciace se v zakladnim okn¢ Vision objevi dals$i okna. Pro velmi pifesnd méfeni by m¢l byt
spektrofotometr v chodu alesponn 30 min s rozsvicenymi zdroji svétla, které jsou tfeba pro
méfeni.

Vypnuti pfistroje: Po ulozeni naméfenych dat nastavte v nabidce Command — rezim
Local Control (pfepnuti na interni ovladani pomoci programu PRISM), pockejte aZz se na
internim display UV 550 objevi uvodni obrazovka a spektrometr vypnéte.

Jak zmérit absorpcni spektrum

1. Zvolte aplikaci Scan v nabidce Application

2. Nastavte metodu méfeni spektra (postupné odshora doli: datovy modd — nejéastéji
transmitance nebo absorbance; pocatecni a konecnou vinovou délku; spektralni $itku
Stérbiny; rychlost skanovani v nm/min nebo tzv. Intelliscan s optimalizaci rychlosti
skanovani podle tvaru spektra; datovy interval v nm; vlnovou délku, pii které se méni
zdroj - UV lampa za halogenovou zarovku v intervalu 310 - 345 nm; pocet cykli; dobu
cyklu a pocet vzorkil) nebo nactéte (Load) pozadovanou metodu (Scan method) z disku.

3. Prejete-li si zaznamenat zékladni linii (Baseline) zvolte Baseline z listy nastrojii okna
Vision. Volba zptlisobi, ze pfistroj provede méfeni v rozsahu vinovych délek, pii spektralni
Sifce Stérbiny a dalSich parametrech uvedenych v aktudlni metodé¢ méfeni. Pouziva se
k vykompenzovani vSech rozdili mezi 2 paprsky prochéazejicimi obéma drahami (méfici
versus srovnavaci svazek).

4. Spustte Run z listy nastroji. Objevi se okno Present Sample (Aktualni vzorek). Prejete-li

si editujte jméno vzorku (Name) a jeho popis (Description).

Stisknéte Proceed (Pokracovat) v okné Present Sample.

Program vytvoii okno Graph a vynasi spektrum vzorku tak, jak méteni spektra postupuje.

Po zméfeni spektra vzorku miizete pokracovat méfenim dalsich vzorkd.

Udaje o naméfenych spektrech jsou pridavany do zasobniku udaji (Data Store)

NGO

Pozn.: Méfeni spektra mizete kdykoliv prerusit zvolenim Stop na li§té nastroju.

V Data Store je seznam vSech udaji zméfenych dat, které jsou v systému aktivni
(aktudln¢€ zméfena nebo nactend z disku). Seznam se sklada z davek (Batch) — vSechny data z
jedné analyzy, jednotlivych vzorkd (Samples) — jednotlivé slozky davky (max. 999) a cykli
(Cycles) - opakovana méfeni stejného vzorku (max. 20).

Se spektry v zasobniku udaji (Data Store) se mohou provadét rozsahlé manipulace
pomoci voleb z nabidky Maths (Matematika) — normalizace, s¢itani odecitani atd.



Udaje ze zasobniku dat (Data Store) se mohou pienést a (pietahnout a spustit) do okna

Graph nebo kteréhokoliv okna Maths (matematika) pomoci levého tlacitka mysi. Je mozné
ptetahovat i soubory pfimo z Prizkumnika systému Windows.

Jak mérit pri zvolenych vinovych délkach

1. Zvolte aplikaci Fixed v nabidce Application

2. Sestavte metodu Fixed (postupné odshora doli: vinové délky (max. 10); datovy méd —
nejcastéji transmitance nebo absorbance; rezim meéfeni - nejcastéji Normal, dobu
integrace; vinovou délku, pfi které se méni zdroj UV lampa za halogenovou zarovku
vintervalu 310 - 345 nm; spektralni §itku $térbiny; pocet cyklt; dobu cyklu a pocet
vzorkll) nebo nactéte (Load) pozadovanou metodu (Scan method) z disku.

3. Prejete-li si zaznamenat zékladni hodnotu (Zero) zvolte Zero z liSty nastroji okna Vision.
Volba zpiisobi, Ze pfistroj provede métfeni pro dané vinové délky a dalSich parametry
uvedené Vv aktudlni metod¢ méteni. Pouziva se k vykompenzovani vSech rozdili mezi 2
paprsky prochazejicimi obéma drahami (méfici versus srovnavaci svazek).

4. Spust'te Run z listy nastroji. Objevi se okno Present Sample (Soucasny vzorek). Piejete-li
si, editujte jméno vzorku (Name) a jeho popis (Description).

5. Stisknéte Proceed (Pokracovat) v okné Present Sample

6. Program vytvoii okno Tabulka vysledki a vynasi namétfené hodnoty vzorku tak, jak
méfeni postupuje.

7. Po zméteni vzorku mizete pokracovat méfenim dalSich vzorki.

8. Udaje o naméfenych spektrech jsou piidavany do zasobniku udajt (Data Store)

LITERATURA

Provozni ptirucka k spektrofotometru UNICAM UV550.



Zikladni parametry absorpéniho spektra, vliv pristrojové funkce

(spektralni Sirky Stérbiny), vliv polohy kyvety a vlastni fluorescence vzorku

A. ZADANI

1. Naucte se ovladat spektrofotometr Unicam UV550 (zplisoby ovladani, moznosti méfent,
volba parametri méfeni) (viz Navod k obsluze spektrofotometru Unicam UV550) a
uved'te spektrometr do provozu.

2. Zmeéite zavislost spektralni Sifky interferen¢niho filtru pro rtizné spektralni Sitrky méticiho
svazku a vysledky diskutujte. Zméite spektrum propustnosti benzenovych par pro rizné
spektralni Sitky méticiho svazku a vysledky diskutujte.

3. Proved’te méfeni absorpéniho spektra pigmentového extraktu v 80% acetonu. Vzorek
umistéte do vzorkového prostoru dale od fotonasobi¢e a do vzorkového prostoru blizko
fotonasobice. Diskutujte odlisnosti v namétenych spektrech.

B. SEZNAM POMUCEK

1. Pfistrojové vybaveni: spektrofotometr Unicam UV550 (ThermoSpectronic, Anglie)
2. Ostatni potfeby: interferencni filtr, pigmentovy extrakt z listu, aceton, kyvety a dalsi bézné
laboratorni pomticky

C. TEORIE
Absorpcni spektra latek v UV-VIS oblasti spektra

Ultrafialova a viditelna spektra odpovidaji zménam elektronového stavu molekuly.
Jestlize molekula absorbuje energii, vybudi se ze zdkladniho do excitované¢ho stavu.
Excitacemi, pii kterych prechézi elektron z jedné elektronové hladiny na druhou, se zabyva
elektronova absorpéni spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV-VIS).

Chromofory jsou skupiny atomli v molekule, ve kterych pii dopadu zafeni s vinovou
délkou 200 - 1000 nm piechézeji elektrony do antivazebnych orbitali (s hvézdickou).
Molekuly se stejnymi chromofory maji i podobné absorp¢ni spektrum. Ptitomnost urcitych
skupin v blizkosti chromoforu, tzv. auxochromi (-OH, -O-CHs, -NH,, -NHR), mtize ovlivnit
pribéh spektra tak, Ze se absorpéni maxima posunou k vétsi nebo mensi vinové délce, coz je
obvykle provazeno zvySenim nebo snizenim absorpce. Podle funkce se v molekule rozlisu;i tii
typy elektronli - o, 7 a nevazebné elektrony n. Podileji se na elektronovych ptechodech
oznacenych jako:

1. 7— 7. Vyskytuji se v latkach s nasobnymi vazbami.
2. n— 7. Setkdvame se s nimi v latkach s heteroatomy vazanymi nasobnou vazbou, nap.

C=0, C=S, N=0.
3.n > o". Lze je pozorovat v nékterych nasycenych aminech a v molekuldch obsahujicich
Br, I, S.

4.6 — o . Pfechody elektronti na viech jednoduchych vazbach. Dochézi k nim vsak ve
vzdalené UV oblasti (A < 180 nm).



Ultrafialova spektra se méti v kiemennych kyvetach (taveny SiO») a jako rozpoustédlo
se nejcastéji pouziva voda, resp. pufry (pro anorganické latky, resp. aminokyseliny, peptidy,
bilkoviny a nukleové kyseliny) nebo methanol, ethanol, heptan, hexan, acetonitril, dioxan ¢i
cyklohexan pro organické latky. Rozpoustédlo obecné tlumi absorpcni schopnost chromoforu,
a to tim vic, ¢im polarnéjsi charakter maji jeho molekuly. Polarni rozpoustédlo (ethanol)
udé€luje Casto absorpcnim pasim difuzni charakter, poptipad¢ zpiisobuje splyvani blizkych
past. Proto je vyhodné métit UV spektrum jak v polarnim tak nepolarnim rozpoustédle.

Ve srovnani s infracervenymi spektry jsou UV spektra mnohem jednodussi. Skladaji
se z jednoho nebo nékolika absorpénich pési, danych ptitomnosti urcitych chromofort
Vv molekule, a proto spektra slou¢enin majicich riznou strukturu, ale stejné chromofory, jsou
si podobna. V literatufe [1] a [2] jsou podrobné¢ popsana UV spektra organickych latek,
absorp¢ni spektra jednotlivych chromofori a obecné zakonitosti vlivu jednotlivych
auxochromu (substituent nebo skupina atomii s volnym elektronovym parem (napt. —Cl, —OH,
—SH, —NH3)) na absorpci raznych chromofort.

Aminokyseliny a proteiny

UV spektrum proteind je sumou spekter aminokyselin, ze kterych se sklada. Ackoliv
jsou bilkoviny polyamidové kondenzované polymery majici intenzivni absorpéni pas pii 190
nm (charakteristicky pro amidové skupiny), tato oblast se vétSinou nevyuziva. Pii detekci
bilkovin se méfi absorpce pii 280 nm, kterd charakterizuje chromofory boc¢nich skupin

fetézce, a to aminokyselin tyrosinu (¢ = 2000 | mol-1cm-1) a tryptofanu (e = 4500 | mol-1cm-
1. Fenylalanin absorbuje pii vinové délce 260 nm (e = 200 | mol-1ecm-1), disulfidova skupina
cystinu pii 240 nm. Pro rychlé stanoveni obsahu bilkovin se ptedpoklada, ze jedna jednotka
absorbance v kyveté s optickou drdhou 1 cm odpovida pro vétSinu globularnich bilkovin
koncentraci 0,5 - 2 mg.ml‘l. Mimo to existuje nékolik presnéjsich empirickych vzorcl pro
stanoveni koncentrace bilkovin v roztoku [1], jejichz vypocet vychazi z absorbance pfi dvou
vlnovych délkéach (205, 215, 235 nebo 280 nm).

Nukleosidy, nukleotidy a nukleové kyseliny
Ptitomnost pyrimidinovych anebo purinovych bazi ve vSech nukleosidech zplsobuje silnou
absorpci v oblasti vinovych délek 240 - 270 nm. Tento poznatek se bézn¢ vyuziva k detekci
pfitomnosti nukleovych kyselin. Na rozdil od proteini (280 nm) se mé&fi pii vinové délce
zhruba 254 az 260 nm a pouzitim empirickych korekénich faktorti 1ze vypocitat ptibliznou
koncentraci nukleové kyseliny. Molarni absorpéni koeficient € se pro jednotlivé nukleotidy

pii A =260 nm pohybuje [1] v rozmezi 9200 - 15400 | mol-1ecm-1,
Optické filtry
Filtry ptedstavuji jednoduchy a levny (ve srovnani s monochromatory) prostfedek

k ziskani "monochromatiét&jsiho" svétla.
Pro optickou spektroskopii pouzivame 3 zékladni druhy filtrt:

a) Pasové filtry



Propoustéji svétlo v Siroké oblasti spektra, obvykle s polositkou 50 nm a vice a
S maximem propustnosti nad 90 % (obr. 1). PouzZivaji se na vymezeni pozadované c¢asti
optického spektra.

b) Hranové filtry

Propoustéji svétlo od urcité vinové délky, tzv. hrany, obvykle az do konce viditelného
spektra nebo naopak propoustéji svétlo az do urcité vinové délky. Maximum propustnosti
byva nad 90 % (viz obr. 1). Tyto filtry byvaji charakterizovany vlnovou délkou, pti které maji
50 % propustnost.
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Obr. 1. Spektrum propustnosti pasového (UG3) a hranového (OG4) filtru

¢) Interferencni filtry

Interferencni filtry maji spektrdlné Uzky pas propustnosti. Byvéa charakterizovan
vinovou délkou maximalni propustnosti Amax, hodnotou propustnosti pro Amax - Tmax — @
polositkou AX — spektralni Sifka na urovni propustnosti tmax/2 (0bvykle 5 - 15 nm) (obr. 3).
Tyto filtry jsou tvofeny tenkou planparalelni vrstvou, na jejimz povrchu jsou napatfeny tenké
polopropustné (obvykle kovové) reflexni vrstvy. Na téchto vrstvach dochdzi k interferenci
mnoha svazkd. Po pruchodu takovou vrstvou jsou potlaceny vSechny vinové délky, které
nespliuji podminku pro vznik interferen¢nich maxim. Interferenénim maximtm rtiznych rada
odpovidaji riznd pasma propustnosti. Aby se odstranila nezadouci maxima, dopliuji se
interferen¢ni filtry pasovymi. Poloha pasu propustnosti interferen¢nich filtri zavisi na
uhlu dopadu paprskii. Proto se interferencni filtry pouzivaji jen pro svazek kolmy na rovinu
filtru. Vlastnosti interferencnich filtri zavisi jednak na fadu pouZivaného interferencniho
maxima, jednak na odrazivosti a absorpci reflexnich vrstev. Se stéibrnymi reflexnimi vrstvami
lze pro 1. fad interference dosdhnout hodnot tmax = 0,4 a AA = 10 nm; pro 2. fad interference
Tmax = 0,25 @ AL = 6 nm. Pouzitim mnohonasobnych dielektrickych reflexnich vrstev lze
dosahnout hodnot Tmax = 0,9 a AL =1 nm.
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Obr. 2. Spektrum propustnosti interferencniho filtru s polosirkou AL a maximalni
Ppropustnosti Tmax

Vliv pristrojové funkce (spektralni sirky Stérbiny) na tvar merenych spekter

Jelikoz nelze provadét meéfeni absorpénich spekter svazkem o nekonecné malé
spektralni Sifce je vysledné namétené spektrum vzdy do urcité miry zkreslené. Mira zkresleni
je dana pomérem mezi spektralni Sitkou méfeného pasu (AA) a spektralni Sitkou méticiho
svételného svazku (Aly) V praxi by pii méfeni absorpénich pasi mélo byt dodrZeno
pravidlo, Ze AA/ALny, by mélo vétsi nez 5. Pro nizsi hodnoty poméru je méfeny absorpéni pas
J1Z vyrazné niZsi a §$irSi nez ve skutecnosti.

Piistrojova funkce — teorie (nepovinné):

Pti zanedbani prostorové diferenciace méfeného svazku je méfené spektrum obecné
konvoluci idealniho spektra a symetrické spektralni pftistrojové funkce h(4,4), pro kterou
plati J.h(/i, A)dA =1(viz [1]). Spektralni pfistrojova funkce je vlastné normovanym spektrem
méficiho svételného svazku se stiedem pii vinové délce A .

Pro piipad dvoupaprskového spektrofotometru Ize odvodit vztah pro propustnost
vzorku nasledujicim zptisobem.

Pro intenzitu svétla prochazejici vzorkem plati

1,(A) = [ 1,()10° h(2, A)dA (1)

—e(A)cl

coz je konvoluce h (4,4) a spektra intenzity proslého svétla /,(4)10 podle Lambert-

Beerova zakona (lo(4)) je intenzita dopadajiciho svétla, ¢ je koncentrace latky a | je tloustka
vzorku). Intenzita svétla v referencnim svazku je pak

1,(A)=[1,() (4, A)dA 2

11



Dvoupaprskovy spektrofotometr vyhodnocuje propustnost vzorku Tm(A4) jako podil signala
umérnych In(4)a I(1). Pro Tn(4) pak lze psat kone¢ny vztah

. j 1,(A)107°D h(A, A)dA
= [1,(0n(2. 2)d2

m \ =

@)

Pro h(4,4) ve tvaru &-funkce (nekonecné tzky spektralni pas jednotkové plochy) ma rovnice
(3) jednoduchy tvar

T, (2)=10"" (4)

a predstavuje idedlni spektrum propustnosti nezkreslené spektralni ptistrojovou funkei.
Realné funkce h(4,41) spektrofotometri maji obvykle tvar podobny Gaussovym nebo
Lorenzovym kiivkam.

D. LITERATURA

[1] Ferendik M., Skarka B. a kol.: Biochemické laboratorne metody. ALFA, Bratislava,
SNTL, Praha 1981.

[2] Cervinka O., Dédek V., Ferles M.: Organicka chemie. SNTL Praha, ALFA Bratislava
1980.

[3] Klimovi¢ J.: Praktikum chemické fyziky. SPN Praha, 1980 (skriptum MFF UK).
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Analyza smési tii typi latek - smés fotosyntetickych pigmenti
Z listu v acetonovém extraktu

A. ZADANI

1. Proved'te extrakci pigmentli ze segmentu listu jecmene v 80% acetonu a zaznamenejte
vysledny objem roztoku, zaznamenejte plochu a cerstvou plochu segmentu.

2. Zméite absorp¢ni spektrum pigmentového extraktu ve viditelné oblasti spektra a urcete
koncentraci chlorofyl @ a b a sumarni koncentraci karotenoidd v extraktu na plochu a
cerstvou hmotnost.

3. Stanovte koncentrace v riznych segmentech riznych listu.

B. SEZNAM POMUCEK

1. Pristrojové vybaveni: spektrofotometr UV550 (Unicam, Anglie), odstfedivka, olejova
vyvéva, predvazky.

2. Rostlinny material: pfedpéstovany jeCmen jarni (Hordeum vulgare)

3. Ostatni potifeby: aparatura na urychlenou filtraci (vodni vyvéva, promyvacka, sklenéna
nalevka s fritou), tfeci miska, kalibrovana zkumavka, filtracni papir, aceton, MgCOs3,
prihledny milimetrovy papir, homogenni tvrdy papir

C. PRINCIP METODY

Extrakce fotosyntetickych pigmentii ze zelenych listu

Obsah pigmentl vztazeny na jednotkovou plochu listu Cp, na jednotkovou hmotnost
suSiny Cg nebo na jednotkovou hmotnost Cerstvého pletiva C+ , zavisi na vySetfovaném miste
daného listu. Proto je uzite€né pro charakterizaci lokalnich hodnot pouZit nasledujici
mikrometodu.

Odebereme studovanou cast listu (u je¢mene segment o délce cca 2 cm), zjistime jeho
gerstvou hmotnost me: [g] a plochu P [cm?2]. Segment s ptidavkem $petky MgCOg, ktery vaze
bunécné kyseliny a zabrafiuje pfeméné chlorofyli na feofytiny, rozetteme v tfeci misce. Za
stalého tfeni postupné priddvame 80% aceton. Extrakt pfefiltruyjeme v aparatufe pro
usnadnénou filtraci (obr. 1).

vodni vyvéva

extrakt
sklenény a
papirovy filtr

——

zkumavka

promyvacka Bunsenova tlustosténnd
bafka
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Obr. 1. Schéma aparatury pro urychlenou filtraci

Na sklenénou fritu polozime kruhovy papirovy filtr navlhéeny acetonem. Extrakt (cca
5 ml) jimame do kalibrované zkumavky a vysledny objem piesné odecteme. Alternativnim
postupem je odstiedéni extraktu 5 minut pfi pretizeni 4500 g. Je tieba davat pozor na dobré
uzavteni centrifugac¢nich kyvet!

Extrakt pokud moZno nevystavujeme svétlu, protoze na svétle v pfitomnosti O,
dochazi k nevratné fotooxidaci chlorofylu (viz tkol Studium pomalé fotochemické reakce -
rozkladu pigmentl pod vlivem svétla).

Extrakt fotosyntetickych pigmentl ze zelenych casti vyssSich rostlin obsahuje zejména
chlorofyl a, chlorofyl b a smés karotenoidu (3-karoten a xantofyly).

1.0 - \ chlorofyl a
\ - - - chlorofyl b

0.8

o
o
1

absorbance

I
~
1

0.2

0.0 v r v r v r v r v r v T — ]
350 400 450 500 550 600 650 700 750

vinové délka [nm]

Obr. 2. Absorpcni spektra chlorofylu a a b v 80 % acetonu, normalizovana na
absorpcni  maximum. Chlorofyly byly izolovany pomoci tenkovrstevné
chromatografie.

Pouziti absorpcniho spektra pigmentového extraktu pro analytické ucely

Absorpéni spektra chlorofylu a a b a v 80 % acetonu izolovanych z listt je¢mene
jarniho jsou na obr. 2. Karotenoidy maji navzdjem velmi podobna absorpéni spektra se 3
charakteristickymi pasy v Soretové oblasti spektra. Ve spektrdlni oblasti nad 600 nm
karotenoidy prakticky neabsorbuji. Absorpéni spektrum pigmentového extraktu v oblasti 600
— 800 nm je urcovano prakticky vyhradné chlorofylem a a chlorofyl b.

Pro zjisténi zastoupeni chlorofylu a, b a sumy karotenoidti v acetonovém extraktu se
poziva méfeni absorbance na vybranych vinovych délkach.

Podle literatury (Lichtenthaler 1987) ma chlorofyl a v 80% acetonu absorpcni
maximum pii 663,2 nm. Jeho specificky absorpcni koeficient pii této vinové délce je
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£4(663,2) = 86,3 dm3.g-1.cm-1. Chlorofyl b m4 maximum u 646,8 nm a &,(646,8) = 49,18

dm3.g-1.cm-1 (obr. 2).
Zm¢étime-li tedy optické hustoty (absorbance) pro dvé vinové délky A, = 663,2 nm a
Ao = 646,8 nm pak plati:

D(M1) = €a(A1).Cq.t' + ep(Rrq).Cp.t'
D(y) = €5(A2).Cq.t' + gp(R).Cp.t',

kde t' — délka optické drahy v kyveté.

£4(646,8) = 20,49 I.g"L.cm-1
£p(663,2) = 11,20 I.gL.cm!

Dle pravidel linearni algebry:

C :deta' C :detb_
a  det b det

Po provedeni ptislusnych vypocti dostaneme:

Ca=12,25.D(663,2) - 2,76 . D(646,8) koncentrace chlorofylu a,
Cp =21,50.D(646,8) - 5,10 . D(663,2) koncentrace chlorofylu b,
Ca+p =7,15. D(663,2) + 18,71 . D(646,8) celkova koncentrace chlorofylu a+b

Tyto koncentrace jsou udavany v jednotkach [mg.1"1], pop¥. [ug.ml-1]. Pro pfevod na jednotky
[mol.I-1] pouzijeme molekulové hmotnosti M(chl a) = 893, M(chi p) = 907.
Vztahujeme-li koncentraci chlorofyli na jednotku plochy P (tj. Cp), pak snadno

odvodime:
C b.V

CP-a b= —22__ kde Cqp je koncentrace chlorofylti a+b [mg. I-1], V je objem extraktu [I] a
P je plocha [cm2]. Podobné odvodime koncentraci chlorofylu vztazenou na hmotnost listu.

Diky vyraznému ptekryvu absorpcnich spekter jednotlivych karotenoidd, jejich
absorp¢nich koeficientll a navic diky jejich piekryvu s absorpci chlorofyli v Soretové oblasti
spektra nelze absorpcni spektrum pigmentového extraktu pouZzit ke stanoveni koncentrace
jednotlivych karotenoidli. AbsorpEniho spektra Ize v§ak pouZzit k pomérné piesnému stanoveni
celkového mnozstvi karotenoidiit v extraktu. Hlavni absorpéni maximum jednotlivych
karotenoidu (prostfedni pas) se vyskytuje kolem 440 nm. Pfi této vinové délce silné absorbuji
také chlorofyly (obr. 2) a proto se pro stanovovani celkového mnoZstvi karotenoidi pouZiva
absorbance v oblasti dlouhovInnéjsiho absorpéniho pasu karotenoidd tj. pii 470 nm, kde
chlorofyl a prakticky neabsorbuje a chlorofyl b absorbuje jen ¢aste¢né. Hodnota absorp¢niho
koeficientu pro celkové mnozstvi karotenoidi v 80 % acetonu pii 470 nm byla vypocitana
z pramérného relativniho zastoupeni karotenoidu v zelenych listech a znamych absorpénich
koeficientl jednotlivych karotenoidd (Lichtenthaler 1987). Celkové koncentrace karotenoida
Vv extraktu se vypocita podle vztahu:

Crar = (1000-D(470) — 1,82 C, — 85,02 Cy,)/198
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Tato koncentrace je udavany opét v jednotkach [mg.l-1], popt. [ug.mI-1].
4. LITERATURA

Lichtenthaler H.K.: Chlorophylls and Carotenoids: Pigments of Photosynthetic
Biomembranes. Methods in Enzymology, 148, 350-382 (1987).
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Studium pomalé fotochemické reakce - rozkladu chlorofylu a
pod vlivem svétla

A. ZADANI

1. Zméite absorp¢ni spektrum roztoku chlorofylu a v 80 % acetonu ve spektralnim rozsahu
350 — 750 nm. Volte takovou koncentraci chlorofylu a, aby absorbance v maximu
Vv Cervené oblasti spektra byla kolem hodnoty 1. K roztoku chlorofylu piikapnéte kapku 1
ziedéné HCI, protiepejte a opét zméite absorpeni spektrum. Diskutujte zménu ve spektru.

2. Exponujte acetonovy roztok chlorofylu a pii ozafenosti 1000 umol m? s (PAR, tj. ve
spektralni oblasti 400 — 700 nm) po rtiznou dobu (1, 2, 4, 8, 16 min). K ozatovani pouzijte
»studeny* zdroj svétla KL 1500 (Zeiss, Némecko) se svétlovodnymi kabely. Ozafenost
meéite pomoci integralniho radiometru LICOR LI-189 s kvantovym detektorem LI-1000
(LICOR, US.A).

3. Diskutujte zmény ve spektrech a vyhodnotte zavislost absorbance acetonového roztoku
chlorofylu a a degradaénich produkti pfi 663 nm na dob¢ ozarovani.

B. SEZNAM POMUCEK

1. Pristroje: spektrofotometr UV550 (Unicam, Anglie), integralni radiometr LI-189 s
kvantovym detektorem L1-1000 (LICOR, U.S.A.)

2. Materidl: vysuSeny chlorofyl a izolovany zlisti jeémene pomoci tenkovrstevné
chomatografie

3. Ostatni poteby: aceton, kyvety, stojan, automatické pipety, bézné laboratorni pomucky.

C. TEORIE

Chlorofyl a je dihydroporfyrin s koordinaén& vazanym Mg v centru porfyrinového
skeletu (,,hlavy®). K hydrofilni ,,hlavé® je navazan hydrofébni (lipofilni) fytol (Obr. 1). U
molekul chlorofylu a ptevlada lipofilni charakter, takze je dobfe rozpustny v organickych
rozpoustédlech (aceton, etanol, metanol, éter, benzen, ...).

Chlorofyl a je snadno degradovatelny. Slabymi alkoholovymi roztoky hydroxida
alkalickych kovl se odstépuje fytyl za vzniku chlorofylidu a. Pisobenim slabych kyselin se
uvoliiuje z chlorofylu a uvoliuje centralni Mg®* a vznika feofytin a. Silné kyseliny destruuji
porfyrinovou ,hlavu® molekuly. K nevratné destrukci porfyrinového skeletu dochézi i pfi
dlouhodobém intenzivnim osvétlovani roztoku chlorofylu a Vv pfitomnosti oxidantd.
K pozvolnym strukturnim zméndm dochdzi i na slabém svétle fotooxidaci vzduSnym
kyslikem rozpusténym v roztoku. V rostlinach za normalnich podminek je degradace
chlorofyll fizena enzymaticky.
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porfyrinova ,,hlava“

fytytovy fetézec CH,

CH,

Obr. 1. Struktura molekuly chlorofylu a

Absorpcni spektrum chlorofylu @ méa 2 hlavni pasy v Cervené a modré oblasti spektra
odpovidajici elektronovym piechodiim Sg — Si a S — S3(). Protoze fytylovy fetézec molekuly
cholofylu a neovliviiyje elektronové stavy delokalizovanych elektronti porfyrinového skeletu
ma chlorofylid a (chlorofyl a bez fytylu) stejné absorpéni spektrum jako chlorofyl a.
Absorpéni spektrum feofytinu a je charakteristické zejména kratkovingj§im hlavnim
maximem Vv Soretové oblasti spektra a dvéma pomérné intenzivnimi pasy v oblasti 500 — 550
nm (viz obr. 2 a tab. 1). Degrada¢ni produkty chlorofylu a bez porfyrinového skeletu
postradaji absorpéni pasy v Cervené oblasti spektra a intenzivné absorbuji zejména v oblasti
pod 400 nm. Roztok s degrada¢nimi produkty chlorofylu je tedy zbarven dohnéda.

piechod \ maximum [nm] \ mol. extinké&ni koef. & [I mol™ cm™]

chlorofyl a

Qy 0-0 (So—Sy) 663,2 77,07 -10°

Qy0-1 618,2 13,53 -10°

Qx 0-0 (So—Sy) 582,4 9,24 -10°

Bxy) 0-0 (So — S3() 431,2 85,57 -10°
feofytin a

Qy0-0 (So—Sy) 665,4 45,19 -10°

Qy0-1 608,2 8,53 -10°

? 535,8 10,23 -10°

? 506,2 10,55 -10°

Bxy) 0-0 (So — S3(4) 411,0 106,64 -10°

Tab. 1. Vinoveé délky hlavnich absorpcnich maxim chlorofylu a
a feofytinu a v 80 % acetonu (podle Lichtenthaler 1987)
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Obr. 3. Absorpcni spektrum chlorofylu a a jeho degradacnich produktii v 80 %
acetonu. Vzorek s feofytinem a byl vytvoren pridinim kapky zredené HCI ke
vzorku schlorofylem a. Vzorek sdegradacnimi produkty feofytinu a byl
vytvoren pridanim kapky koncentrované HCI ke vzorku s feofytinem a.
Chlorofyl a byl izolovan z listii jecmene jarniho pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC).

D. LITERATURA
Lichtenthaler H.K.: Chlorophylls and Carotenoids: Pigments of Photosynthetic

Biomembranes. Methods in Enzymology, 148, 350-382 (1987).
Kaplanova M. a kol.: Fyzikalni zaklady fotosyntézy. SPN 1987, Praha.
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Absorpc¢ni spektra riaznych vrstev list ve viditelné a UV-oblasti - ochranna
role UV-filtrujicich pigmentu

A. ZADANI

1. Zmeéite absorpcni spektrum listu s vyraznou kutikularni vrstvou (list fikusu, begonie
apod.) ve vzorkovém prostoru blize fotondsobiCi a ve standardnim vzorkovém prostoru
déle od fotonasobice a diskutujte jejich rozdily.

2. Zmgéite absorpéni spektrum svrchni vrstvy listu (epidermis) peclivé odiezané ziletkou ve
vzorkovém prostoru blize fotondsobice a porovnejte s absorpénim spektrem listu. Zaméite
se na zmény v UV oblasti.

B. SEZNAM POMUCEK

3. Pristrojové vybaveni: spektrofotometr UV550 (Unicam, Anglie)
4. Rostlinny material: listy v fikusu nebo begonie
5. Ostatni potieby: ziletka, kiemennd kyveta, izolepa a dalsi bézné laboratorni pomicky

C. TEORIE

Porusovani ozénové vrstvy Zemé vede ke zvysSeni intenzity ultrafialového zafeni
zejména slozky UV-B (280-320 nm), ktera nepiiznivé ovliviiuje vSechny formy zivota na
Zemi. ZvySend intenzita UV-B zafeni ma za nésledek zvysenou produkci volnych radikald,
které nici proteiny i DNA v exponovanych bunikach rostlin.

Dtlezitou ochrannou odezvou rostlinnych bunék vi¢i nadmérné expozici UV-B zéfeni
je syntéza ochrannych latek, které toto zafeni absorbuji (flavonoidy a jiné fenolické latky).
Velmi vysoké davky UV-B vsak mohou syntézu téchto latek inhibovat. UV-A a viditelné
zéteni tuto syntézu podporuji. Pfesny mechanismus aktivace zvySené syntézy flavonoidii neni
znamy. Jde pravdépodobné o systém svétlocitlivych reakci aktivovanych pres fytochromovy
systém a pomoci vysokeé intenzity modrého nebo ¢erveného svétla samotného.

VétSina nasyntetizovanych flavonoiddl je koncentrovana ve vakuolach exponovanych
epidermalnich bunck. Bylo ukazano, Ze vétSina zafeni UV-B se zachyti pravé v epidermalnich
bunikach rostlin. Protahovani epidermalnich bunék zjisténé pod vlivem nadmérného zareni
UV-B je tedy zfejmou ochrannou strategii ve smyslu prodluzovani optické drahy.

Existenci flavonoidl v epidermalnich burikach je mozné pozorovat i fluorimetricky
(viz téz ulohy z Fluorescenéni mikroskopie)

Dalsi dilezitou ochrannou odezvou na zesilujici UV-B zéafeni je zvySend tvorba
voskovité kutikuly listt. Kutikula diky své vysoké odrazivosti (az 80 %) tim vyrazné ptispiva
filtraci UV-B.

Obr. 1 ukazuje absorpéni spektrum listu begonie s vyraznou voskovou kutikulou a
absorpéni spektrum jeho kutikuly se svrchnim epidermis naméfené na pomoci
spekrofotometru UV550 Unicam. Oba vzorky byly pfichyceny ke sténé kiemenné kyvety.
Spektra byla méfena ve vzorkovém prostoru ureném pro vysoce rozptylujici vzorky, tj. pred
fotokatodou fotonasobiCe. List métici svazek znacné rozptyluje a odrdzi, coz se projevuje v
pomérné vyrazném signalu pozadi. Signal pozadi je vSak mensi, neZ pfi méfeni
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Obr. 1. UV-VIS absorpcni spektrum listu begonie a kutikuly se svrchnim
epidermis téhoz listu.

Vv klasickém vzorkovém prostoru daleko od fotonasobice.

Ve spektralni oblasti UV-B se jak u listu tak u svrchnich vrstvy listu objevuji pasy
s maximy kolem 270 a 320 nm, coz odpovida fenolickym latkdm. Obr. 2 pak ukazuje
absorpéni spektrum kyseliny ferulové, fenolické latky vazané k bunéénym sténdm
s podobnymi pasy v UV oblasti spektra.
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Obr. 2. Absorpcni spektrum kyseliny ferulove v metanolu
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