1. Fluorimetrické stanoveni chininu v nealkoholickych napojich

Uvod

Fluorimetrie je analytickd metoda vyuzivajici schopnosti nékterych latek emitovat
fluorescencni zareni v ultrafialové nebo viditelné oblasti po pfedchozim pievedeni do
excitovan¢ho stavu K pievedeni do vzbuzeného stavu (k excitaci vzorku) je zpravidla
vyuzivana absorpce ultrafialového nebo viditelného zateni. Strucné€ si vysvétlime fyzikalné-
chemicky princip této metody.

Na obr. 1 je zndzornéno zjednodusené schéma energetickych hladin v molekule se sudym
poctem elektrond. V zakladnim stavu So vétSinou obsazuji vzdy dva elektrony stejny
elektronovy stav s opanym spinem. Jejich spiny se vzajemné kompenzuji, takze celkové
spinové kvantové ¢islo molekuly je 0. Takovy stav molekuly je oznacovan jako singletovy.
I po excitaci jednoho valenc¢niho elektronu na vyssi elektronovou hladinu mohou elektrony
zachovat sviij celkovy spin, coz je vyznaceno fadou excitovanych singletovych stavii molekuly
S1, S2. Pokud po excitaci dva elektrony nejsou sparovany, jejich celkové spinové kvantové ¢islo
také muize mit hodnotu 1. Molekula se pak nachazi ve stavu oznaovaném jako tripletovy,
kterych muze byt cela fada (na obr. 1 T1). Pfechody molekuly mezi singletovym a tripletovym
stavem jsou o né¢kolik fadi pomalejsi, nez podobné piechody uvnitt fady singletovych ¢i
tripletovych stavi. Kazdy elektronovy stav je v dasledku vibra¢niho pohybu molekuly tvoien
sérii vibracnich hladin. Ve stavu tepelné rovnovahy se za normdlnich teplot pfevazna Cast
molekul nachazi na zékladni vibraéni hladin€ stavu So. Pfi absorpci zafeni je energie
absorbovaného fotonu spotfebovana na pfevedeni molekuly do excitovaného stavu (zelené
Sipky na obr. 1). Protoze pravdépodobnost takového piechodu se pro jednotlivé hladiny 1isi,
zéavisi schopnost molekuly absorbovat fotony na vlnové délce absorbovaného zafeni. Tuto
zéavislost popisuje absorpéni spektrum latky, tedy zavislost absorbance nebo absorp¢niho
koeficientu latky na vinové délce.
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Obr. 1 Schéma energetickych hladin molekuly a pfechodt mezi nimi (Jablonského diagram):
So— zéakladni singletovy stav, S1 a Sz — excitované singletové stavy, T1 — excitovany tripletovy
stav



Po absorpci fotonu excitovana molekula velmi rychle pfedava ziskanou energii svému okoli
a tzv. nezéarfivymi piechody (vnitini konverze a mezisystémovy piechod) ndsledovanymi
vibra¢ni relaxaci se dostava postupné do nizsich excitovanych stavii. Pomalejsi byva vétSinou
az nezafivy prechod ze zékladni vibracni hladiny prvého excitovaného stavu S1 do zékladniho
stavu So. Teprve mezi témito hladinami se vedle nezafivych prechodii mize uplatnit ptechod
spojeny s vyzafenim (emisi) fotonu. Tato emise zafeni je oznaCovana jako fluorescence. Jeji
doba dosvitu po pieruseni excitace byva fadové 10° az 10° s. Az z hladiny S se ptipadné
uplatni 1 nezafivy mezisystémovy piechod do excitovaného tripletového stavu Ti. Zafivy
mé dlouhou dobu dosvitu fadu 102 az 10 s a je oznadovéan jako fosforescence. Vzhledem k
tomu, Ze molekula pfed emisi fotonu fluorescencniho zafeni ztrati ¢ast energie dodané fotonem
excitaniho zéfeni, je (az na vyjimky) vinova délka fluorescencniho zafeni vétsi nez vlnova
délka excitaéniho zatfeni. Tato informace ndm usnadni volbu emisni vinové délky pii méfeni.

V pfitomnosti jediného absorbujiciho a fluoreskujiciho analytu je fluorescencni tok @ umérny
absorbovanému toku zafeni @a a kvantovému vytézku ¢r (tj. poméeru poctu fluoreskujicich
fotonu k poétu absorbovanych fotonu):

Op = k@p®y = kop(Pg — @) = kopdo(1—1075"°)

kde & je molarni absorpéni koeficient pro excitani vlnovou délku, kje konstanta
charakterizujici opticky systém, &g tok dopadajiciho zafeni a @ tok proslého zateni. Pro nizké
koncentrace je fluorescencni tok piimo umérny koncentraci fluoroforu a lze tedy pouzit
klasickou metodu kalibra¢ni kiivky s linearni zavislosti.

Pfistroje pouzivané pro méfeni fluorescenéniho zafeni jsou zndmé pod nazvem fluorimetry.
JestliZe je pfistroj mozno pouzit i k prométeni excitacnich a emisnich spekter, byva oznaCovan
jako spektrofluorimetr. Na obr. 2 je blokové schéma jednopaprskového spektrofluorimetru
s 90° konstrukci. Obsahuje vykonny zdroj zafeni, jimZ je nejcastéji xenonova vysokotlaka
vybojka emitujici zafeni v ultrafialové 1 viditelné oblasti, obvykle od 200 do 900 nm. K vybéru
konkrétnich tizkych intervali vinovych délek slouzi dva monochromatory konstrukce Czerny-
Turner. Nejbéznéjsim detektorem zafeni je fotondsobi¢. Vzorky urcené k analyze jsou
umistovany nejcastéji do kyvet, které se vyrabé&ji z kiemenného skla nebo nékterych plasta
(UV-polymer, polystyren). Plastové kyvety, které budeme pouzivat, jsou propustné pro zareni
od cca 230 nm. Vsechny 4 stény kyvet jsou pro zafeni prichozi. Pfistroje zpravidla obsahuji
také tzv. shuttery (uzavérky), jez slouzi k mechanickému zabranéni proudu foton.

Obr. 2: Blokové schéma spektrofluorimetru

UPOZORNENTI: V laboratofi jsou k disposici plastové kyvety o &tvercovém priifezu s vnitinim
rozmérem 1 cm a o vySce 4 cm. VSechny Ctyfi stény jsou prithledné a jsou Castecné propustné i v UV
oblasti. Pro méteni je dulezité, aby v oblasti, kde jimi prochazi excitacni a meéteny emisni paprsek, byly
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stény pokud mozno dokonale pruhledné. Kazda necistota nebo poskozeni povrchu zplisobi zeslabeni
meéteného fluorescencniho signalu. Nedotykejte se proto stén kyvety zhruba v oblasti spodnich 3 cm a
pfi manipulaci ji drzte spiSe za hrany v horni ¢asti. Pfi CiSténi kyvetu oplachnéte vodou. Kyvety
neotirejte a nelestéte, protoze se snadno poskrabou, a tim znehodnoti. Kapky na vnéjsi stén€ je mozno
opatrné vysat hranou filtraéniho papiru nebo bunicitou vatou. Cistotu okének kontrolujte prohlédnutim
kyvety proti svétlu. I slabé znecisténa okénka (ulpéné kapky, otisky prstit) zkresluji méfeni fluorescence.
Pti vkladani kyvety do drzdku ve spektrofluorimetru pokud mozno zachovavejte orientaci kyvety,
protoze vlastnosti jednotlivych okének kyvety se mohou lisit.

Ucelem préce je stanovit chinin v doneseném vzorku nealkoholického népoje s obsahem tohoto
alkaloidu. Chinin C20H24N202 (Mr = 324,42) je ptirodni alkaloid Se strukturnim vzorcem na
obr. 3.

Obr. 3: Strukturni vzorec chininu

Chinin se vyskytuje v kuife tropickych stromti rodu Cinchona. Stale jesté je vyznamnym Iékem
proti malarii. M4 vyrazné hotkou chut’ a je proto pridavan do nékterych typti napoji. Oba
dusikové atomy v molekule chininu mohou byt protonizovéany. S kyselinami tvofi chinin soli.
Fluorescence chininu je zhd$ena chloridovymi ionty pii koncentracich nad 0,05 mmol 17,
Excita¢ni a emisni maxima chininu lze ocekavat u téchto vinovych délek:

- Prvni excitaéni pik s maximem u 250 nm, odpovida ptechodu So — S>.

- Druhy excitacni pik s maximem u 350 nm, odpovida ptechodu So — Sa.

- Jediny emisni (fluorescenéni) pik s maximem u 450 nm, odpovidé prechodu S1 — So.

Ukoly

1. Ovéite spravnou funkci spektrofluorimetru. Ziskané udaje porovnejte s doporu¢enymi
hodnotami (akcepta¢nimi kritérii) vyrobce spektrofluorimetru Jasco FP-8300.

2. Pro roztok chininu o pH = 2,7 zvolte vhodné excita¢ni a emisni vinové délky. Nasledné
proméite excitaéni a emisni spektra chininu v zavislosti na kyselosti roztoku v oblasti
ptiblizné pH = 2,1 az pH = 7,6.

3. Do 25 ml odmérnych ban€k piipravte 6 kalibrac¢nich roztokd v rozsahu hmotnostnich
koncentraci chininu 0-2 mg I sekvidistanénimi vzdalenostmi mezi jednotlivymi
kalibra¢nimi body pti vhodném pH ur¢eném v bodu 2. Zpracujte kalibracni zavislost.

4. Uréete hmotnostni koncentraci chininu (v mg I!) ve vzorku doneseného nealkoholického
napoje (typu Tonic). Otestujte vytéznost stanoveni chininu pfipravenim obohaceného
vzorku.

Pracovni postup

V tomto cviceni budeme pouzivat spektrofluorimetr JASCO FP-8300, ktery ma stejnou
konstrukci, jako je na obr. 2. Pfistroj je doplnén ovladacim a vyhodnocovacim softwarem
Spectra Manager, jehoz tvodni obrazovka je na obr. 4. Budeme pouzivat nésledujici moduly:



[Validation], [Spectra Measurement], [Fixed Wavelenght Measurement], [Quantitative
Calibration], [Quantitative Analysis].
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Obr. 4: Uvodni obrazovka ovladaciho softwaru Spectra Manager

UPOZORNENI: Pfi préci se spektrofluorimetrem vEetné méfeni spekter je tieba se vyhnout tomu, aby
pfi oteviené uzavérce (shutteru) excitatniho monochromatoru a zapnutém zdroji zateni byl excitaéni a
emisni monochromator nastaven na stejnou nebo velmi blizkou vinovou délku. Mohlo by dojit
k poskozeni fotonasobice z divodu dopadu velmi intenzivniho zafeni.

Ovéteni spravné funkce spektrofluorimetru:

Po spusténi valida¢niho programu [Instrument — Validation] vybereme nasledujici parametry:
Parameters — Wavelenght Accuracy, Wavelenght Repeatibility a Resolution (viz obr. 5).
Nasledné spustime valida¢ni méteni (Comprehensive Inspection) a dle pozadavku ze softwaru
vlozime difuzni desti¢ku (viz obr. 6). Naméfené hodnoty porovname s udaji v tabulce 1.
Vzhledem k ¢asové narocnosti valida¢niho testovani spektrofluorimetru ho spustime pied
zah4ajenim laboratorni prace na dalSich bodech.
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Obr. 5: Obrazovka ovladaciho software pfi volbé valida¢nich parametri
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Obr. 6: Zpuisob vkladani difuzni desticky do kyvetového prostoru

Tabulka 1: Akceptacni kritéria pro parametry v ramci validace spektrofluorimetru FP-8300

Akceptacni kritérium Monochromator A (nm)  Kritérium
253,7
Wavelength Accuracy . 365,0
(Presnost nastaveni vinové délky) Ex1Em 435,8 +1,5nm
546, 1
Wavelength Repeatibility .
(Opakovatelnost vinové délky) Ex1Em 5461 1 +1,0nm
Resolution (Rozliseni) ExiEm 546,1 1,0 nm

Nalezeni excita¢nich a emisnich spekter chininu, optimalizace pH

Ze zékladniho roztoku chininu o koncentraci 2,47-10° mol I (= 8 mg I') pfipravite do Sesti 25
ml odmérnych banék fadu 6 roztokd chininu o koncentraci 5,0-10° mol I* (= 1,6 mg 1Y) s
riznou hodnotou pH podle tabulky 2.

Tabulka 2: Ptiprava 25 ml roztoku o pfiblizném pH

pH | Davkovany objem roztoku

2,1 | 10 ml 0,0125 mol It H,SO4

2,7 | 2ml 0,0125 mol It H,SO4

3,4 | 10 ml 0,0005 mol It H2SO4

4,1 | 2ml 0,0005 mol It H,SO4

4,3 | 1 ml 0,0005 mol It H2SO4

7,6 | 2 ml fosfatového tlumivého roztoku

0,02 mol I fosfatovy tlumivy roztok a 0,0125 mol I*H.SO4jsou v laboratofi k disposici. Ztedéna 0,0005

mol It H2SO4 se piipravi nafedénim 0,0125 mol I kyseliny. Pro celou préaci vystacite s 50 ml roztokd
0,0125 mol I* H2SO;4 a 0,0005 mol I+ H.SO..

Pro ptipraveny roztok o pH = 2,7 se proméfi excita¢ni a emisni spektrum chininu. Ob¢ spektra

se ulozi. Vlnové délky maxim se pouziji v dalSich experimentech. Po spusténi modulu pro

méfeni spekter [Instrument — Spectra Measurement] vybereme nasledujici parametry, viz obr.

7 (Measure — Parameters).

e Zvoli se citlivost méfeni (sensitivity — low).

e Pro zjisténi excitacni vinové délky se promé&ii spektrum v intervalu 230-700 nm pfi
nastavené vinové délce emisniho zafeni 450 nm. Ze spektra se ziskaji maxima excitacnich
vlnovych délek.



e Pro zjisténi emisni vinové délky se proméii spektrum v intervalu 380—700 nm pfi nastavené
vlnové délce excitacniho zafeni, ktera byla nalezena pii méteni excitacniho spektra. Ze
spektra se ziska maximum emisni vinové délky.
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Obr. 7: Obrazovka ovladaciho softwaru pfi méteni spekter

Nésledné zmétime intenzitu fluoresecencniho zareni ve vSech 6 pfipravenych roztocich chininu
o rizném pH. Tento experiment provedeme v modulu pro méteni konstantnich vinovych délek
[Instrument — Fixed Wavelenght Measurement], kde nastavime maxima pro excitaci a emisi
z ptedchoziho méfeni. Zvolime prostiedi, které je pro fluorimetrické stanoveni chininu
nejvhodnéjsi. Toto prostiedi pouzijete ve vSech dalSich métenich. Prostfedi volte tak, aby
intenzita fluorescence byla vysoka a neménila se pfili§ se zménou pH, to znamena, aby metoda
stanoveni byla robustni.

Pro zvolené pH proméiime jesté jednou roztok chininu o koncentraci 5,0-10° mol I* a
vybereme vhodnou citlivost méfeni (very low, low, medium, high, ...) tak, aby roztok mél
intenzitu flurescen¢niho zafeni mezi 5000 a 10000.

Meéreni kalibracnich roztokt, tvorba kalibracni zavislosti

Po spusténi modulu pro kalibraci [Instrument — Quantitative Calibration] vybereme
a nastavime postupné nasledujici parametry:

e Vytvoii se novy kalibra¢ni templat (File — New).

e Zvoli se excitacni a emisni vinova délka a metoda odectu zakladni linie (1 wavelenght).

e Vybere se linearni model pro kalibraci.

e Zkontroluje se, zda je nastaveno otevieni excita¢niho shutteru (uzavérky) pfi méfeni.

Samotné méteni kalibracni zavislosti se zapocne provedenim nulovani (Auto Zero), nasledné
se proméii kalibracni ,,blank* a jednotlivé ptipravené kalibra¢ni roztoky. Do tabulky se vpisuji
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koncentrace kalibracnich roztokli. Na zavér se provede kontrola linearity kalibracniho modelu
a jeho ulozeni (File — Save As — [prijmeni-datum].fclb).

Stanoveni chininu ve vzorku nealkoholického napoje, ovéteni vytéznosti

V ptipadé sycené¢ho népoje je tieba jej zbavit CO. V ultrazvukové lazni. Pro orientacni
promé&feni signalu vzorku jej zied’te 25 do odmérné baiiky a upravte prostfedi podle zavéra
z bodu 2. V piipadé¢ potieby, tedy pfilis nizkého signalu nebo naopak pfili§ vysokého signalu
upravte fedéni vzorku. Nasledné proméite 2x vzorek (dvé nezavislé ptipravy) pro diive zvolené
excitaéni a emisni vinové délky a s vyuzitim softwaru vyhodnot'te hmotnostni koncentraci
chininu ve vzorku.

Toto méteni se provede v modulu [Quantitative Analysis]. Po jeho spusténi je nejprve tieba
otevrit kalibra¢ni soubor ulozZeny v pfedchozim bodu (File — New — Create New Project —
Create with a calibration file). Po provedeni nulovani (Auto Zero) se proméii piipravené
vzorky, zaznamena se intenzita fluorescencniho zafeni a koncentrace vyhodnocena z
kalibra¢niho modelu.

Na zaklad¢ zjisténé koncentrace chininu ve vzorku napoje pfipravte 2x vzorek obohaceny
chininem o pfiblizné 50 %, upravte prostiedi, promé&ite obohacené vzorky pro diive zvolené
excitatni a emisni vlnové délky. S vyuzitim softwaru vyhodnotte hmotnostni koncentraci
chininu a vypoctéte vytéznost stanoveni.

Do protokolu uved'te nésledujici vysledky:

- zaveéry Z méteni validace spektrofluorimetru,

- grafické zndzornéni vlivu pH na intenzitu fluorescencniho zéfeni spolu s vybérem
vhodného pH prostiedi,

- volbu excita¢ni a emisni vlnové délky spolu s vysvétlenim,

- kalibracni graf,

- koncentraci chininu ve vzorku napoje spolu se zohlednénim fedéni,

- srovnani s mezni hodnotou pro nealkoholické népoje ve vyhlasce ¢. 447/2004 Sb.,

- hodnotu vytéznosti z analyzy obohaceného vzorku spolu s komentarem.
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Kontrolni otazky

1. Co je to emisni a excitacni fluorescen¢ni spektrum?

2. Popiste postup pii metfeni excitaéniho a emisniho spektra na spektrofluorimetru vybaveném
excitaénim a emisnim monochromatorem.

3. Jaké déje probihaji v molekulach fluoreskujici latky pfi buzeni a emisi fluorescencniho
zateni?

4. Jak zéavisi fluorescencni signal na koncentraci fluoreskujici latky v roztoku?

5. Popiste jednotlivé ¢asti spektrofluorimetru.
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