Optické analytické metody REV MU 09/2025

Optické analytické metody se zamérenim na spektrofotometrii

Predstaveni kapitoly

Tato kapitola se vénuje optickym analytickym metodam, které jsou zakladnimi
nastroji klinické biochemie. Jejich princip spociva v interakci elektromagnetického zareni
se vzorkem a méreni jeho absorpce, emise, fluorescence nebo rozptylu. Nejvétsi dliraz je
kladen na spektrofotometrii, ktera tvori zaklad rutinni laboratorni diagnostiky.
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1 Optické metody: obecny prehled

Optické analytické metody tvofi jednu z nejdulezitéjSich skupin instrumentalnich technik
v klinické biochemii. Jejich princip spociva v interakci elektromagnetického zareni (svétla) s
molekulami ve vzorku. Elektromagnetické zareni se chovd soucasné jako vinéni i jako proud
foton(. VInéni je charakterizovano vinovou délkou, ta se znaci feckym pismenem A (lambda) a
uvadi se v nanometrech. Vztah mezi energii fotonu a vinovou délkou (nebo frekvenci) je
nasledujici:

c
E=hXf=hX-=
f A
h....Planckova konstanta
C.....rychlost svétla
f.....frekvence

Rovnice vlastné fika, Ze energie (E) fotonu roste s frekvenci elektromagnetického vinéni
(f) — tedy s poctem kmitd, které vina vykona za sekundu. ProtoZe vyssi frekvence znamena kratsi
vinovou délku (A), plati také, Ze ¢im kratsi je vinova délka, tim vétsi je energie fotonu.
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Svétlo je viditelnd ¢ast elektromagnetického zareni. VInové délky viditelného svétla (VIS)

lezi mezi vinovymi délkami ultrafialového zareni (UV) a infracerveného zareni, tedy v intervalu
390-760 nm.
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Obr. ¢.1: Elektromagnetické zareni

Latka muzZe svétlo bud emitovat (vyzarovat) nebo absorbovat (pohlcovat). Jestlize latka
zareni néjaké vinové délky absorbuje, zafeni neabsorbované vinové délky projde az k naSemu oku.
Pokud latka absorbuje veskeré dopadajici/prochazejici zareni, vnimame ji jako ¢ernou. Pokud
veskeré VIS svétlo propousti, je vnimana jako bezbarva. Pokud ovsem latka absorbuje jen zareni
nékterych vinovych délek ve VIS oblasti, je barevna. Absorbuje-li latka napt. ¢ervenou barvu,
vidime ji jako zelenou (doplrikova barva k ¢ervené je zelena, viz obrazek nize).

Barva Vinova délka

cervena

oranzova ~590 - 625 nm

Zluta ~565-590 nm

zelend ~520-565 nm
azurova
modra
fialova

Obr. ¢.2: Vinové délky odpovidajici barvam svétla. Doplrikové barvy.

Zajimavost: Pro¢ md krev Cervenou barvu? Oxyhemoglobin absorbuje zelené a modré
svétlo, a proto se ndm jevi jako cerveny. KdyZz se hemoglobin rozstépi na bilirubin a
biliverdin, barvy se méni = to vysvétluje postupné ,zelenani” a ,Zloutnuti”“ modrin.
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Zakladni méreniinterakci elektromagnetického zareni s hmotou se zaklada na tom, Ze ¢ast
svétla je pohlcena, ¢ast projde, ¢ast mizZe byt znovu vyzarena nebo odklonéna. Tyto déje lze
popsat bud pfimo definovanymi veli¢inami (absorbance, transmitance), nebo mérenim intenzity
vznikajiciho svétla (emise, fluorescence, rozptyl).

e Absorbance — vyjadfuje, jak velka cast svétla byla ve vzorku pohlcena.

e Transmitance — vyjadruje, jak velkd ¢ast svétla prosla vzorkem.

e Emise —sleduje se intenzita svétla, které vzorek sdm vyzafuje.

e Fluorescence — sleduje se intenzita svétla, které vzorek vyzafuje po predchozim
pohlceni zareni.

e Rozptyl —sleduje se intenzita svétla, které vzorek odchylil od plivodniho sméru.

2 Absorpce zareni

Pfi prlichodu monochromatického svétla barevnym roztokem dochazi k jeho absorpci: to
znamena Ze intenzita zareni, které opoustivzorek (1), je mensi neZ intenzita zareni, které do vzorku
vstoupilo (lo). Pomér téchto veliéin vyjadfuje propustnost — transmitance (T).

1
“Ip

lo.... dopadajici zafeni

T

l.... proslé zareni
Absorbance (A) je definovana jako logaritmus prevracené hodnoty transmitance

1 Iy
A= —logT = log? = logT

Transmitance udava relativni mnoZstvi proglého zafeni. Cim vice vzorek zafeni absorbuje,
tim je transmitance nizsi. Hodnoty transmitance se pohybuji v intervalu 0;1 tedy 0 aZ 100 %. Pro
hodnoty absorbance plati, Ze ¢im vice vzorek zareni absorbuje, tim je absorbance vyssi.

Absorbance ma tu prednost, Ze je pfimo iumérna koncentraci stanovované latky, zatimco
transmitance se méni nelinedrné. Proto se v laboratorni praxi pro kvantitativni stanoveni analytt
vyuziva absorbance, nikoli transmitance.

vzorek zafeni vzorek absorbuje vzorek absorbuje
neabsorbuje polovinu zafeni veskeré dopadajici zéreni
T=1 T=0,5 T=0
A=-log1=0 A=-l0g0,5=0,3 A = blizi se k nekonecnu

lo =1 lo >1

Obr. ¢. 3: Vztah mezi transmitanci a absorbanci
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2.1 Absorpcni spektrum

Kazda absorbujici latka ma své charakteristické absorpéni maximum (jedno nebo vice). To
Ize zjistit promérenim absorbance pfi jednotlivych vinovych délkach. Ziskdme pak absorpéni
spektrum. Absorpéni spektrum je graf popisujici zavislost absorbance na vinové délce, kde na ose

X je vynesena vinova délka a na ose y je absorbance. Je-li v roztoku pfitomno vice absorbujicich
latek, zjisténd hodnota absorbance je sou¢tem hodnot absorbanci jednotlivych sloZzek ve smési.

V lidském organismu nenajdeme pfilis mnoho barevnych latek, vyjimku tvofi hemoglobin
a jeho metabolity a také kozni pigment melanin. Hemoglobin je tvofen z hemu (tetrapyrol s
navazanym Fe?) a bilkoviny globinu. Oxygenovany hemoglobin se nazyvd oxyhemoglobin.
Bilirubin vznika degradaci uvolnéného hemoglobinu pfi rozpadu erytrocytd. V klinické praxi se
napfiklad stanovuje bilirubin pfimou spektrofotometrii u novorozencl pfi podezieni na
novorozeneckou Zloutenku.
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Obr. ¢. 4: Absorpcni spektra oxyhemoglobinu (vlevo) a bilirubinu (stfed); vpravo jejich smés

s viditelnym prekryvem v oblasti 415-460 nm. Tento princip vyuZivd spektrofotometrie likvoru k
odliseni Cerstvého krvdceni (hemoglobin) od starsiho (bilirubin) pri diagnostice
subarachnoiddliniho krvdceni.

2.2 Absorpcni metody — spektrofotometrie

Absorpc¢ni metody vychazeji z principu pohlcovani svétla o urcité vinové délce molekulami ve
vzorku. Svételny paprsek prochazi kyvetou, a detektor zaznamenava rozdil intenzity pred a po
prichodu. Vysledkem je hodnota absorbance, kterd je pfimo umérna koncentraci latky podle
Lambert-Beerova zakona. Méfit lIze prakticky vSechny biologické kapaliny, napfiklad sérum,
plazmu, mo¢ nebo mozkomisni mok. Uplatnéni v mediciné je velmi Siroké — od méreni
koncentrace glukdzy, lipidQ a bilirubinu po stanoveni aktivity enzym{, a tvori tak zaklad rutinni
klinické biochemie. Méfici pfistroje se nazyvaji spektrofotometry a v modernich laboratofich jsou
jiz ¢asto integrované do automatizovanych biochemickych analyzatora.
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Princip méreni:

Spektrofotometr se sklada ze zdroje svétla, monochromdtoru a detektoru. Monochromator
je zodpovédny za propousténi svétla o konkrétni vinové délce. Z vystupni Stérbiny vychazi
monochromatické svétlo (definované vinové délky), kterou lze na pfistroji nastavit. Svétlo
nasledné projde vzorkem v kyveté. Intenzita proslého svétla je mérena detektorem. Nejprve se
zméli intenzita svétla prochazejiciho slepym vzorkem (blankem, referencnim vzorkem), tj.
roztokem obsahujicim vSechny slozky vyjma stanovované barevné latky. Kdyz svétlo prochazi
vzorkem, jeho intenzita se sniZuje v disledku absorpce ¢asticemi v roztoku. Spektrofotometr méri
rozdil mezi intenzitou dopadajiciho svétla (lo) a intenzitou svétla, které proslo vzorkem (l).

Stérbina stérbina senzor

SFE S

zarovka mrizka vzorek
(zdroj: https://anl.zshk.cz/vyuka/fotometricke-metody.aspx)

Lambertiv-Beertv zakon

Mezi koncentraci latky v roztoku a jeho absorbanci roztoku existuje linearni vztah,
tedy vice koncentrovany roztok absorbuje vice zafeni. To nam umoZiuje vypocitat
koncentraci latky v roztoku méfenim jeho absorbance. Absorbance je také pfimo Umeérna
optické draze (1) a vlastnostem absorbujici latky (g,). Platnost zakona je omezena na zfedéné
roztoky (v silné koncentrovanych roztocich vztah nebude linearni).

Vztah mezi absorbanci a koncentraci je dan rovnici:

AAZS)L'C'I

e A .. absorbance (bezrozmérna velicina)
e £..moldrni absorpéni koeficient (dm3-mol™-cm™™), charakteristicky pro latku a vinovou
délku
e c.. koncentrace (mol-17)
e |..délka optické drahy (cm, obvykle 1 cm kyveta)
Platnost zakona je omezena na zfedéné roztoky. Ve vysokych koncentracich dochazi k
odchylkdm (nelinearita).
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Zajimavost: Barva cerveného vina je pfimo zdvisld na koncentraci anthokyaninii a dalsich

@ barviv pfitomnych ve slupkdch hrozni. Cim vice téchto ldtek se béhem kvaseni a macerace

vyluhuje, tim intenzivnéjsi barvu vino md. Jde o ukdzkovy priklad ., pfirodniho” Lambert—
Beerova zdkona — vyssi koncentrace —» vyssi absorbance - sytéjsi barva.

Platnost a limity zdkona

Lambertlv-Beerlv zakon neplati vidy — odchylky mohou vznikat:

e pfi pfilis vysokych koncentracich (interakce molekul, rozptyl svétla),

e pfi nevhodné kyveté (poskrabané, zakalené sklo),

e pfi nespravné vinové délce (mimo absorpcéni maximum),

¢ pfi chemickych zménach analyzované latky béhem méfeni (napf. oxidace Fe?* > Fe3*).

Linearni oblast Lambert—-Beerova zdkona — vztah mezi koncentraci latky a absorbanci plati jen v
urcitém rozmeazi.

— pfi nizsi absorbanci (<0,1) je rozdil mezi lp a | velmi maly = méreni je nepresné a snadno
ovlivnitelné Sumem pfistroje.

— pfi vyssi absorbanci (>1,0) uz témér zadné svétlo neprochdzi - detektor zachyti jen minimalni
intenzitu, vznikaji chyby a odchylky od linearity.

Otdzka: Jaky je vztah mezi absorbanci a koncentraci podle Lambert-Beerova zdkona? Proc

? by se méla absorbance pfi méreni pohybovat v intervalu 0,1-1,0?
[}

2.2.1 Spektrofotometr - sloZeni

Spektrofotometr je pfistroj, ktery méri mnozstvi svétla
absorbovaného roztokem. Sklada se z nékolika kli¢ovych komponent, z nichz
kazda plni specifickou funkci.

(zdroj:
https://lcms.cz/products/1311)

\ —
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Obr. ¢. 5: Schéma spektrofotometru.
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Hlavni ¢asti spektrofotometru:

1. Zdroj svétla:

- Pro oblast viditelného spektra (VIS, 400—700 nm) se pouziva wolframova lampa.
- Pro ultrafialové spektrum (UV, 200-400 nm) je nutna deuterova vybojka.

- Kvalitni spektrofotometry kombinuji oba zdroje pro SirSi rozsah méreni.

2. Monochromator:

- Zatizeni, které vybere z bilého svétla pouze jednu vinovou délku.
- Poutzivaji se filtry, hranoly nebo difrakéni mfizky.

- Umoznuje specifické méreni absorbance pfi poZzadované A.

3. Kyveta:

- Mald nadobka ze skla nebo plastu, kterd obsahuje méfeny vzorek.
- Standardni délka kyvety je 1 cm.

- DlleZité je zajistit jeji Cistotu a spravné zasazeni do drahy paprsku.

4. Detektor:
- Fotodioda nebo fotonasobic, ktery méti intenzitu svétla po prichodu vzorkem.
- Signal je pfeveden na elektricky impuls a dale zpracovan.

5. Vystupni jednotka:
- Zobrazovaci panel, tiskarna nebo digitalni prenos do laboratorniho systému.
- Zobrazuje absorbanci, transmitanci nebo vypoctenou koncentraci.

Otdzka: Kterd Cdst spektrofotometru je zodpovédnd za volbu konkrétni vinové délky?

?

2.2.2 \Vyuziti spektrofotometrie v mediciné

Spektrofotometrie ma Siroké pouziti v klinickych laboratofich. Umoznuje rychlé,
reprodukovatelné a vétSinou jednoduché stanoveni latek, které samy vykazuji absorpci v UV/VIS
oblasti, nebo je mozné je kvantitativné chemickou reakci na absorbujici prevést. Méfeni se
provadi pfi vinové délce, pii které roztok maximalné absorbuje (absorpéni maximum). To je
jednoznacnou, na koncentraci nezavislou charakteristikou barevné latky. Pfi VIS spektrofotometrii
absorpéni maximum odpovida barvé komplementdarni k barvé roztoku. Pomoci spektrofotometrie
miZeme stanovovat prirozené absorbujici latky pfimo (napf. analyza absorpénich maxim
hemoglobinu a bilirubinu pro ureni pfitomnosti a stafi krvaceni). Nepfimé stanoveni latek, které
samy nejsou barevné, je mozné. Je tfeba je chemickou reakci prevést na barevné produkty.
Stanovujeme je tedy pomoci tzv. indikacénich reakci.

Spektrofotometrie umoznuje méreni koncentrace biomolekul, sledovani enzymovych aktivit
i detekci protilatek v ramci imunodiagnostiky. Vyhodou je rychlost, presnost a moZnost
automatizace.
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Stanoveni koncentraci biomolekul (vybrané analyzy):

Tyto latky patfi mezi zakladni ukazatele metabolismu a jejich koncentrace se v laboratofi sleduji
velmi ¢asto.

e  Glukoéza (cukr v krvi): méfi se pomoci enzymd, které glukozu preméni na barevny produkt.
Intenzita barvy pak odpovidd mnozstvi glukdzy. Hodnoti se predevsim u pacientd s
podezienim na diabetes mellitus.

e Cholesterol: stanovuje se podobné enzymaticky. Vysledna barva ukaze, kolik cholesterolu
je ve vzorku, napf. v krvi. Dulezité pro sledovani rizika aterosklerdzy a kardiovaskularnich
onemocnéni.

e Mocovina: méfi se pomoci enzymu uredzy, ktery mocovinu rozklada a vznikly produkt se
da opét prevést na barevnou reakci. Vyznamné pfi posuzovani funkce ledvin.

K méreni bilkovin v séru se pouzivaji barevné (kolorimetrické) reakce:

e Biuretova metoda: médnaté ionty reaguji s peptidovymi vazbami bilkovin a vznikne
modrofialova barva. Je to jednoducha a spolehlivd metoda, bézné pouzivana v laboratofi.

Enzymatické aktivity:

V laboratofi se ¢asto sleduje aktivita enzyma v krvi — jejich zvy$ena hladina ukazuje na poskozeni
urcité tkané.

e ALT (alaninaminotransferaza) a AST (aspartataminotransferaza): zvyseni signalizuje
poskozeni jaternich bunék (napf. pfi hepatitidé).

e GGT (gamaglutamyltransferaza): zvysuje se hlavné pfi onemocnénich jater a Zlucovych
cest, ¢asto také pfi abuzu alkoholu.

e ALP (alkalicka fosfataza): byva zvysena pfi cholestaze (staze Zluci) nebo pfi kostnich
onemocnénich (napf. Pagetova choroba, nadory kosti).

Princip méfeni spociva v tom, Ze se ke vzorku pfida vhodny substrat a enzym z krve katalyzuje
jeho preménu. Pri reakci bud vznika, nebo mizi barevna latka (nebo latka absorbujici UV svétlo).
Spektrofotometr pribézné sleduje zménu absorbance v ¢ase a rychlost této zmény odpovida
aktivité enzymu. Vysledek se pak vyjadfuje v jednotkadch U/| (jednotka enzymové aktivity =
mnozstvi enzymu, které preméni 1 umol substratu za minutu).

Otdzka: MiZeme se setkat se situaci, kdy se nestanovuje primo dotycnd ldtka (enzym,

molekula), ale napriklad koenzym jako je NADH. Dokdzali byste vysvétlit princip stanoveni
[}

a proc€ je vinovad délka 340 nm specifickd pro méfeni enzymovych reakci vyuZivajicich
NADH?
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Imunoanalytické metody:

Mezi ¢asto vyuZivané imunoanalytické metody patfi ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Je to metoda, pfi které se vyuziva vazba antigen—protilatka. Na tuto vazbu je navazan
enzym, ktery po pridani substratu vyvold barevnou reakci. Spektrofotometr pak zméfi intenzitu
zbarveni, ktera je pfimo umérna mnoiZstvi sledované latky ve vzorku — napftiklad hormonu, viru
nebo protilatky.

3 Fluorescence

Fluorescence je fyzikalni jev, pfi némz molekula absorbuje svétlo o kratsi vinové délce
(napf. ultrafialové) a ndsledné vyzari svétlo o delsi vinové délce v oblasti viditeIného spektra.
Molekuly schopné tohoto déje oznacujeme jako fluorofory. Samotny proces je velmi rychly —
probiha v fadu nanosekund.

Princip fluorescencnich metod spociva v excitaci vzorku svételnym zdrojem (UV lampa,
laser) a nasledné detekci emitovaného zareni, jehoz intenzita je Umérna koncentraci
fluorescencni latky. Fluorescenci mohou vykazovat pfirozené biomolekuly (napt. porfyriny,
flaviny) nebo latky, které jsou specialné oznaceny fluorofory.

Fluorescenéni metody umoznuji analyzu Siroké skaly biologickych vzork( — od tekutin
(napf. krevni sérum), pres bunécné suspenze, az po tkanové rezy. K méreni a vizualizaci
fluorescencnich signalll se pouzivaji rlizné pfistroje:

e  Fluorimetry — urcuji intenzitu, spektrum a dobu fluorescence,
e Fluorescenéni mikroskopy — zobrazuji lokalizaci fluorofor(i v burikach a tkanich,

e Pratokové cytometry — méfi fluorescenci jednotlivych bunék prochazejicich laserem,
hojné vyuzivané v hematologii a imunologii.

Vyznamnou aplikaci je imunofluorescence, kde fluorofory znacené protilatky vazou
specificky antigen, coZ umoZiuje jeho velmi citlivou a specifickou detekci. Fluorescenéni znaceni
se ale vyuziva i mimo oblast proteind, napfiklad k detekci nukleovych kyselin — typicky ve
fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) nebo v real-time PCR s fluorescencni detekci.

Diky své vysoké citlivosti a specifité ma fluorescence v mediciné Siroké uplatnéni — od
detekce hormond, vitaminG a nadorovych markerd, az po detailni sledovani bunék a jejich struktur
v diagnostice i vyzkumu.
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Pozndamka: Je vhodné odlisit fluorescenci od fosforescence — zatimco fluorescence probihd

AS S SN

=| béhem nanosekund, fosforescence je jev pomalejsi, trvajici aZ sekundy ¢i minuty.

Zajimavost: Tonik obsahuje chinin, ktery pod UV lampou modre fluoreskuje. To je diivod,
proc tonik na diskotékdch ,sviti“. Zubni pasty nebo bilé obleceni ¢asto obsahuji optické
zjasriovace, které fluoreskuji v modré oblasti — diky tomu vypadaji bélejsi.

4 Emise

Emise je jev, pfi némz atomy nebo molekuly po doddni energie (napf. plamenem, elektrickym
vybojem ¢i plazmatem) prechazeji do excitovaného stavu. Pfi navratu do zakladniho stavu uvolnu;ji
energii ve formé svételného zareni. Kaidy prvek vyzafuje svétlo o charakteristickych vinovych
délkach, ¢cimz vznika emisni spektrum, které je pro néj typické. Diky tomu lze ziskat jak kvalitativni
informaci (jaky prvek je pfitomen), tak kvantitativni informaci (v jaké koncentraci). Intenzita
vyzafovaného svétla je totiz pfimo umérna mnozstvi daného prvku ve vzorku.

Pro méreni se pouzivaji plamenné fotometry nebo emisni spektrometry, v moderni praxi
Casto s vyuzitim plazmového zdroje (ICP — indukéné vazané plazma). Vzorky byvaji kapalné,
typicky krevni sérum nebo moc.

V klinické biochemii maji emisni metody vyznam zejména pfi stanoveni koncentraci
elektrolytd — sodiku, drasliku, vapniku a horéiku. Tyto prvky jsou nezbytné pro spravnou funkci
organismu: podileji se na udrZovani vodni a iontové rovnovahy, na cinnosti nervového a
svalového systému i na regulaci srdecni ¢innosti. Vysetfeni elektrolytl je proto zasadni pro
diagnostiku a monitorovani onemocnéni ledvin, srdecnich chorob i metabolickych poruch.

Zajimavost: KaZdy prvek md charakteristické emisni spektrum. VyuZivaji se k identifikaci
@ hvézd: sloZeni hvézdné atmosféry se zjistuje analyzou jejich svétla. Princip je stejny jako u
plamenné fotometrie v laboratofi. Zndmy je i barevny ohrostroj: ¢ervend barva (Sr),

zelend (Ba), modrda (Cu).
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5 Rozptyl svétla

Rozptyl svétla nastava tehdy, kdyzZ svételny paprsek narazi na ¢astice pritomné v roztoku
a zméni svlj smér. Na tomto principu jsou zaloZeny dvé pfibuzné metody — turbidimetrie a
nefelometrie.

e Turbidimetrie méfi pokles intenzity svételného paprsku, ktery prosel vzorkem.
¢ Nefelometrie sleduje intenzitu svétla rozptyleného do stran pod urcitym ahlem.

Obé metody umoZiuji stanovit koncentraci nerozpusténych ¢astic nebo makromolekul.
Jako vzorky se nejCastéji pouZivaji sérum, plazma a moc, protoZe obsahuji proteiny,
imunokomplexy nebo bunécéné elementy.

V klinické praxi se metody rozptylu svétla vyuZivaji napfiklad ke stanoveni koncentrace
bilkovin (imunoglobuliny, fibrinogen, C-reaktivni protein) nebo k hodnoceni zakalu moci pfi
infekcich mocovych cest. K méreni slouzi turbidimetry, nefelometry nebo spektrofotometry
vybavené postrannimi detektory.

( I M s Detektor

L Zdroj svetla ﬁ::::::: Vzorek :::::::ﬂ .
| 1 1 - v
L Turbidimetrie
| I |
| I |
A4 ¥ v

Detektor
rozptyleného zareni

Nefelometrie
Obr. ¢. 5: Schéma umisténi detektoru u metod zaloZenych na rozptylu svétla.

Otdzka: Ktery typ optické metody by byl nejvhodnéjsi pro méreni zakaleni moci u

) podezieni na infekci mocovych cest?
[}

Shrnuti

Optické metody jsou rychlé, citlivé a nepostradatelné v klinické biochemii. Zakladni
méritelné jevy zahrnuji absorpci, transmitanci, fluorescenci, emisi a rozptyl svétla. Nejvyznamnéjsi
metodou je UV/VIS spektrofotometrie, zaloZzend na Lambert-Beerové zdkonu, kterd umozriuje
mérit koncentraci latek i stanovovat enzymové aktivity. V praxi se rutinné vyuziva ke stanoveni
glukdzy, lipidQ, bilirubinu, hemoglobinu, enzym{ ¢i nukleovych kyselin. Spravna interpretace
vysledk( vyZaduje znalost moznych interferenci — napfiklad vlivu hemolyzy, ikteru nebo lipémie.
Moderni laboratorni systémy umoznuji plnou automatizaci téchto méfeni, coz zajistuje vysokou
presnost a reprodukovatelnost.
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Kontrolni otazky

1. Jaky je rozdil mezi absorbanci a transmitanci?

2. Jak zni Lambert-Beeruv zakon a jaké veli¢iny zahrnuje?

3. Jak se liSi turbidimetrie a nefelometrie?

4. Uvedte priklad pfimého a nepfimého stanoveni latky pomoci spektrofotometrie.

5. Jaké jsou nejcastéjsi interference pti spektrofotometrickém méreni v klinické biochemii?

6. Jaky je vyznam slepého vzorku (blanku) pfi spektrofotometrii?
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