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Zpusob identifikace prirodnich vzorki,
zejména kapalnych

Anotace:

Reseni se tyka zptisobu identifikace piirodnich vzork,
zejména kapalnych, jehoZ podstata spociva vtom, Ze po
zmeteni fluorescencniho spektra prirodniho vzorku v
neozatfeném stavu UV zafenim dale zahmuje:

- ozafeni znamého ptirodniho vzorku UV zatenim o
vinové délce 250 az 400 nm, po piedem stanoveny
¢asovy interval,

- zm¢teni fluorescencniho spektra ozafeného znamého
piirodniho vzorku,

- ozafeni neznamého prirodniho vzorku UV zatenim o
vinové délce 250 az 400 nm, po piedem stanoveny
¢asovy interval,

- zméfeni fluorescencéniho spektra ozafeného neznamého
piirodniho vzorku,

- porovnani zméteného fluorescen¢niho spektra
ozateného znameého prirodniho vzorku nebo
fluorescen¢niho spektra ozatfeného znamého prirodniho
vzorku, ktery byl dfive uloZen v databance informaci, s
fluorescen¢nim spektrem ozafeného neznamého
piirodniho vzorku,

- ureni, zda je neznamy pfirodni vzorek shodny nebo
odlisny od znamého ptirodniho vzorku.
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Zpusob identifikace prirodnich vzork, zejména kapalnych

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu identifikace pfirodnich vzorku, a to zejména kapalnych, tedy véetné
zkapalnénych, véetné biologickych vzorku, takze spada do oblasti analytické chemie. Vyuziva pro
identifikaci pfirozenych spektralnich vlastnosti latek, tedy absorpce a emise zafeni, které se méni
v zavislosti na UV ozareni. Spektralnim rozborem téchto vzniklych zmén a chemickych reakci se
ziskavaji cenn¢ informace o fyzikalnich, chemickych nebo biologickych vlastnostech vzorku
v kratkém Case a to bez nutnosti jakékoli predchozi slozité pfipravy zkoumaného pfirodniho
vzorku.

Dosavadni stav techniky

Riznorodé slozeni farmakologickych pripravki, predevS§im I¢ka, drogovych smési, tedy
navykovych a psychotropnich latek, potravin, napoji a biologickych ¢i klinickych vzorku,
napfiklad krevni plazma ¢i moc, je zakladnim problémem ztéZujicim jejich analyzu béhem
jednotek az desitek minut. Ve vétSing pripadi musi pred analyzou prob&éhnout extrakéni, 1zolaéni
a/nebo separacni proces. Takto upraveny vzorek je podroben instrumentalni analyze, kterou
provadi vysoce kvalifikovana osoba pomoci slozit¢ a nakladné instrumentace. Cely proces, byt
precizni, je casové a financné€ narocny. Rychla determinace farmaka muze byt klicova pfi zachrané
pacienta predavkovaného neznamym lé¢ivem béhem prevozu do nemocnice. Mimoradné dulezité
je odhaleni vadné ¢i pad€lané Sarze 1éCiva pred jeho distribuci. Schopnost béhem nékolika minut
rozpoznat dulezité vlastnosti zkouman¢ latky se jevi jako kliCova pro prumysl nebo potravinarstvi.
Zejména se muze jednat o kontrolu puvodu sudovych vin nebo kontrolu kvality technologického
zpracovani ovocnych §tav a zeleninovych extrakti popfipad¢ napoju obsahujici tyto Stavy a
extrakty.

V poslednich letech muzeme zaznamenat snahu zejména v medicinskych oborech o metody
vyuzivajici typické tvary neboli patterny spekter, které jsou n¢kdy oznaCovany jako takzvané
,otisky prstu”. Tyto metody vychazejici zeyména ze spektralni analyzy, napriklad Ramanovy
spektroskopie, infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci a hmotnostni spektrometrie
klinickych vzorku, pficemz se hodnoti tvary zaznamenanych spekter. Takto nelze pfesné urcit
kvantitativni a kvalitativni zastoupeni jednotlivych analytu ve vzorku, ale lze tato spektra prifadit
k celé rad¢€ fyziologickych nebo patologickych stavii organizmu. Timto zpusobem lze vytvaret
knihovny typickych spekter, a mezi sebou je porovnavat. Navrhované metody identifikace
vlastnosti latek vyuZzivaji a hodnoti typické tvary spekter, na zaklad¢ kterych lze zkoumany vzorek
pfesné urcit nebo studovat.

Mezi zakladni fyzikalné-chemické metody pouzivané pii analyze 1é¢iv, drog, nebo potravin patfi
chromatografické metody, tedy kapalinova nebo plynova chromatografie, elektroforéza pripadné
spektralni metody, tedy spektrofotometrie, infraCervena nebo Ramanova spektroskopie. Extrakce
analytu predstavuje jeden z kritickych kroku analytického stanoveni vlastnosti latek. Jako extrak¢éni
¢inidla se pouzivaji polami i nepolarni rozpoustédla. Z polarnich rozpoustédel se nejcastéji jedna
extrakce je volba vhodného pH. Hodnota pH extrak¢niho €inidla ma vliv na rozpustnost a/nebo
lonizaci analytu. DalSim krokem v analyze muze byt derivatizace vzorku. Derivatizaéni reakce
vedou k tvorbé detekovatelnych derivata, zvyseni citlivosti a selektivity, zvyseni rozliSeni nebo
umoznéni separace vubec. Obecné plati, Ze spektroskopické metody maji mensi naroky na pfipravu
vzorkii v porovnani s chromatografickymi metodami. Napfiklad Ramanova spektroskopie je
jednou z metod vibra¢ni molekulové spektroskopie, ktera se pouziva k chemické identifikaci
analyti obsazenych ve vzorku. Metoda vyuziva tak zvany Ramanuv jev neboli Ramaniv rozptyl,
ke kterému dochazi pfi interakci laserového paprsku s elektrony zkoumaného vzorku. Vzhledem
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k tomu, Zze kazda latka vykazuje charakteristicky posun vinové délky, je mozné tento jev vyuzit
k nedestruktivni identifikaci chemického slozeni vzorku, a to pomoci vytvoreni souboru spekter
typickych pro dané analyty. Nevyhodou Ramanova rozptylu je jeho pomémé slaba intenzita
zejména ve srovnani s absorpci nebo emisi zafeni. Je tedy nutna znacna Cistota analyzovaného
vzorku. Jakakoli fluorescenéni pfimés nebo pripadna fotochemicka reakce znemoziuje provadéni
analyzy.

Dilezitou metodou, ktera vyuziva soubor typickych spekter, pro identifikaci analytu je také
hmotnostni spektrometrie. Tato metoda muze byt vyuzita bud’ samostatn€, nebo v kombinaci se
separacni technikou. Samostatné pouziti této metody pro uréeni vlastnosti latek bez predchozi
separace vzorku muze byt problematické, protoze slozky smési ionizované laserem a mira ionizace
souvisi s fadou faktoru. Jednim z nich je napfiklad druh matrice, ktera se ke vzorku pridava v ramci
analyzy. Taabsorbuje vétSinu energie ionizacniho laseru a preda ji zkoumanému vzorku. Vzhledem
k tomu, Ze operator nezna slozeni vzorku, muze vlivem nespravné zvolené matrice dojit ke Spatné
nebo ¢astecné ionizaci vzorku, coZ ma za nasledek zkresleni nebo znemoznéni analyzy.

Podstata vynalezu

Podstata zpusobu identifikace pfirodnich vzorki, zejména kapalnych, podle vynalezu spociva
v tom, z¢ po zméfeni fluorescencniho spektra prirodniho vzorku v neozareném stavu UV zafenim
dale zahmuje ozafeni znamého pfirodniho vzorku UV zafenim o vinové délce 250 az 400 nm, po
pfedem stanoveny casovy interval, zméfeni fluorescencniho spektra ozafeného znamého
prirodniho vzorku, ozafeni neznamého pfirodniho vzorku UV zafenim o vinové délce 250 az 400
nm, po pfedem stanoveny Casovy interval, zméfeni fluorescencéniho spektra ozafeného neznamého
prirodniho vzorku, porovnani zméfeného fluorescencniho spektra ozafeného znamého prirodniho
vzorku nebo fluorescencniho spektra ozafené¢ho znamého prirodniho vzorku, ktery byl drive ulozen
v databance informaci, s fluorescencnim spektrem ozareného neznamého piirodniho vzorku a
uréeni, zda je neznamy prirodni vzorek shodny nebo odlisny od znamého prirodniho vzorku.

Pfirodni vzorek obsahuje kovové ionty, zejména nékteré z Zn*" Cu®*, Fe**, Mg**, Se** nebo Cd*"
¢1 disulfidické vazby nebo thiolovou skupinu, zejména nékteré z cystein, homocystein, glutathion
oxidovany, glutathion redukovany, S-Adenosyl-L-homocystein, S-Adenosyl-methionin, koenzym
A, cystamin, acetylcystein, gamma-L-Glutamyl-L-cystein.

Spektralni zmény vyvolané UV ozafenim se projevi zménou absorpéniho nebo emisniho nebo
excitacniho spektra anebo jako narust ¢i pokles absorpcniho, emisniho ¢i excitacniho signalu. Tyto
zmény souviseji zejména s tvorbou kvantovych nanokrystali, nebo zménou tvorby radikalu, nebo
zménou degradace nasobnych chemickych vazeb, nebo zménou fotovybélovani, pripadné
kombinaci téchto zmén.

Predmét vynalezu predstavuje novou, unikatni a jedineénou fluorescencni spektroskopickou
metodu, ktera na zakladé typickych spekter dokaze urcit ¢i rozlisit jednotlivé vzorky nebo jejich
vlastnosti.

Velkou vyhodou jsou nizké naroky na pfipravu vzorku. Vzorek je nutno pouze alespori ¢astecné
rozpustit v destilovan¢ vod¢ nebo jiném rozpoustédle, napiiklad v dimethylsulfoxidu nebo smichat
s vhodnym pufrovacim roztokem. Metoda nema specialni naroky na kvalitu vzorkd, proto je
univerzalni a lze ji vyuzit v pramyslu, zemédélstvi, potravinarstvi, farmacii a vyzkumnych
pracovistich.

Mimoradnou vyhodou je rychlost analyzy vzorka. Celou proceduru, véetné pripravy vzorku,
analyzy a vyhodnoceni lze uskutecnit do nékolika minut. Napriklad analyza 1é¢iv nepfesahuje
10 min.
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Metoda nevyzaduje specidlni Upravu analytickych pfistroji a je kompatibilni s pfistroji
vyuzivajicimi pro svuj chod ultrafialové a viditelné zareni.

Jednoduchost provadéni analyz dovoluje vyuzit kuffikové nebo rucni analyzatory, coZ umoznuje
provadét analyzy vSude tam, kde je zapotrebi.

Objasnéni vvkresu

Vysledky prikladnych provedeni a zpusob identifikace pfirodnich vzorku podle vynalezu jsou
znazomgény na piilozenych obrazcich, kde obr. 1 schematicky znazoriuje podstatu metody podle
vynalezu, kde vztahova znacka 1 znazormuje zdroj ultrafialového zafeni, které je definovano dobou
trvani ozafovani, coz znazoruje vztahova znacka 2, vlnovou délkou, coz znazomiuje vztahova
znacka 3 a jeho intenzitou pusobici na studovany kapalny vzorek, ktery znazoriuje vztahova
znacka 4 a kde vztahova znacka 5 znazoriuje zkoumany vzorek, kde jsou vyvolany spektralni
zmény, které jsou zpusobeny tvorbou fluorescen¢nich nanokrystali podle vztahové znacky 6,
tvorbu volnych radikald, které znazomiuje vztahova znacka 7, degradaci chemickych vazeb, které
znazormuje vztahova znacka 8 a fotovyb€lovani, které znazomuje vztahova znacka 9, pricemz
uvedené zmény lze zaznamenat jako absorpcni, fluorescenéni a excitaéni spektra, jak znazomuje
vztahova znacka 10, obr. 2 znazomiuje excitacni spektra v rozsahu ex = 230 az 470 nm a kem =
500 nm vybranych farmakologickych pfipravki, v tomto pfipadé antihistaminik, rozpusténych
v destilované vod¢ (20 mg/ml): v pfipadé vzorku A se jedna o pripravek Dithiaden — vyrobce
Zentiva, v pripadé vzorku B se jedna o pripravek Zenaro — vyrobce Zentiva, v pfipadé vzorku C se
jedna o pfipravek Aerius — vyrobce SP Labo N.Va v pfipad€ vzorku D se jedna o pripravek Dasselta
— vyrobce Krka d.d,. Kfivka pod oznacenim 1 predstavuje excitaéni spektrum vzorku po 6ti
minutovém ozafeni v UV (kem = 254 nm) transiluminatoru, kfivka pod oznacenim 2 predstavuje
excitacni spektrum vzorku v nativnim stavu, tedy bez ozafeni UV zafenim. Data byla pofizena
fluorescencénim analyzatorem Infinite M200 pro. Vzorky byly ozafeny a analyzovany po 100 pl
v UV transparentni 96 jamkové desticce, obr. 3 znazomiuje emisni spektra (hex = 250 nm a hem =
280 az 600 nm) vybranych dzusu, kde vzorek oznaCeny A predstavuje pomerancovy dzus od
spole¢nosti BASIC, oznaceny vyrobcem jako 100% koncentrat, vzorek oznaceny B predstavuje
grepovy dzus od stejné spolecnosti a vzorek oznaCeny C predstavuje jablecny dzus, rovnéz od
stejné spolecnosti. Krivka 1 predstavuje vysledek, kdy 50 ul vzorku bylo smichano s 50 ul
0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7, kiivka 2 predstavuje vysledek, kdy 50 pl vzorku fedéného
1:1 destilovanou vodou bylo smichano s 50 pl 0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7, kfivka 3
predstavuje vysledek, kdy = 50 ul vzorku fedéného 1:2 destilovanou vodou bylo smichano s 50 ul
0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7 a kfivka 4 predstavuje vysledek, kdy 50 ul vzorku fedéného
1:4 destilovanou vodou bylo smichano s 50 pl 0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7. Vzorky byly
ozafovany UV transiluminatorem (Aem = 254 nm) po 100 ul v UV transparentni 96 jamkoveé
desticce po dobu 10 minut. Data byla porizena fluorescenénim analyzatorem Infinite M200 pro.,
obr. 4 znazomiuje emisni spektra (hex = 250 nm a kem = 280 az 600 nm) vybranych odridovych vin,
kde vzorek A predstavuje ryzlink rynsky, vzorek B predstavuje ryzlink vlassky, vzorek C
pfredstavuje tramin ¢erveny a vzorek D predstavuje sauvignon. Krivka 1 uvadi vysledek, kdy 50 ul
vzorku bylo smichano s 50 ul 0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7, kfivka 2 uvadi vysledek, kdy
50 pl vzorku fedéncho 1:1 destilovanou vodou bylo smichano s 50 ul 0,1 mol/litr fosfatovym
pufrem pH 7, kfivka 3 uvadi vysledek, kdy 50 pl vzorku fedéné¢ho 1:2 destilovanou vodou bylo
smichano s 50 ul 0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7 a kfivka 4 uvadi vysledek, kdy 50 ul vzorku
fedéného 1:4 destilovanou vodou bylo smichano s 50 uLL 0,1 mol/litr fosfatovym pufrem pH 7.
Vzorky byly ozafovany UV transiluminatorem (hem = 254 nm) po 100 ul v UV transparentni 96
jamkové desticce po dobu 15 minut. Data byla porizena fluorescenénim analyzatorem Infinite
M200 pro., a obr. 5 znazomiuje excitacni spektra v rozsahu kex 230 az 370 nm a Aem = 400 nm
vybranych extrakti odrad rajcat, kde vzorek A predstavuje odridu Sassari, vzorek B predstavuje
odridu Grammy a vzorek C predstavuje odridu Tirrenico. Krivka 1 uvadi excitacni spektrum
vzorku po 20ti minutovém ozafeni v UV (kem = 254 nm) transiluminatoru, kfivka 2 uvadi excitaéni
spektrum vzorku v nativnim stavu, tedy neozafeny UV zafenim. Data byla pofizena
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fluorescencénim analyzatorem Infinite M200 pro. Vzorky byly ozafeny a analyzovany po 100 pl
v UV transparentni 96 jamkové desticce. Extrakty, tedy kousky rajcat byly lisovany a prefiltrovany
pfes 25 mm Syringe filter s 0.2 um membranou, obr. 6 predstavuje porovnani vzorku moci
zdravého Cloveka a pacienta s diagnostikovanym karcinomem prostaty. Vzorek moc¢i byl nafedén
vzdy 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8 s fosfatovym pufrem pH 7 o koncentraci 0,1 mol/litr a napipetovan do UV
transparentni 96 jamkové desticky po 100 ul. Poté byla zaznamenana intenzita fluorescence (hex=
400 nm a Aem = 470 nm) vzorku bez UV ozafeni a po 20 minutach ozafeni UV transiluminatorem
(hem = 254 nm). Grafy oznacené A predstavuji intenzitu fluorescence kontrolniho vzoru moci
zdravého ¢lovéka pred ozafenim (teCkované sloupce) a po UV expozici (kfizem srafované sloupce)
grafy oznaCené B predstavuji podil intenzity fluorescence (kostickové sloupce) kontrolniho vzorku
po a pred UV expozici, pfiCemz vyjadfuji signifikantné rostouci trend, grafy oznacené C
pfedstavuji intenzitu fluorescence vzorku moci pacienta s karcinomem prostaty pred ozarfenim
(teckované sloupce) a po UV expozici (kfizem Srafované sloupce) a grafy oznacené D predstavuji
podil intenzity fluorescence (kostiCkové sloupce) vzorku moci pacienta s karcinomem prostaty po
a pred UV expozici, kde je patmy nesignifikantn¢ rostouci trend. Data byla pofizena
fluorescenénim analyzatorem Infinite M200 pro., obr. 7 znazomuje schématické provedeni
vnitrobunééné analyzy pomoci fluorescencéni korelacni spektroskopie a fluorescenéniho
mikroskopu, kde vztahova znacka 11 predstavuje 10 ul vzorku, ktery je nakapnut na podlozni
sklicko 12, ¢islo 13 predstavuje vzorek, ktery je prekryt z divodu odstranéni ambientniho osvétleni
stinicim obalem, cislo 14 predstavuje objektiv fluorescencniho mikroskopu zaostfeny na
konfokalni objem (typicky 0,5 fL) do vybrané ¢asti studovaného vzorku 15, ¢islo 16 predstavuje
excitaéni laser (Aem = 385 nm), ktery v prib¢hu analyzy indukuje ve vzorku fluorescencni kvantove
teCky, které jsou schematicky vyobrazené pod Cislem 17 a vztahova znacka 18 predstavuje detektor
a obr. 8 se vztahovou znackou 19 znazomuje realné foto 2% agarézového gelu, ktery obsahoval
zinek a cystein, zaznamenané fluorescencnim mikroskopem, kde doslo k vybéleni neboli ztraté
autofluorescence, coz znazoruje vztahova znacka 20 a k vytvoreni fluorescencnich nanokrystali,
coz znazoriuje vztahova znacka 21. Vztahova znacka 22 znazomiuje realné foto jedné bunky
porizen¢ fluorescenénim mikroskopem, kde doslo k vytvoreni fluorescenénich nanokrystalu, které
Jsou oznaceny vztahovymi znackami 23 a 24, jejichz spektralni rozbor poskytuje informace o
daném mistu v bunice. Fluorescen¢ni nanokrystaly oznafené vztahovou znackou 21, 23 a 24
vznikly v pribéhu analyzy excitacnim laserem 0 Aem = 385 nm.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Vynalez je dale blize popsan pomoci prikladu provedeni, které v§ak zadnym zpusobem neomezuji
Jind mozna provedeni v rozsahu patentovych narokii. Schematicky je zpusob identifikace latek
podle vynalezu znazomén na obr. 1.

V prvnim kroku je kapalny vzorek analyzovan v nativnim stavu, tedy neozafeny UV. Poté je
vystaven UV zafeni o presn¢ definované intenzit€é po dobu n¢kolika vtefin nebo minut. Doba
ozarovani zavisi na intenzité¢ UV, vlnové délce a objemu vzorku. UV zafeni vyvola chemické
zmény ve vzorku, které se promitnou jako spektralni zmény specifické pro dané slozeni. Fotony
UV zarfeni maji vysokou energii a mohou proto $té€pit chemické vazby. Napfiklad chlor za béznych
podminek nereaguje s alkany. Po ozareni UV zacne reagovat, protoze UV zareni §t€pi chemickou
vazbu v molekule Cl,, ktera se rozpada na extrémné reaktivni radikaly, ty pak reaguji i s inertnimi
alkany. Pfitomnost ionti kovi, typicky Zn?" Cu*', Fe?*, Mg?*, Se**, Cd** a latek obsahujicich
disulfidickou vazbu (-S-S-) a nebo thiolovou skupinu (-SH), zejména cystein, homocystein,
glutathion, S-Adenosyl-L-homocystein, S-Adenosyl-methionin, koenzym A, cystamin,
acetylcystein, gamma-L-Glutamyl-L-cystein ve vzorku po interakci s UV zpusobi tvorbu celé fady
nano a mikro Castic, komplexi nebo klastri, které vyznamnym zpusobem ovliviluji spektralni
vlastnosti studované matrice. Koncentrace téchto prekurzoru, tedy iontd kova a -SH, -S-S-
obsahujici slou¢eniny, nutnych pro vznik klastri se pohybuje v rozsahu 1 nM az 3 mM. Rozbor
spektralnich signalu takto vzniklych klastri poskytuje cenné informace o fyzikalnich, chemickych
nebo biologickych vlastnostech vzorku. Hodnoti se tedy zmény absorpénich a fluorescencnich,
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tedy excita¢nich nebo emisnich signalu, jejich tvar, prubéh, intenzita, doba Zivota fluorescence,
fluorescencni anizotropie, photobleaching (vybélovani), difuzni koeficienty fluoroforu pred a po
ozafeni UV.

Dojde-li ke zméné vzorku pridanim dalsi komponenty, k zaméné za jinou, anebo zméné typu a
koncentrace thiolovych slouéenin (tj. -SH, -S-S- obsahujici slou¢eniny) nebo ionti kovi
popisovana metoda tuto zménu zachyti. Stejn€ tak metoda zachyti prirozené rozdily ve vzorcich,
napiiklad odrudy rostlin nebo klinické zmény vyvolané onemocnénim.

Zamyslené metodické postupy mohou byt implementovany do klasického stolniho spektrometru
nebo dokonce do podoby ru¢niho zafizeni, coZ umozni provadét analyzy pfimo na mistg.

Jako zdroj UV zafeni lze typicky vyuzit stolni transiluminator (Aem = 254 nm) nebo UV laserovy
paprsek (hem = 385 nm). Lze také pouzit i jin¢ zdroje svétla o vhodné vinové délce jako napriklad
elektroluminiscencni diody, LED ¢i lampy. Zmény vyvolané UV zafiem jsou typické pro
chemické sloZzeni vzorku a lze je monitorovat béznou spektroskopickou instrumentaci, tedy
spektrofotometrii, fluorescencni spektroskopii, korelacni fluorescenéni spektroskopii a podobng.

Priklad 1

Zkoumanou latkou je vtomto pripadé chemicky pripravek, kterym je I¢k. Ten je nejdfive
homogenizovan na jemnou frakci drcenim a navazen v daném pfipad¢ na 10 az 20 mg. K navazce
I¢ku se pfida 1 ml destilované vody anebo jiného rozpoustédla, napriklad dimethylsulfoxidu.
Vzorek je minutu intenzivné michan ¢i protfepavan a po rozpusténi, alespon casteéném se 50 ul
vzniklé suspenze smicha s 50 pl 0,1 mol/litr fosfatového pufru pH 7 a nebo destilované vody v UV
transparentni mikrotitracni desti¢ce nebo spektroskopické kyveté. Vzorek je nejdfive analyzovan
v nativnim stavu pomoci spektroskopickych metod absorpce excitace a/nebo emise zareni.
Prikladem muze byt absorpcni sken v rozsahu 230 az 800 nm anebo excitacni sken pii kex = 230 az
470 nm a kem = 500 nm (popripad¢ 450 nm). Poté je desticka se vzorkem vystavena 6 minut UV
zafeni (kem = 254 nm) v transiluminatoru nebo pomoci jiného zdroje zafeni. Poté se spektralni
analyza zopakuje za stejnych parametri. Vysledkem analyzy jsou unikatni spektra, ktera jsou
typicka pro dany analyt respektive pro slozeni vzorku.

Tento postup a jeho vysledky koresponduji s obr. 2. Analogicky se postupuje 1 u jinych kapalnych,
rozpusténych ¢i suspenznich vzorki. Timto zpusobem lze provadét profilaci chemickych smési za
ucelem jejich ztotoznéni.

Priklad 2

Zkoumanou latkou je vtomto prfipadé ovocny napoj nebo vino. Napoj se nafedi na Ctyfi
koncentrace pulovym fedénim destilovanou vodou. Poté je smichan v poméru 1:1 s 0,1 mol/litr
fosfatovym pufrem pH 7 v mikrotitracni destiCce nebo spektroskopické kyveté. Desticka je
exponovana 10 az 15 minut UV zafenim (kem = 254 nm) v transiluminatoru nebo pomoci jiného
zdroje zafeni. Poté jsou zaznamenana emisni ¢i excitacni spektra. Prikladem miZe byt emisni sken
pii kex = 250 nm a Aem = 280 az 800 nm. Zaznamenana emisni €1 excitacni spektra jsou typicka pro
dany napoj.

Tento postup a jeho vysledky koresponduji s obr. 3 a 4. Timto zpusobem lze presné determinovat,
z jakého ovoce §tava pochazi, anebo jestli byla dodrzena potfebna technologie pfi zpracovani,
skladovani, odstranéni slupky pfed lisovanim, nebo podobnymi operacemi v ramci pfipravy
napoje.

Priklad 3

Zkoumanym pfedmétem jsou zeleninové nebo ovocné extrakty. Extrakt nebo Stava vznikla
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lisovanim anebo vyluhem z ovoce nebo zeleniny je prefiltrovana z duvodu odstranéni duziny anebo
jinych nedistot a pevné frakce. Poté je vzorek smichan v poméru 1:1 s 0,1 mol/litr fosfatovym
pufrem pH 7 v mikrotitraéni desti¢ce nebo spektroskopické kyveté. Vzorek je nejdrive analyzovan
v nativnim stavu, tedy bez UV ozafeni pomoci spektroskopickych metod, tedy absorpce, excitace
a emise zafeni. Piikladem mize byt excitacni sken pii iex = 230 az 370 nm a hem = 400 nm. Poté je
desticka se vzorkem vystavena po dobu 20 minut UV zafeni (hem = 254 nm) v transiluminatoru
nebo v jiném UV zarizeni. Poté se spektralni analyza zopakuje za stejnych parametri. Vysledkem
analyzy jsou unikatni spektra, ktera jsou typicka pro danou odriidu ovoce anebo zeleniny.

Tento postup a jeho vysledky koresponduji s obr. 5. Timto zplisobem lze rozpoznat a identifikovat
rizné odridy zeleniny a ovoce.

Priklad 4

Zkoumanym predmétem jsou klinické vzorky. Stejn¢ jako v predchozich piikladech 1ze postupovat
1 s biologickymi ¢i klinickymi vzorky, jakymi jsou obvykle krevni plazma anebo moc. U téchto
vzorki 1ze popsanou metodou studovat fyziologické nebo patologické stavy organizmu asociované
s ionty kovi a -S-S-, -SH molekulami. Zména koncentrace iontt kovu a/nebo -S-S-, -SH sloucenin
ve studovaném vzorku se projevi zménou emisniho nebo excitacniho spektra tvaru nebo jako narast
¢1 pokles emisniho nebo excitacniho signalu pii konkrétni vinové délce (napf. hex = 400 nm a kem
=470 nm) po UV ozafeni.

Tento postup a jeho vysledky koresponduji s obr. 6. Timto zpusobem lze provadét kontrolni testy
a odhalovat tak vazna onemocnéni v raném stadiu.

Priklad 5

V tomto pfipad¢ je zkoumani zam¢feno na lokalizaci a identifikaci bunéénych procesu. Bunééna
linie popfipad¢ histologicky fez je umisténa ¢i nakapnuta 1 az 50 pl na podlozni sklicko a vlozena
do fluorescenéniho mikroskopu. Pomoci mikroskopu a pfislusného softwaru jsou vybrana mista
v bunce, ktera maji byt analyzovana. Dale se vybere laser s vhodnou vinovou délkou (typicky iem
= 385 nm), ktery po dobu né€kolika vtefin popfipad¢ minut, nejcastéji v rozsahu 1 az 90 vtefin
indukuje v mist¢ analyzy vznik klastra. Tyto klastry se vyhodnocuji v realném Case anebo po
ukonéeni analyzy. Vznikl¢ klastry jsou typické pro dané misto v burce, pro jeho slozeni a pro
biologické ¢i chemické déje v ném probihajici. Priklad pribéhu analyzy je uveden na obr. 7.

Prumyslova vyuzitelnost

Uplatnéni metody podle vynalezu 1ze ocekavat v oblastech, kde je potfeba monitorovat slozeni
farmakologickych prostfedku, kvalitu a slozeni napoju ¢i potravin ¢i diagnostikovat vazna
onemocnéni z télnich tekutin nebo na urovni histologického fezu nebo vzorki bunék. Metoda
umoznuje napfiklad odhalovat padélani, nebo zjistovat nelegalni aditiva ve smésich, napriklad
1ékii, potravin, a mnoha jinych druhii latek. Podobné 1ze metodu vyuzit pfi odhalovani celé fady
prestupku spojenych s padélanim potravin, nebo nedodrzovanim dané technologie nebo receptury
pfi vyrobé napojii a potravin. Dale se muze jednat o identifikaci 1é¢iva zachrannou sluzbou, béhem
pfevozu pacienta do nemocnice. Nemocnicim nebo vyzkumnym pracoviStim metoda poskytne
levny a rychly screeningovy nastroj pro studium klinickych vzorki. V pfipad€ vyuziti pokrocilych
spektroskopickych technik, jako je fluorescenéni korelacni spektroskopie, 1ze uvedenou metodou
lokalizovat ¢1 monitorovat bunécné¢ procesy v ramci jedné buiiky. ZamysSlena metoda je
kompatibilni se vSemi spektroskopickymi metodami vyuzivajici elektromagnetické vinéni v
klasickém rozsahu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob identifikace pfirodnich vzorku, zejména kapalnych, vyznac€ujici se tim, Ze po zméfeni
fluorescencniho spektra prirodniho vzorku v neozafeném stavu UV zafenim dale zahmuje

- ozareni znamého prirodniho vzorku UV zafenim o vinové délce 250 az 400 nm, po pfedem
stanoveny ¢asovy interval,

- zméfeni fluorescencniho spektra ozafené¢ho znamého pfirodniho vzorku,

- ozareni neznam¢ho prirodniho vzorku UV zarfenim o vinové délce 250 az 400 nm, po predem
stanoveny ¢asovy interval,

- zméfeni fluorescencniho spektra ozafeného neznamého prirodniho vzorku,

- porovnani zméfeného fluorescencniho spektra ozafené¢ho znamého prirodniho vzorku nebo
fluorescencniho spektra ozafeného znamého prirodniho vzorku, ktery byl drive uloZen v databance
informaci, s fluorescencnim spektrem ozarené¢ho neznamého prirodniho vzorku,

- urceni, zda je neznamy pfirodni vzorek shodny nebo odlisny od znamého prirodniho vzorku.

2. Zpusob identifikace pfirodnich vzorku, zejména kapalnych, podle naroku 1, vyznacujici se tim,
Ze prirodni vzorek obsahuje kovové ionty zejména nékteré z Zn*" Cu*, Fe**, Mg®*, Se®* nebo Cd**.

3. Zpusob identifikace pfirodnich vzorki, zejména kapalnych, podle naroku 1, vyznacujici se tim,
z¢ prirodni vzorek obsahuje thiolovou skupinu zejména nékteré z: cystein, homocystein, glutathion
oxidovany, glutathion redukovany, S-Adenosyl-L-homocystein, S-Adenosyl-methionin, koenzym
A, cystamin, acetylcystein, gamma-L-Glutamyl-L-cystein.

8 vykresu
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