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1 UVOD
Malérie, zplsobovand parazitickymi zimnickami pienasenych na clovéka samickami
komarti, je zdvazné onemocnéni, na néjz dlouho neexistoval ucinny lék. Neni proto
prekvapivé, ze s objevem chinovniku, jehoz aktivni alkaloid chinin nemoci zabraioval,
byl 0 jeho 1é¢ebny vytazek, tonikum, veliky zajem. S vynalezem konceptu sycenych vod
a jeho nasledné popularizaci J. Schweppem se chinin obsahujici toniky zacaly pro pozitek
konzumovat Sirokou vetejnosti. Nebot’ je chinin velice hotka latka, byl, a ostatné stale je

I dodnes, konzumovan v kombinaci s alkoholem.

Prestoze je latka ucinnd v boji proti maldrii, je-li podavana ve vétSich mnozstvich,
muze zplisobit ftadu zdravotnich obtizi, jez se oznacuji nazvem cinchonismus.
Mimo ptiznaky, jakymi jsou nevolnosti, prujmy, kiece ¢i bolesti hlavy, které se dostavuji
pii poziti vice nez 4 g latky, jsou hlaSeny piipady, kdy dvojndsobnd ddvka u dospélych
jedinct vedla k imrtim. Konzumace chininu tedy neni vhodna zejména pro te¢hotné Zeny

a deéti.

Obsahy chininu v komeréné prodavanych potravinach jsou proto zakonné omezeny.
Kuptikladu v Cesku je jeho mnozstvi vyhlaskou &. 447/2004 Sb. u vétsiny typl napojl
omezeno na 75 mg.I™". S tim tedy vyvstavéa nutnost obsahy chininu ve vzorcich spolehlive
detekovat a pokud mozno pfesné stanovit jejich mnozstvi. Prikladem analytické metody

pro toto vhodné, je fluorescencni spektrometrie.

Fluorescen¢ni spektrometrie je nedestruktivni spektralni metoda zaloZena na sledovani
intenzity emisniho fluorescen¢niho zafeni vzorku po té, co byl ozaren elektromagnetickym
zafenim v oblasti UV nebo viditelné. Je to metoda schopnd kvalitativni 1 kvantitativni
analyzy snizkou mezi detekce a uZitetnad je predevSim pii stanovovani stopovych

mnozstvi.

Tato prace se vénuje stanoveni chininu v napojich metodou fluorescen¢ni spektrometrie.
Dale zkouma disledky zmény pH a materidlu kyvety na intenzitu poskytovaného signalu
a kalibra¢ni rozsah, v némz je metoda pouzitelna, aby dala podklad k ptipravé nové ulohy

analytického cviCeni pro vybrané studijni programy Univerzity Palackého v Olomouci.



2 TEORETICKA CAST

2.1  ELEKTROMAGNETICKE ZARENI{
Fotony jsou elementarni castice o celociselném spinu (bosony) S nulovou hmotnosti
anabojem pohybujici se rychlosti svétla. Obdobné jako u ostatnich Castic mikrosvéta,
i fotony vykazuji vInové-korpuskularni dualismus, tedy vlastnost, diky niz je mozné
tyto Castice soucasné¢ chapat jak zhlediska jejich korpuskuldrniho (Casticového)
charakteru, tak i jako by se jednalo o viny. Jestlize jsou pak fotony vyjadieny skrze druhy
pohled, tedy s pomoci vln, je u nich mozno pozorovat sinusoidn¢ oscilujici dvojici na sebe
kolmych poli — pole elektrického a pole magnetického, coz podrobné&ji popisuje
tzv. Maxwellova teorie elektromagnetismu. Odtud tedy plyne terminologie proudu téchto

Castic, a sice elektromagnetické zateni, nebo téZ elektromagnetické vinéni ¢i radiace. [1-6]

Ve vétsiné pripadi, ostatné i dale v této praci, je, predevsim u fotoni S krat$i vlnovou
délkou, uvazovana hlavné jejich ¢asticova podoba. U delsich vinovych délek nebo v jejich
vétsim mnozstvi pak pievlada vinovy charakter. [3,5] Rovnéz se prace zaméti predevsim

na elektrickou slozku zafeni, nebot’ ta je zodpovédna za vétsinu dale probiranych jevi. [3]

2.1.1 VLNOVE VLASTNOSTI
Elektromagnetické zateni lze z hlediska vlnovych vlastnosti popsat nékolika veli¢inami,
Znichz prvni je amplituda A, vyska sinusoidni kfivky v jejim maximu. Mira, S jakou
dochazi k opétovnému navratu do tohoto bodu za jednotku Casu, se nazyva frekvence v
a jde tedy o pocet oscilaci za tento Cas. Je definovana zdrojem a zGstava invariantni. [3]
Nejb&zn&jsimi jednotkami frekvence jsou reciproké sekundy (s™) nebo hertze (Hz)
znamenajici pocet cykl za sekundu. [7] Vinova délka 1 zachycuje linearni vzdalenost mezi
jakymikoli po sobé nésledujicimi ekvivalentnimi body nasledujicich vIn. Jeji jednotky
se odvijeji od této vzdalenosti; pouzivany jsou IUPACem nepfiili§ upiednostiiované
angstromy (1 4 = 10" m), mikrony (1 = 10° m), &i nanometry (1 nm = 10° m), atd.
Prevracenou hodnotou vlnové délky je vinocet nebo vinové cislo v, coz je pocet vin

na délce jednoho centimetru, a proto jsou jeho jednotkou reciproké centimetry cm™.
[1-6,8,9]



Rychlost §ifeni viny vakuem c (v pfipad€ jakéhokoliv jiného prostiedi by bylo tieba
uvazovat i médium, jimz zafeni prostupuje a rychlost by byla zakonité nizsi) je rovno

pFiblizng 2,99792.10° m.s™ a Ize vyjadiit vztahem
c=vV- A = (1)

Pti studiu zafeni cerného télesa byla zjisténa zavislost vyse uvedenych veli¢in na energii E
(v joulech J, prip. v elektronvoltech eV = 1,602.10™*° J), jiz zafeni disponuje a pomoci niZ

je mozno jej kvantifikovat.

E=h-u=h-§=h-c-v (2)
Symbol h zna&i Planckovu konstantu, jez je rovna 6,625.10°3*J.s. Z této zavislosti (2)
je patrné, Ze se zvySujici se frekvenci stejné jako se zkracujici se vinovou délkou nartista

energie zafeni. [2-6,8-11]

Jestlize je energie zafeni vztazena k jednotce cCasu, hovofiva se o zafivé sile
nebo téZ intenzité, avSak intenzita v sobé spravné zahrnuje i1 thel, pod nimz od zdroje
zateni v ur¢itém sméru proudi. [3,5] Pokud je tedy proud veskeré zarivé energie vztazen
pouze na ¢as, méla by spravné byt fe¢ o zdrivém toku @ (jednotkou watt W), [2,3,5,10]

ackoliv v praxi jsou tyto pojmy Casto zameénovany a chapany jako synonyma.

Elektromagnetické spektrum, které zahrnuje zafeni riizné vinové délky, lze podle vinové
délky (a veli¢in od ni se odvijejicich) délit do nékolika oblasti (rddiovd, mikrovinna,
infraCervena, viditelna, ultrafialova, rentgenova, gamma), ackoliv se jedna spiSe o pfiblizné
pojmy bez pevné danych rozhranni, kvili ¢emuz se mohou v zavislosti od pouzité
literatury od sebe mirné lisit. [2-6,8,12] Pro sviij $iroky rozsah je uvadéno v logaritmickém

méritku.

2.1.2 INTERAKCE ZARENi S HMOTOU BEZ VYMENY ENERGIE
Prvnim typem interakci, ke kterym muze mezi zafenim a hmotou dojit, jsou ty, pfi nichZz
nedochdzi k vyméné energie. Pfikladem né&kolika znich mohou byt: lom a zména
sméfovani zafeni na rozhrani dvojice fazi o rtzné optické hustoté, staeni roviny

polarizovaného zareni ptfitomnosti opticky aktivni latky v zavislosti na pouzité vinové
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délce, disperze (rozklad), rozptyl, nebo difrakce (ohyb) jeho paprskd, apod.
[2,3,5,6,10,13,14]

Ackoliv je nékterych ze jmenovanych mechanismii vyuzito nebo se vyskytuji
V instrumentalni technice, jez byla béhem tvorby této prace upotiebena, podrobné&jsi popis
veétSiny z nich je pro ucely prace nepiiliS podstatny, a proto vétSiné z nich nebude
v této kapitole veénovana dalSi pozornost. Nekteré z procesi budou piiblizeny

V nadchézejicich kapitolach.

2.1.3 INTERAKCE ZARENIi S HMOTOU ZA VYMENY ENERGIE

2.13.1 LAMBERT-BEERUV ZAKON A ODCHYLKY OD NEJ
Pti prichodu hmotou klesa intenzita zafeni exponencidlné se vzdalenosti. Ztrata energie
zateni tedy mimo druhu a koncentrace ¢ absorbujici latky zavisi na vzdalenosti, kterou
muselo zafeni na své cesté latkou urazit, nebo jinak na tloustce vrstvy | takové latky.
Veli¢ina, pomoci niz je Ubytek zativého toku kvantifikovan, se nazyva absorbance A
(dtive extinkce E [15]). Jednd se o dekadicky logaritmus poméru zativého toku pied
vstupem do prostiedi @, jenz je znacen s nulou v indexu, a zativého toku po té, co zareni
latku opustilo @. Zativé toky se udavaji relativné, takze na vstupu do vzorku dosahuje
@y =100 %, pro¢ez na odchodu ze vzorku ma zafivy tok & <100 %. [1-5,8,10,16]
Absorbance je aditivni, to znamend, Ze celkovd absorbance je sumou absorbanci vSech

latek obsazenych Vv pripadné smési, které tento jev zpusobuji. [1-3,5]

Vztah, ktery déava vSechny fecené¢ veli€¢iny do vzijemného vztahu, se nazyva
Lambert-Beeriv  zdkon (3). Konstantou umérnosti rovnéz ve vztahu figurujici
je tzv. molarni absorpcni koeficient g, pro absorbujici latku pii  vlnové délce 4,
jehoz rozmér dm®mol.dm™ kompenzuje jednotky zbylych veliGin tak, aby absorbance

zustala bezrozmérna. [1-5,8,10,15,16]
log%=A=£,1-c-l (3)

Zativy tok prochazejici latkou mulze byt sniZzovan 1 jinymi jevy neZ absorpci,
a to napf. rozptylem zafeni na velkych ¢asticich (agregatech molekul pfi turbidimetrickych

métenich). Byl proto zaveden termin optické hustoty zkracovany jako OD
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(z angli¢tiny: optical density), jenz je definovan stejnym logaritmickym pomérem jako

absorbance, avsak ji zustava nadrazeny. [4,5,15]

Alternativou, s niz se da rovnéz popsat mira pohlceného zareni latkou, tentokrat z hlediska
mnozstvi zareni, které latkou zadrZzeno nebylo, je propustnost nebo téz transmitance T,
jez se obvykle uvadi v procentech. Jeji vyjadieni (v %) je potom zachyceno v rovnici (4).
Z rovnice (3) je téz patrny vztah transmitance s absorbanci. [1-5,8-10,15,16]

[
T =-=-100 (4)

0

Lambert-Beeriv zakon je nicméné ve své plné podobé platny pouze u koncentraci
pod kritickou mezi. U vétSiny absorbujicich molekul je za vysSich koncentraci b&ézné
pozorovat odchylku od linearity pfimky ziskané vynesenim zavislosti miry absorbance
na koncentraci do grafu. Toto je zptisobeno tvorbou agregatt, interakcemi rozpusténé latky

s rozpoustédlem, ba dokonce i piitomnosti vodikovych vazeb. [3-5,8,13,17]

Zakon nabyva pfesnosti vyhradné¢ =za piedpokladu pouzivani zafeni jediné
vlnové délky — to sice neni realisticky zcela dosazitelné, ale soucasnd technika
je jiz schopna takovéto zdroje chybovosti redukovat. Neni-li pouzity rozsah spektra piilis
uzky a zafeni proudici vzorkem tak neni monochromatické, dochazi pak k odchylce
od znéni tohoto zdkona. Tento fakt mize byt jesté podpoien nevhodnym umisténim pasu
vzhledem k mife zmény absorpénich vlastnosti latky v této oblasti, jak je uvedeno dvojici
vybranych past A a B na obrazku (Obr. 1). Zatimco v piipadé pasu A vychazi
zavislost A na ¢ (b) pro svou relativni stalost absorpéni kiivky (a) linearni, pas B,
ktery byl vybran mimo absorp¢ni maximum, a tedy v regionu piikrého stoupani, vykazuje
zakiiveni. Za dopad zafeni jiné neZ kyZzené vlnové délky muze byt odpovédné i odrazové

zateni od komponentii mérného piistroje. [3-5,8,13,17,18]

12



pas A

pas B

absorbance
absorbance

vinova délka koncentrace

Obrazek 1 Vliv polychromatického zareni na Lambert-Beertiv zakon: a) zavislosti vinové délky na absorbanci,

b) zavislost absorbance na koncentraci [3]

Chemickymi faktory ovliviiujicimi platnost zdkona mohou byt také zmény ve slozeni
zpusobené jak zménou pH pouzivané matrice, tak 1 kuptikladu komplexotvornou reakci
Sjinou ve vzorku obsazenou latkou. Zménou chemické struktury dochazi ke zméné
rozlozeni hladin energii, coz vede ke zmén¢ absorp¢nich vlastnosti a tedy i k odliSnym
absorpcnim spektrim a tim i ke zméné zbarveni. V neposledni fadé¢ pak odchylku mutze
zpusobit neshoda parametri mezi kyvetami nesoucimi vzorek. [3,4,8,17] N&které z téchto

procesu jsou blize popsany nize v kapitole 2.1.3.3.1. Fluorescence.

vvvvvvv

tak odpovédné za jeji zbarveni, jsou nazyvany chromofory (z fteckého vyrazu
pro ,,nosic¢ barvy*). Piikladem chromofort s charakteristickou absorpci v UV/VIS jsou
u organickych molekul kupfikladu aromaty (200 — 250 nm) nebo ketoskupiny
(kolem 300 nm). [3,4,8,9] Absorpci pisobené chromoforem mohou napomahat taky jemu
prilehlé funkéni skupiny obsahujici p-elektrony (napf. skupiny -OH, -NH,, -SH, -X, ...)
zvané auxochromy. Jejich piitomnosti v blizkosti chromoforu tak dochazi ke dvojici
efekth: hyperchromnimu, pfi némzZ auxochrom vyrazn€ posiluje molarni absorpéni
koeficient ¢ (a tim padem absorpénich maxim) a  hypochromnimu,
pii némz dochazi k opaku efektu ptedeslého, tedy ke snizeni ¢ a schopnosti latky pii dané

vlnové délce absorbovat zateni. [3,4,8]

Pouzitim vhodného rozpoustédla nebo zmeénou teploty je mozno dosdhnout piesunu
absorp¢nich maxim do oblasti nestejnych vlnovych délek. U n-n pfechodil je obvykly
tzv. hypsochromni (t¢Z modry) posun sméfujici maximum ke kratSim vlnovym délkam.
Posunu na druhou stranu, tedy k delsim vinovym délkam, tzv. batochromniho (cerveného)

posunu se molekula docka zpravidla v ptipadé n-m prechodt. Jestlize jsou skupiny
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auxochromti konjugovany s chromofory obsahujicimi w-elektrony, mohou v mnoha

ptipadech rovnéz plisobit posunem absorpce k del§im vinovym délkam. [3,4,8]

2.1.3.2 TYPY PRECHODU

cvwr

cvwr

Vétsinu latek tak nalézame v tzv. zdkladnich stavech disponujicich co mozna nejnizsi
energii, kterézto stavy jsou energeticky nejvyhodnéjsi. Za bézného atmosférického tlaku
pokojovych teplot se v zékladnim stavu nachdzi opravdu vétSina latek. Jakmile ale dojde
Kk pohlceni energii nesouciho zateni latkou, veSkera nebo ¢ast jeho energiec muze byt
spotfebovana k pfevedeni castic latky do vySSich energetickych stavid, tzv. stavil

excitovanych. Podle mnozstvi spotfebované energie a souvisejici zméné stavu jde o:

a) elektronové piechody, jeZz obnaseji pienos elektront, a to at’ uz téch tvoficich
chemické vazby, anebo elektronti volnych (v nevazebnych elektronovych parech)
do vysSich energetickych hladin nebo téz vzbuzenych stavii. Na takovéto typy
prechodii jsou zapotfebi vyznamna kvanta energii (150 az 627 kJ mol™),
a tedy knim dochazi v oblastech relativné kratké vinové délky (UV/VIS).
Z vyctu prechodl je tohoto typu vyuzivano pravé fluorescencni spektrometrii,
a proto mu bude v této praci vénovana nejvetsi pozornost;

b) piechody do vysSich vibraénich stavii, pti nichz dochazi ke zméné typu oscilaci
(valen¢nim, kdy se méni délky vazeb i deformacnim, kdy se méni uhly, jez vazby
sviraji) Casti ozafenych molekul a které jsou energeticky méné narocné
(4 a7 150 ki mol™) nez piechody elektronové. Vyskytuji Se proto zejména
po vystaveni zafeni vlnovych délek blizké infracervené oblasti (NIR) a oblasti
sttedni infraCervené (MIR). Znalost vibracnich stavii je nesmirné¢ uzitecna
Vv infracervené a Ramanové spektrometrii, zvlasté kvili své tzv. oblasti otisku prstu,
ktera je charakteristicka pro kazdou latku a je zni tedy moznd velice pfesna
identifikace. Podminkou absorpce infracerveného zéfeni je mnenulova zmena
dipolového momentu béhem prechodu do vyssiho stavu;

C) zmény rotaéni energie molekuly, jez jsou zodpovédné za rotaci molekul
kolem jejich center hmotnosti. Jsou k nim zapotiebi jen velmi mala kvanta energie
(0,01 a7 4 kJ mol™) dodavana zafenimi zejména daleké infradervené oblasti (FIR)

a oblasti mikrovlnné. U pevnych a kapalnych latek zpravidla nejsou zmény rotaci
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molekul pozorovany a k vyraznému §tépeni spekter, u nichz by byly vibra¢ni ¢ary

vyrazné, dochazi obvykle u plynu. [1-3,5,8,13]

Zrovnice (2) je ziejmé, ze mnozstvi energie, k jejiz vyméné dojde, je kvantovano

a plné souvisi s energiemi hladin, mezi kterymi kK pifechodu doslo.

21321  BEZNE ELEKTRONOVE PRECHODY
Pii absorpci zatfeni UV a viditelné oblasti tedy dochazi ke zméné rozmisténi elektront
v atomovych, resp. molekulovych, orbitalech, a sice k pfechodu valen¢nich elektronti
z vazebnych (o, m) aznevazebnych (n) orbitali na vyssi energetické hladiny znacené

hvézdickou jako 6* a n*. [3-5,8,13,14,19]

Ptechody typu 6 — o™ pochdzi z jednoduchych vazeb (naptiklad alifatickych uhlovodiki).
Latky, jeZz ve své struktufe pojimaji nevazebné elektrony (jako napi. voda, alkoholy,
nebo halogenderivaty), poskytuji pfechody typu n — o*. Nebot' setrvavani elektront
V nevazebnych orbitalech neni tolik energeticky vyhodné jako pro elektrony sigma vazeb
(n e maji vzakladnim stavu vysS$i energii), jejich pfesun do téze excitované hladiny
vyzaduje o tuto energii ochuzené mnozstvi do systému vloZzené energie.
Obdobn¢, vzhledem kmensimu piekryti p-atomovych orbitald, je =-vazba
slabsi nez o-vazba , a proto pro jejich vybuzeni postacuje zafeni o delSich vinovych
délkach.

Piechody n — n* zplsobuji pfedev§im konjugované systémy dvojnych vazeb a funkéni
skupiny bohaté na m-elektrony. V neposledni fad¢ jsou zde nevazebné elektronové pary
lokalizované na atomech vazanych dvojnou vazbou (napt. ketoskupiny C=0), které jsou
zodpovédné za prechody typu n — w*. Systémy vice konjugované k ptechodu potiebu;i
méng energie. [3-5,8] Obecné se da tvrdit, Ze jednotlivé typy elektronovych piechodii tvori

podle mnozZstvi k nim potfebné energie fadu:
n—-n*<nr—-n*<n—-o*<oc—-n*<c—oc*

V souvislosti s touto problematikou byla zavedena dvojice pojmi vychazejici z teorie
molekulovych orbitald (MO — LCAO) rozlisujici orbitaly na HOMO (z anglictiny: highest
occupied molecular orbitals), tedy nejvyssi obsazené a na LUMO (lowest unoccupied

molecular orbitals), tedy nejniz$i neobsazené. Obé oznaceni se tykaji zakladniho
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nevybuzeného stavu molekuly. [3-5,8,14,19] Pro ilustraci jsou na schématu (Schéma 1)

zminované piechody aplikovany na molekulu formaldehydu.

Tt
| .
_c==a.
H =
G n
£t o 1 '
n LUMO 4 $
$ 4 |
e el e
n —H— H H i ¥
o H- o H e
zakladni stay c—*¢* n—>»s a1+t n—o>r

Schéma | Energetické hladiny molekulovych orbitali v molekule formaldehydu a moZna rozmisténi elektront

v zdakladnim stavu a po pribéhu elektronovych piechodi [4]

Rychlost elektronovych prechodi je velmi vysoka (10™° s) [4]. Nebot je hmotnost
elektronu v porovnani s hmotnosti atomti v molekule nes¢etnékrat mensi, projevi se zména
pozice atomu vlivem ptechodu do vyssi orbity elektronem jen velice slabg, a proto je
vramci elektronovych prechodli zména pozice atomu zanedbavana a meziatomové
vzdalenosti v molekule jsou proto chapany jako nezménéné. Tato skutecnost je znama jako
tzv. Franck-Condoniiv princip, ktery mimochodem rovnéz vysvétluje, pro¢ jsou nekteré
elektronové prechody pravdépodobnéjsi nez jiné. Prechod zjedné vibra¢ni hladiny
vlnovych funkci danych stavli, mezi nimiz elektron putuje, dochazi. Béhem elektronovych
vymén tak nedochazi k vyraznym zménam mezi vibracnimi hladinami pii prechodu mezi

zakladnimi a excitovanymi stavy. [1,3,4,9,13,20-22]

21322  SPECIALNi ELEKTRONOVE PRECHODY
Vstiebanim energie muize v nékterych ptipadech dojit k tzv. pienosu ndboje nékdy
znaCenému jako CT (z anglického: charge transfer). Béhem tohoto jevu je elektron
pfesouvan bud’to mezi dvojici molekul, nebo dvéma c¢astmi téze latky (u komplexnich

iontti, organickych i anorganickych molekul), tedy K vnitini oxida¢né-redukéni reakci.
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Podminkou v takovém ptipadé je pfitomnost volného elektronu a tendence zbavovat se jej
na jedné reagujici entité a afinita entity druhé. Zdroj elektronu se tak stdva elektronovym
donorem a molekula akceptorem. K tomu, aby mezi ¢asticemi Kk pifenosu naboje doslo,

je vyzadovana jejich vzajemna blizkost. [4,5,9,12,14,19]

U komplexnich sloucenin piechodnych kovii s ¢astecné zaplnénymi d a f orbitaly mutze
rovnéz dojit ke vstiebani energie a presunu elektronu na vyssi hladinu. To je umoznéno
ptitomnosti ligandového pole energeticky zvyhodnujici nékteré orbitaly vuci jinym podle
jejich prostorového uspofadani a sméfovani mezi ligandy komplexu, které jinak
degenerované orbitaly $tépi svym elektrostatickym polem a zptisobuji tvorbu vice hladin,
mezi nimiz je v nékterych pifipadech elektronim za pfedpokladu dostatecné energie
umoznéno piechazet. Typ zvyhodnéného orbitalu a jemu nélezici mnozstvi energie

se odviji od poctu a rozmisténi ligandt Vv jejich blizkosti. [3,4,14,19]

21323  ZAKAZANE ELEKTRONOVE PRECHODY
Spin je vnitini relativistickou vlastnosti elektronu kvantifikujici jeho moment hybnosti.
Podle Pauliho vylucovaciho principu, ktery zakazuje koexistenci elektroni v témze
kvantovém stavu, tj. nemohou mit v atomu vSechna sva kvantova ¢isla stejna, a proto,
jestlize se dva elektrony nachazeji v témz molekulovém orbitalu, musi byt jejich hodnoty

spind vzajemné protichiidné, jako tomu bylo u molekuly formaldehydu (Schéma ).

Jakmile je jeden z dvojice elektroni piesunut do molekulového orbitalu o vyssi energii,
jeho spin by mél z principu vyb&rovych pravidel zlstat nezménén. Celkové spinové
kvantové ¢islo S by tak dle vypoctu, kdy S = ) s;, pficemz s; nabyva hodnot +% a —%,

mélo zustat rovno nule.

Multiplicita stavii M, jeZ muze byt spo€tena ze vztahu M = 2S + 1, je tedy rovna jedné,
odkud pochazi oznaeni tohoto stavu, a sice singlet nebo singletovy stav (ten se
pro zakladni stav zna¢i Sp, aV pfipadé nasledujicich excitovanych stavii Si, Sy, ...).

Takovyto typ pfechodu se nazyva singlet-singletovy. [1-4,10,13,14,20]

Neni vSak vylouceny prechod zvySe polozeného singletového stavu do stavu

tzv. tripletového, jehoz celkovy spin je roven 1 (elektrony jsou vici sobé paralelni,

tedy maji oba hodnotu + é) a jeho multiplicita je 3. Takovyto pfechod muze byt oznacovan
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rovnéz jako prechod mezisystémovy. [21,23] Podle jedné z podminek Hundova pravidla
atedy maji tripletové stavy oproti singletovym stavam téZe hladiny niz$i energii.

[3-5,10,14]

Ptesuny elektronii mezi jednotlivymi hladinami nejsou umoznény zcela bez omezeni.
Vztahuji se na né tzv. vybérovda pravidla Clenici prechody na povolené a zakdzané
podle pravdépodobnosti jejich vyskytu a to na zakladé spinovych vlastnosti a symetrie.
Tedy:

a) spinové zakdazané piechody jsou takové typy piechodu, které se odehravaji mezi
stavy o nestejné multiplicité (tedy singlet-singletové a triplet-tripletové ptechody
pravidlo neporusuji, singlet-tripletové a triplet-singletové ano). Ackoliv by
k takovym ptrechodim tedy dochdzet nemélo, je mozné je i tak pozorovat
(i ptes pomérné slabé €), za ¢imz stoji spin-orbitalové interakce. Ty zpisobuji,
ze vlnové funkce definujici charakter singletového stavu obsahuji jako vedlejsi
slozku i ¢ast stavu tripletového a vice versa, coz vede Kk malé, av§ak nezanedbatelné
moznosti prechodu mezi nimi — ty jsou ale nepiili§ pravdépodobné,
a proto ve vétsing piipadu ani Casté [3,4,12,22]

b) Symetricky zakdzané piechody jsou takové typy prechodd, pii nichz neni
pfi pfechodu z pocatecniho do koncového elektronového stavu dodrZzeno
tzv. Laportovo pravidlo, tedy nedochazi ke zméné parity (obéma stavim
napf. zistava stejna symetrie vuci stiedu symetrie). [3,4,12] Jelikoz i zakazané
prechody nastavaji s velice malou pravdépodobnosti, v absorpénich spektrech latek

se pftili§ neprojevuji.

2.1.3.3 LUMINISCENCE
Pt1 interakci elektromagnetického zateni se vzorkem dochazi u nékterych latek ke tvorbé
tzv. sekundarniho zdreni. To vSak na rozdil od fenoménu inkandescence, jehoz zatreni
se oznacuje jako , horké sveétlo”, neni zplsobeno vlastni vysokou teplotou,
protez je luminiscenci mnohdy prezdivano ,.chladné svétlo [4,11]. Ukaz je zpiisoben
pfechodem elektront z excitovanych hladin zpét na hladinu zékladni, ¢imz dochézi

k uvolnovani energie a tedy k emisi zafeni. [2,4,5,8,11-13,15,20]
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To efektivné znamend, ze jej produkuje samotna latka a nikoliv vné&js$i zdroj,
ackoliv i tak bylo energii nutno zprvu do systému odnékud dodat, a to jak uz dopadem
fotonu (jev zvany fotoluminiscence), tak i chemickou reakci (chemiluminiscence, u zivych
organismi  bioluminiscence), pusobenim ionizujiciho zafeni (radioluminiscence),
mechanickym porusenim materialu (triboluminiscence) atp. [4,11] Latky, jez jsou

takovychto procest schopné, jsou oznacovany za luminofory. [3,4,11]

Fotoluminiscence je limitovana na systémy, u nichZz jsou nezafivé deexcitacni
(téz deaktivacni) procesy zpomaleny natolik, aby jim ty svitivé mohly kineticky

konkurovat. Upfednostiiovany typ piechodu je totiz ten nejrychlejsi. [3]

Zpusobu, jakymi se muze excitovany elektron navratit do zakladniho stavu, je hned
nékolik. Pro piehlednost jsou piechody spolu s elektronovymi stavy znazorfiovany pomoci
tzv. Jablonského diagramu (Schéma Il), jenz nese své jméno po polském fyzikovi
Aleksanderu Jabtonském, ktery s jejich pomoci jako prvni vysvétlil absorpéni a emisni

ptechody. [3,48,16,20,22]

Absorpce
A
I i
S2 Vnit"rni‘\
konverze \‘
. e Mezisystémovy
; ' v prechod
wl - =
(3 Si Vibraéni Singlet T
relaxace
5 Triplet
= Fluorescence
L
, Fosforescence
So
Excitace Emise -

Schéma 11 Jablonského diagram [21], (upraveno)

Ze schématu (Schéma Il) je patrnych hned nékolik typt prechodt. O principech excitace,
emise i mezisystémovych prechodt jiz bylo psano diive. Po uskute¢néni absorpce
je elektron, jak jiz bylo vySe uvedeno, excitovan na vySsi energetickou hladinu — ta vSak
sestdvda z mnoha hladin vibraénich (ve schématu znaceny uz§imi vodorovnymi carami)
arotacnich (pro pfehlednost nejsou zobrazeny), mezi nimiz miZze piechazet na nizsi

elektronové hladiny po uvolnéni energie molekulou jeji vibraci (proces vibracni relaxace).
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Takovymto zplsobem, zvanym vnitini konverze, muze molekula dojit nikoliv pouze
do nejnizsiho vibra¢niho stavu dané elektronové hladiny v bezprosttednim okoli (K ¢emuz
dochazi prakticky okamzit¢ po absorpci), nybrz také az do nékteré z hladin svého
zakladniho stavu Sy (Kaschovo pravidlo); to vSe, aniz by doSlo k emisi fotonu — jedna se
0 proces nezafivy. Presun elektronu do nizsich stavii nezafivymi procesy se oznacuje jako
vyhasinani. Dal$im nezafivym procesem je tzv. vnéjsi konverze, pti niz dochazi rovnéz
ke ztraté energie a pfechodu do niz$ich hladin, tentokrat vSak v dusledku vnéjsich vlivi.

[3,4,8,20-22]

Ztrata zafivého toku emisniho zafeni je ozna¢ovana pojmem zhaseni (anglicky quenching).
Ptikladem jeho vlivii mohou byt srazky s ¢asticemi jinych molekul (tzv. zhdsedla) v daném
prostiedi (proces dynamického zhaSeni), srazkami S ¢asticemi tychz molekul za zafeni
odpovédné mezi sebou (koncentra¢ni zhaseni, nebo sebezhaseni), ¢i skrze tzv. statické
zhaseni, jeZ zahrnuje tvorbu tzv. ,temnych komplexti® latek ve smésich. [3,5,8,9,20-22]
Ke zhaseni mlze dojit 1 jinymi cestami, a to napiiklad dlouhym vystavenim excitaénimu
photobleaching). Toto je chemické zhaSeni a muize mit pro zafivé vlastnosti molekuly
trvalé ucinky, a sice Ze tato vlastnost miZze byt luminoforim odebrana.
V neposledni tadé dochazi 1 ktakieCenému Forsterové zhaSeni zapfi¢inéném

dipdl-dipolovému parovani excitovanych latek. [9,21]

2.1.3.3.1 FLUORESCENCE

Jednim ze dvou dosud nepopsanych piechodi ze schématu (Schéma Il) je podskupina
luminiscence zvana fluorescence. Jedna se o typ deaktivaéniho ptechodu mezi dvojici
singletovych stavi, pti némz je z latky vyzafovan foton kterymkoliv smérem a to prakticky
v okamziku pocate¢niho dodéani energie molekule (jev nastavd po uplynuti desitek
Nejcastéji a S nejveétsi intenzitou se vyskytuje v molekulach dovolujicich energeticky
nepiili§ naro¢né prechody m — 7w*. [4,8-10] Empiricky bylo prokazano, zZe je obzvlaste
upiednostinovana u systému rigidnich struktur. [3,5] Chromofor odpovédny za fluorescenci
se nazyva fluorofor (nebo fluorochrom). [3,5,9-11,16,20-22]

Miru ¢i efektivnost, s jakou Kk fluorescenci dochazi, tedy silu vyzafovani fluoroforu,

vyjadiuje pojem kvantoveho vytezku fluorescence Yg. Ten je roven poméru poctu fotonil
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emitovanych latkou ve form¢ fluorescence ng a poctu fotonli latkou absorbovanych na.
Vyjadfit lze zaroven i pomoci potu zafivych ptfechodli /" a sumou vSech nezafivych
pfechodu Kk, jak je znazornéno v rovnici (5). Znaceni neni univerzalni a v zavislosti
napouzit¢ literatufe byva pro vyjadieni veli¢in pouzivano riznych symboli.

[3,5,9,10,20,22,24]
Yp = £ = I (5)

Sjeho pomoci lze mezi sebou pouhym vyndsobenim piepocitavat zarivé toky
absorbovaného @, a fluorescenéniho @¢ zafeni, jak je vidno v rovnici (6). [3,4,10]
Je-li v roztoku pfitomno vice fluoreskujicich latek o nizkych koncentracich, je mozné

jejich fluorescencni zafivé toky secist. [10]
Qp =Yg - Py (6)

Jak je v rovnici (5) naznaceno, fluorescence zavisi na po¢tu nezafivych procest véetné
vibra¢ni relaxace, kterd je hndna tepelnymi procesy, a tedy jeji sila bude klesat s nartstajici
teplotou, nebot” se tim zvysi frekvence kolizi s ¢asticemi okoli a pravdépodobnost pfenosu
energie v podobé vnéjsi konverze, tedy stejny efekt, jaky poskytuje snizeni viskozity.
[3,4,8]

Zvlasté pro aromatické latky s kyselymi anebo bazickymi substituenty je pro spravny
prubéh absorpce nutno dodrzovat spravného rozsahu pH prostiedi, nebot’ ne/pfitomnost
jediného protonu muze rozhodovat o pfitomnosti rezonan¢nich forem, jako je tomu tfeba
Vv pfipad€ anilinu. Analytickd méfeni zaloZend na absorpci a souvisejici fluorescenci

je proto vhodné provadét v prostiedich o kontrolovanych kyselostech. [3,4,8]

V nejjednodussim ptipad€, a sice Ze v prosttedi se nachdzi jedind latka schopna

fluorescence (0 urcité vinové délce 1), nabyva absorbovany zativy tok @, podoby
@y =Py (1-1074) (7)

kde A znaci absorbanci (vyjadtitelnou vztahem (3)) a @, zafivy tok excitatniho zafeni

v momentu pied vstupem do prostiedi. Tento zapis mize byt rozepsan do nazornéjsi formy

(2,303 e.c-1)? . (2,303 e-c:1)3

2! + 3! ] (8)

¢A:¢O'[2,303€'C'l_
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Ztohoto (8) vztahu je jiz patrné, Ze zatimco pro nizké koncentrace (uvazuje se
pro A < 10”) je piispévek zlomki obsahujicich v &itateli umocnéné &leny zanedbatelny,
pfi jejim zvySeni hraji na podobu zavislosti vyrazné&jsi roli. [3,4,8,10] Pro nizké hodnoty
absorbance je tedy mozno vztah (8) aproximovat, proceZ po jeho zakomponovani

do vztahu (6) pro fluorescencni zativy tok @5 vyplyne

®p=Yp-®y-2,3034 9)

2.1.3.3.2 FOSFORESCENCE
Dalsim podtypem fotoluminiscence je fosforescence. Ta ma oproti fluorescenci podstatné
delsiho trvéni, a to az nckolika sekund ¢i dokonce minut (pfesnéjs$i rozsah se opét lisi
dle uzité literatury) po ukonceni procesu Kk ni vedoucimu, coz pifimo souvisi s nutnosti
elektronu zménit na své cesté do nékteré z hladin zékladniho stavu orientaci svého spinu.
Jelikoz je tento mezisystémovy piechod neptilis pravdépodobny, jeho absorpéni spektra
jsou vyrazné slabsi nez spektra jeho singlet-singletového analoga. Za pokojovych teplot
byva jev u kapalnych latek navic pomérn€ vzacny z diivodu piitomnosti velkého mnozstvi

kineticky mnohem pfijatelnéj$ich cest uvolnéni energie (proces je velice snadno zhasen).

[3-5,8,10,11,13,20,22]

Ackoliv jde o jev od fluorescence bezpochyby odlisny, v mnohém zistava velice podobny
(v obou piipadech jde koneckoncli o luminiscenci) a vztahuji se na n¢j tedy stejné

zavislosti popsané v piedeslé podkapitole vedouci ke vztahu (9).

21333  RAMANUV ROZPTYL
Ukaz, pii némz dochézii ke zméné vinové délky zafeni, aniZ by byla latka excitovana
do vyssiho elektronového stavu, se nazyva Ramaniiv rozptyl. Ten se na prvni pohled jevi
byt velmi podobny fluorescenci — 1 zde je emise radiace doprovazena zménou vinové délky
oproti t¢ do interakce vstupujici. Nicméne zatimco je u fluorescence primarni zareni
absorbovano, aby mohlo k produkci Ramanova zafeni dojit, absorbovano byt nesmi
a energie je odebrana piimo z ptichoziho fotonu. [3,5,8,12,18] Podminkou pro jeho vznik
je polarizabilita ¢astice, tedy jeji schopnost podrobit se zméné polarizace vlivem vnéjsiho

elektrického pole, k niz béhem srazky dochazi. [3,5,8,12]
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Ma-li emitované zafeni niz$i energii nez zatreni pivodni, hovoii se o tzv. Stokesové posunu.
[3-5,8,9,12,18,21,22] Mize ale rovnéz dojit k situaci, kdy foton energii od ¢astice naopak
ziskd. To se odehravd u snadno excitovatelnych molekul ve vysSich nez nejnizSich
vibra¢nich hladinach zakladniho stavu. Oznacuje se pak jako anti-Stokesitv posun.
Oproti Stokesové posunu vSak neni tolik upfednostiiovan a jeho intenzity projevujici se
ve spektrech nabyvaji vyrazné¢ nizSich hodnot. Zminéné procesy jsou vyobrazeny
na nasledujicim schématu (Schéma I11). [3-5,8,9,12,18,20] Rozptyl, béhem néhoz nedojde

k vyméné energie mezi latkou a fotonem, se nazyva Rayleighiiv. [3,5,8,12,18,22]

vibraéni relaxace

V=2 == )
Siv=1 —
v=0 - -
fluorescence
o B G B
Virtualni stav
i o b
v=2 A
So v=1 v v
v=0 A 4 \ 4
absorpce Rayleigh Stokes Anti-Stokes

(Raman) (Raman)

Schéma |11 Znazornéni Rayleighova a Ramanova zareni (So, S; jsou elektronové hladiny s pridruZenymi

vibra¢nimi hladinami v, v{ a v,) [18], (upraveno)

Pro velké mnoZstvi molekul (zvlasté organickych) plati mezi absorpénim a fluorescenénim
pasem u Stokesova posuvu zrcadlova symetrie (Schéma V). To je zplisobeno stejnou
relativni  pravdépodobnosti obou procesi ztychz vibra¢nich hladin. Vyjimky
Z této symetrie zpravidla nalezi latkdm, jez s pfechodem do excitovanych stavii méni

geometrické usporadani svych atomovych jader. [3-5,9,18,20,22]

absorpce
fluorescence

300 400 500 600
vinova délka A (nm)

Schéma 1V Zakon zrcadlové symetrie absorpcniho a fluorescenéniho spektra
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2.2 SPEKTROFLUORIMETRIE
Fluorescencni spektrometrie, nebo jednoslovné spektrofluorimetrie ¢i piipadné pouze
fluorimetrie, je spolu s fosforimetrii ptikladem fotoluminiscencnich analytickych metod
spadajicich pod emisni spektralni analyzu. V porovnani s fosforimetrii je fluorimetrie

Vv analytické chemii vyrazné popularnéjsi a upfednostiovana. [3-5,8,16]

Jedna se o nedestruktivni metodu vyuzivajici pro analyzu interakce excitacniho zareni
kapitolach pii své relaxaci na niz8i energetické hladiny vydava fluorescencni zafeni,
jez se meii a z hodnot jeho intenzity se vyvozuji latkovd mnoZstvi takto pusobici latky
ve vzorku, a to at’ uz plynném, kapalném, nebo pevném. [3-5,8,10,16,20] Oproti ostatnim
metoddm absorpéni spektralni analyzy ma fluorescence az 1000krat niz§i mez detekce

LOD (z angli¢tiny: limit of detection). [3,4]

Mimo kvalitativni analyzy je fluorimetrie schopna i kvantitativni analyzy, avSak pouze
pro ono neveliké mnozstvi latek, jeZ po ozafeni fluorescenci vykazuji. Jedna se tedy
o0 metodu specifickou. Pouziva se tedy jak kdikazam (kvalitativni stanoveni),
tak i1 kvantitativnim stanovenim stopovych mnozstvi fluoreskujicich latek ve vzorcich.
[3-5,8,16] Zavislost mezi tokem vzniknuv§iho sekundarniho zafeni na koncentraci

jej produkujici latky je zpravidla zjistovana empiricky (pokusem).

Nastroje pouzivané pro méfeni fluorescencniho zafeni jsou znamé pod nazvem fluorimetry,
ale lze narazit i na oznaCeni fluorometry nebo fluorofotometry. [3-5,8,10,16]
Jestlize je piistroj mozno pouzit i k proméfeni excitacnich a emisnich spekter, byva tato
moznost zdirazinovana oznacenim piistroje za spektrofluorimetr. [3,10,25] Tradi¢né v sob¢
obsahuji zdroj zareni schopného ur¢itého rozsahu vinovych délek, optiku napomahajici
ke spravnému usmérnéni (kolimaci) paprsku zateni do co nejuzsiho proudu. Optika rovnéz
slouzi k vybéru konkrétnich uzkych intervali vinové délky, z nichz jednim je vzorek
excitovan, zatimco druhy vymezuje oblast, pfi niz je sekundarni zafeni zachycovano
na detektoru a pfevadéno na informaci o jeho intenzité. Pro vybér vlnové délky
a zredukovani intenzity zafeni mohou byt pfipadné pouzity i filtry. Vzorky urcené
k analyze jsou umistovany do kyvet nebo prutokovych cel (pfistroj mize byt napojen
na vystup jiného, napi. chromatograf). [3-5,8,10,16] Pfistroje zpravidla obsahuji také

shuttery (clony), jez slouzi k mechanickému zabranéni proudu fotonu. [3-5,8,10,16]
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Prostorové rozmisténi jednotlivych sloZzek neni pevné dané a mohou se liSit, pfistroj

od pristroje, Vv zavislosti od modelu a vyrobce.

Pfi  zakladnim, nejrozsifenéjSim uspofadani (Schéma V) pro jednopaprskovy
spektrofluorimetr je emisni zafeni pozorovano pod uhlem 90° od sméru paprsku
vstupujiciho excitacniho zafeni. Je tomu tak proto, aby nedochazelo k chybé zpiisobené
pfi¢tenim intenzity ptvodniho paprsku k intenzité¢ toho odchoziho pifi umisténi detektoru

piimo naproti zdroji. [3-5,8,25]

Emisni monochromator Excitaéni monochromator

- L miizka - -I- mrizka - |

I\ I Referenéni I\ I\
M) fotonasobic I |

|
merny bila | delic
fotonasobic ©drazna | paprsk
deska | | Cela
| | kompenzujici <
' \ absorpci T1]
| \ p ! In
“*--——-L_,_ \ [ Xenonova
R —— \/ vybojka
| —
. __7__7__7_7__7___7__7__,9 |
kyveta
se vzorkem

Schéma V Spektrofluorimetr (model: Courtesy of Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ.) [3]

Tato 90° konstrukce vSak neni zcela dokonald. Vyhodnégjsi, zvlasté pro méfeni roztoki,
Vv nichZ dochazi k turbulencim, nebo u téch, kde dochazi k absorpci zéfeni na téze vinové
délce uzivané k pozorovani (vyraznému zhaseni), je vSak rozmisténi pod co nejmenSim
uhlem od sméru vstupujiciho zafeni. Sekundarni zafeni je tak pozorovano z téhoz povrchu
Castic, na kterém dochazi k absorpci, ¢imz je jeho intenzita nejsilngjsi a vzdalenost,
jiz musi skrz matrici roztoku urazit, je nejmensi. [5,25] Pfesto se pro prakticnost rozmisténi

dilu ptistroje uptednostiiuje pozorovani pod pravym thlem.
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2.2.1 ZDROJE ZARENI

Nebot je podle rovnice (9) mez detekce méfeni meteni zavisla od fluorescencniho zafivého
toku @, pouzivaji se jako zdroje zafeni ve fluorescenéni spektrometrii zdroje s co nejvetsi
svitivosti. [3,4,8,10] Zatimco u fluorimetrii mnohdy pro své velké mnozstvi spektralnich
¢ar, z nichz alespon jedna zpravidla umoziuje excitaci vétSiny fluoreskujicich sloucenin,
postacuje nizkotlaka rtutovd vybojka, nebo jsou jako zdroj zafeni vyuzivany lasery,
spektrofluorimetry, jak bylo zminéno, vyzaduji spojité zdroje zateni (pokud mozno napii¢
vlnovymi délkami malo kolisajiciho na intenzité) ultrafialové a viditelné oblasti.

K tomu se velice ¢asto vyuziva:

a) Xenonové vybojky, [3,4,8,10,16,25] jejiz kontinuum se nachazi v rozmezi
ptfiblizné¢ 300 -1 300 nm, avSak smérem ke kratSim vinovym délkam
se jeji zafeni znacné zeslabuje,

b) (ptedev$im modrych) svétlo emitujicich diod neboli LED Zarovek (z anglictiny:
light emitting diodes), jez jsou vyuzitelné pro vybuzeni téch fluorofor,
které maji silna absorp¢ni spektra v rozsahu asi 25 — 30 nm (pro modré LED
mezi 450 a 475 nm),

c) pro UV region (cca 180 — 380 nm) deuteriova vybojka, nebo vodikovad Zarovka

svym rozsahem rovnéz neptesahujici 380 nm. [3-5,16]

Zateni se §ifi vSemi sméry. Je proto vhodné pro zafeni vzniklé na zdroji vyc€lenit prostor,
kterym bude pronikat dale do systému. Dé&je se tak za pomoci Sté€rbin propoustéjici

jen uzky paprsek.

2.22 MONOCHROMATORY
JelikoZ jsou spektrofluorimetry na rozdil od fluorimetri nutny proméfovat spektra,
byvaji pro tento ti¢el vybaveny minimalné jednim, €astéji pfimo dvéma, monochromaétory,
podle jejich umisténi rozliSovanych na excitaéni a emisni. Monochromator je zafizeni
nabizejici oproti filtrim kromé& moZnosti uzpisobeni vybéru prostupujici vinové délky

| podstatné vyssi G¢innosti, co se mnozstvi propousténych fotond tyce. [3-5,8,16,25]

Asi nejjednodussim typem monochrométoru je jednoduchy hranolovy monochromator.
[3-5,8,16] Tento typ konstrukce ssebou nese, zvlasté v kratkovinné oblasti

elektromagnetického spektra, vysoké naroky na instrumentaci a neni proto pfilis
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upiednostinovany. [3,4,16] Navic v piipadé sklenénych hranoli dochaziv UV oblasti
k absorpci a je tedy pro tyto vinové délky nepouzitelny. [3,4]

K disperzi, tedy k rozkladu zafeni na jednotlivé slozky o riznych vinovych délkach, mize
byt vyuzito miizky. Jedna se o lesklou desticku S vysokym poétem jemnych husté
rozmisténych paralelné uspofadanych vrypi (na 1 mm az 2 000 vrypa [3]), na nichz
v ur¢itych smérech dochazi k zesileni zafeni, zatimco pod ostatnimi thly naopak k jeho
vyraznému zeslabeni vlivem difrakce. V zavislosti na sméru dopadu zareni vuci pozici
vrypu je zareni bud’'to odrazeno, nebo miizkou prochdzi a k rozkladu dochazi na jejim
konci, c¢ehoz se ale vpraxi nepouzivd. Miizka muze nabyvat podoby roviny,

nebo byt konkavni, kdy uz nevyzaduje dalsi optiku pro fokusaci. [3-5,26]

Jeden z nejznaméjsich a nejrozsifenéjsich typi je tzv. Echellette (Schéma V1), pti némz je
miizka tvofena zkosenymi Sirokymi ploSinami, na nichz dochdzi k difrakci a uzkymi
strmymi plochami, které nejsou zafeni vystaveny. [3-5] Lze wvyuzit uspofadani,
u ngjz je vyuzito dvojice konkavnich zrcadel. To umoziluje, aby pii vybéru vinové délky
staCilo natacet miizkou a zbytek sestavy zustal staticky. Takovyto typ monochromatoru,

jehoz ptiblizeni 1ze vidét na schématu (Schéma V1), nese nazev Czerny-Turner. [3-5,26]

mfizka
zdroj
zareni

: vystupni
/ vstupni stérbina

Stérbina

\/

konkavni zrcadla

Schéma VI monochromator typu Czerny-Turner [27]

Dalsim piikladem miizkového monochromatoru muze byt typ Echelle, jenz pouziva
miizky k rozkladu na druhé mfiZce jiz diive rozloZeného zateni. Nabizi tak podstatné $irsi

moznosti pii vybéru konkrétnich vinovych délek. [3-5]
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Podminku pro to, aby doslo ke sjednoceni (konstruktivni interferenci) vin odrazenych
z ruznych mist difrakéni mftizky, vyjadiuje tzv. rovnice miiZky (10). Podle této rovnice
dochazi ke sjednoceni paprski pochazejicich z mist o vzajemné vzdalenosti d pouze
pro celociselné nasobky n striktné definovanych vinovych délek 4. Odraz mize byt rovnéz

o¢ekavan pouze pro urcité uhly dopadu a a Ghly odrazu /3. [3-5,26]
n-A=d-(sina—sinf) (10)

Rozliseni monochromatoru R popisuje jeho schopnost rozpoznavat mezi sousedicimi
vlnovymi délkami. Lze vypocitat jako pomér vinové délky A a rozdilu dvojice vybranych
délek 44, jak zachycuje rovnice (11). Jedna o bezrozmérnou veli¢inu. U béznych UV/VIS

monochromatori Ize rozliseni oekavat ramcové od 10% do 10%. [3-5]

2.2.3 KYVETY
Kyvety mohou byt z riznych materiald, jejichz pouziti se odviji od rozsahu vlnovych
délek, vnémz zafeni propousti. V UV/VIS oblasti to jsou plastové, sklenéné, kyvety
z aluminy (oxidu hlinitého) a kiemenné, pficemz posledni fecena zasahuje v UV oblasti
nejhloubéji. [3,5,28,29] Ackoliv je kiemenny material v soucasné dobé pro UV oblast
nejvhodnéjsi, co se do pfesnosti méfeni tyce, existuji specidlni plastové kyvety,
kter¢ jsou levnéj$i a jeZz je moZzno pouzivat do vinové délky 230 nm,
aniz by byla pozorovana vyrazna zména oproti kiemenu [30] jak bylo ostatné ovéfeno

Vv praktické ¢asti této prace.

Nejbeéznéjsi vyrdbénd podoba kyvet pro fluorimetrické studium UV/VIS oblasti
elektromagnetického zafeni, je tvaru kvadru a priméru 1 cm, pfiCemz se usiluje o to,
aby byly stény kyvety idealn¢ co nejuzsi, ackoliv mozné je také kupiikladu cylindrické
provedeni. [3] Kyvety je nutno vhodné udrzovat a spravné snimi zachazet,
nebot’ jestlize jejich stény nejsou dostateéné Cisté (maji na sobé uchycenou ¢astici prachu,

otisk prstu, apod.), vysledek méfeni byva timto znateln¢ ovlivnén.
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2.2.4 DETEKTORY
Poté, co je monochromatorem vybran interval vzorkem emitovaného elektromagnetického
zateni, putuje do zafizeni zvaného detektor. Jeho ucelem je registrovat pfitomnost
a pokud mozno i pocet Castic zafeni, na zdklad¢ kterychzto informaci je nasledné
pocitatem vypracovana (alespon ¢astecnd) piedstava o slozeni vzorku. Ackoliv je mozno
proces stanoveni staveét na nékolika principech, je signal v konecném disledku témét vzdy

(historicky byla pouzivana napt. fotografickd detekce) preveden na elektricky proud

(ptip. napéti). [4,5,8,10,16]

Fotonka je detektor zaloZeny na principu vnéjsiho fotoelektrického jevu, pii némz dochazi
k emisi elektrond =z jejich stalych orbitali po dodani kvanta energie fotonem.
Jedna se o evakuovanou nadobku obsahujici dvojici elektrod (katoda, anoda). Pfechodem

elektronu z katody na anodu dochazi ke vzniku elektrického proudu. [4,5,16]

Na vnéjSim fotoelektrickém jevu je zalozen rovnéz fotondsobié¢, popiipadé jinymi slovy
PMT (z angli¢tiny: photomultiplier tube). Tento detektor obsahuje podstatné vyssi pocet
elektrod nez fotonka. Po dopadu fotonu je z katody uvolnén elektron, ktery putuje na prvni
zmnoha za sebou néasledujicich dynod. Kazdd z dynod ma vétsi kladny potencial
nez ta ptredchozi. [4,5,8,16] Dopad jediného elektronu u kazdé vyvola emisi né€kolika
dalsich, ato az patnactkrat [5] nez Castice dospéji k anodé, pro¢ez dochazi k vyraznému
zesileni signalu fadové i vice nez milionkrat. [4,5,16] Je tedy nesmirné vhodny pro vzorky

0 stopovych mnoZzstvich analytu a tedy 1 fluorimetricka stanoveni.

Dalsim typem detektori hojné vyuzivanym pfi fluorescencni spektrometrii jsou kfemikové
polovodicové fotodiody. Ty na rozdil od predeSlych detektord podstupuji vnitrni
fotoelektricky jev, béhem n¢hoZ uvolnéné elektrony latku neopousti a zlstavaji v ni jako
vodivostni elektrony. S dopadem na diodu dochazi na polovodicovém pitechodu p-n
ke vzniku elektrického proudu nebo napéti vlivem pohybu entit (kladné nabitého mista

postradajiciho elektron a volného elektronu). [4,5,8,16]
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2.25 ANALYZA PEVNYCH VZORKU

Ptestoze je fluorescencni spektrometrie uzivano piedevsim u vzorka kapalného skupenstvi,
je mozno se setkat s pfipady, kdy jsou analyze podrobeny plynné, ¢i pevné vzorky.
Jenze zatimco pro plyny (at uz plynné vzorky, nebo plyny uvolfiované ze vzorku jiného
skupenstvi) je mozné pouzit tychz aparatur z analyzy kapalin (navic pouze opatfenych
vikem, piipadné¢ u pritokovych cel beze zmény) [3], pevné latky mnohdy vyzaduji
specidlnich drzaka [31,32], nebo optickych kabelt [25], ackoliv téch se vyuziva
I v ptipadech kapalnych vzorku [33].

Nebot” je vétSina pevnych vzorkii elektromagnetickému zafeni v pouzivaném rozsahu
neprostupna, vyuziva se zkosené geometrie ozna¢ované jako FF (z anglictiny: front face),
zachycené na obrazku (Obr. 2), pfi niz je pozorovano emisni zafeni vzniklé pouze
na povrchu vzorku. [3,5,25] Nepiijemnou potizi je vSak siln¢jsi podil chyby signalu
vzniklého odrazem paprskli — o feSeni tohoto problému se staraji zminované specialni
drzéky kontrolou tihlu, pod nimz k dopadu dochdzi. Emisni zafeni se stale pozoruje pod
pravym uhlem od zafeni dopadajiciho, ale méni se uhel, pod nimz zafeni na vzorek

dopada. [32]

excitacni excitaéni
zareni zareni
emisni
zareni
emisni
zareni

a) b)

Obrazek 2 ukazka geometrie a) pravouhlé pro kapalné vzorky, b) FF geometrie pro pevné a silné koncentrované
kapalné vzorky [25]
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2.3 CHININ

2.3.1 CHEMICKO-FYZIKALNI SPECIFIKA
Chinin spadd mezi jeden z mnoha heterocyklickych derivati alkaloidi, jez je mozno
Vv piirod¢ nalézt v kiafe chinovniku, rostliné z ¢eledi Moienovité (Rubiaceae). [34-41]
Obsah aktivni latky nicméné nezavisi vylu¢né pouze na rostling, jez byla k jeho ziskani
pouzita. Jeji procentualni zastoupeni mize zaviset na mnoha faktorech, a to at’ uz na stafi

sklizeného stromu, mist¢, Vv némz vyrostl, ¢i pouze rozdilnou ¢asti téhoz stromu, z n¢hoz

byla ktra odebrana. [34,37,39,40,42,43]

Nebot’ se jedna o dusik obsahujici alkaloid, neptekvapi jeho alkalické vlastnosti. Vzhledem
ktomu je tato latka Casto prezentovana v podobé své soli, jmenovité: hydrochloridu,

siranu, bisiranu, glukonatu a nejcasté&ji dihydrochloridu. [44]

Empiricky vzorec této latky je CaoH24N20,. Systematicky je ji mozné popsat jako
(R)-[(2S,4S,5R)-5-ethenyl-1-azabicyklo[2.2.2]oktan-2-yI](6-methoxychinolin-4-yl)-

methanol. Chinin tedy ve své struktuie obsahuje kromé vinylové a methoxy- skupiny
také hydroxyl tvofici na devatém uhliku molekulového skeletu stereogenni centrum,
jez jej svou prostorovou orientaci odliSuje od svého (S)-izomeru chinidinu,
ktery se ze sterickych duvodi vyskytuje rovnéz s inverzi isomerie na osmém uhliku.
Struktura téchto dvou latek je vyobrazena na obrazku (Obr. 3). [41,45] Relativni
molekulova hmotnost této latky je 324,42 g.mol™. Je rozpustny ve vodé a polarnich

rozpoustédlech.

Obriazek 3 chemické struktury chinidinu (vlevo) a chininu (vpravo)

Chinin absorbuje elektromagnetické zafeni v UV oblasti, coz se dé&je nejvice ve dvou

maximech: 250 nm a 350 nm. Svétlo, jez fluorescenci emituje zpét, se pak jiZ nachazi
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ve viditelné oblasti spektra a nejvyssi intenzity dosahuje pii vinové délce 450 nm,
kterou lidské oko vnima jako modrou barvu. [46,47] Casto se proto pouZiva jako standard

ve fluorescenéni spektrometrii. [3,4]

2.3.2 HISTORICKY KONTEXT

2.32.1 KOLONIALNI ERA
Piestoze byly 1é¢ivé u¢inky kmenu chinovniku znamy davno pred ptichodem Spanél
do Ameriky domorodymi Kec¢uanci, Cafari a piislusniky Chimua z oblasti rozléhajici se
v ramci hranic dne$niho Peru, Bolivie a Ekvadoru, prvni dokumentace jeho moci ucinné
bojovat proti projevim malarie, tedy vysokym horeCckam doprovazenych silnymi
zimnicemi, pochazi z obdobi kolem roku 1630, kdy jeho 1ékatsky vyznam zaregistrovali
jezuitsti knézi. [34-40,48-50]

Podle legendy ziskala rostlina sviij ndzev podle hrabénky z Chinchonu, manZelky vicekrale
Peru, kterou béhem jeji navstévy postihly pfiznaky malarie, procez ji vicekral nechal podat
napoj z lé¢ivého stromu z hor, o jehoz pfipravu se postarali Jezuité. Hrabéncéin stav
se po poziti ptripravku vyrazné zlepsil a s jejim vylécenim bylo této kvétiné pfisouzeno
jméno chinovnik, které mélo odrazet plivod hrabénky a sni 1 tento pfibch.

[34,36,39,40,48,50]

Ackoliv byla pravdivost piib&hu jiz ddvno vyvracena a nazev kvétiny byl patrné odvozen
od nazvu uzivaného domorodci, tj. ,,quina-quina“ neboli ,kmen kmend“, [39,50,51]
pravdou zustava, ze se bily ,,Jezuitsky prasek®, jak mu bylo mimo mnohé dal$i nazvy
ptezdivano, vznikly nadrcenim kmene chinovniku, stal po nasledujici tii stoleti [34]
jedinou efektivni obranou pied malarii, coz stalo za jeho hojnym vyvozem do Evropy,
ktera méla tou dobou a Vv priabehu nadchézejicich dekad problémy se zdravim svych
vojenskych posadek udrzujicich nadvladu nad malarii zamofenymi koloniemi. [38,50]

Jednotlivé staty se tak nad péstitelstvim chinovniki snazily ziskat monopol.

Az po piiblizné 200 letech pravidelného vyvozu chinovnikli z Jizni Ameriky zacali
Evropané projevovat zéjem o kultivaci chinovnikli na izemich svych malarii zamotenych
kolonii, kde by mél z nich vyrabény 1ék nejen snazsi pfistup k mistnimu obyvatelstvu

a vojenské posadce udrzujici nadvladu nad mistnim obyvatelstvem, ale odkud by jej mohli
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rozvazet zbytku Evropy a zajistit si tak s touto strategickou surovinou postaveni nezavislé
na Spanélském kréalovstvi, staté s dosud bezkonkurenénim monopolem na vyvoz kiry. [38]
Ptedné to byli Angli¢ané, Francouzi a Nizozemci, jejichZ ambice spravovat vlastni péstirny
chinovnikd vyustily v pokusy o ukofisténi téchto rostlin z rukou Spanélska a jejich pievoz,
pfipadn€ jejich semen, na nova uzemi: Indie a Cejlonu (dne$ni Sri Lanku) v ptipadé

Anglie, ¢i Nizozemské vychodni Indii (dnesni Indonésie, predevsim Jave). [34,48,50]

Jejich péstitelstvi s sebou vSak neslo zna¢ny pocet problémi. Béhem pocatecnich prevozi
semen pres ocean mnohdy vétSina sazenic neptezila cestu, a pokud ano, jen velice obtizné
si zvykaly na novou ptdu, do niZz byly vsazeny. [34,39,48] Uspéchu se po mnoha
zmaienych pokusech dockali Nizozemci, jimZ se s pomoci Charlese Ledgera [38,39,48,50]
(Angli¢ana zijicitho v Peru, podle n¢hoz nese jméno i jedna z chinovnikovych odrid
Cihona ledgeriana) podafilo ukofistit néco malo pies 6 kg semen, ktera béhem svého

pobytu v Peru sesbiral a nasledné pies hranice propasoval. [34,38,42,52]

2.3.22 VALECNE OBDOBI
Béhem svétovych valek doslo ke tvorbé blokad obchodnich cest mezi nizozemskymi
koloniemi, které produkovaly vétSinu svétové zasoby chininu, a Némeckem, na jehoz
uzemi se naopak vyskytovala vétSina tovaren zpracovavajici kofeny chinovnikti do podoby
tabletek sulfatové soli a bylo odtud (ve spojeni s Amsterdamem) uzavirano nejvice
obchodu s 1é¢ivem souvisejicim. To znaéné€ ochromilo schopnost produkce antimalarik,
ktera byla zvlasté¢ po skonceni valky a s tim souvisejicim zanesenim malérie do oblasti,
v nichz se nemoc diive béZzn¢ nevyskytovala, o to vice potiebnd, proc¢ez poptavka po 1€ku

rapidné vzrostla. [38]

Béhem druhé svétové valky, kdy obsazeni Indonésie Japonci a amsterdamskych skladl
chininovych tablet Némci plsobilo na spojence vyraznym tlakem, zapocala snaha zajistit si
pfisun antimalarik odjinud. [34,38,40,48,53] Ackoliv jednim zfeSeni bylo ptesunuti
chinovnikové produkce za pomoci semen pouzivanych v Indii zpét do Stiedni Ameriky,
zajem o alternativni zplisoby obrany proti nemoci jiZ zazehla minuld valka a tato starou
snahu jen vice utvrdila. Nahrada se hledala jak snahou o kompletni syntézu chininu
laboratorni cestou, tak 1 patrdnim po zcela jinych potencidlnich syntetizovatelnych
antimalaricich. [34,38,40,48] V souCasnosti se mimo vyroby 1é¢iv chinin pouziva

I pro pfipravu tonikd. (54)
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2.3.2.3 TONIK
V dobé velikych pokrokti na poli chemie, mezi néz patiil kuptikladu objev oxidu uhli¢itého
(roku 1755 Josephem Blackem), Joseph Priestley, renesancni ¢lovék, ktery sdm o chemii
projevoval hluboky zajem, fascinovany nové objevenymi plyny, experimentoval s oxidem
uhli¢itym vyvérajicim z kvasnych kadi pivovaru, v némz tou dobou pracoval. Voda vznikla
ponechanim v kadi pies noc méla ,, velmi rozumnou a prijemnou impregnaci ‘. [50, str. 68]

Toto odhaleni vedlo k néstupu sycenych népoja na trh.

Ackoliv bylo oznaceni tonik svého Casu pouzivano pro nespecificky posilujici 1é¢ebny
piipravek, v dneSnich dnech je toto slovo chépano jako perlivy nealkoholicky napoj
obsahujicim chinin. Za jeho popularizaci, jakozto i mnohych dalSich perlivych néapojd,
se zaslouzil Jacob J. Schweppe. [50] Nebot ma chinin ve vys§ich mnozstvich
az neptijemnou hoikou pfichut’, byl Castokrat podavan spolu s alkoholem jako motivace,
¢ehoz se vyuzivalo i u pacienti l1éCenych z malarie. [39,48,50] Dne$ni toniky vsSak

uz takova mnozstvi pouzitelna pro 1é¢bu neobsahuji.

2.3.3 SYNTEZA
Prvni ohlasenou laboratorni syntézou chininu byla Woodward-Doeringova syntéza roku
1945 [55], ackoliv ta stala na dosud v praxi neovéfenych postupech Rabeho a Prelogovy
syntézy [56-58] a nebyla dostateéné stereoselektivni [55-57], coz pusobilo po mnoho let

jistou kontroverzi, a to i ptes to, ze byla proveditelnost metody roku 2008 potvrzena, [59]

Dostatecnou stereoselektivitu poskytla Storkova syntéza, pfi niz se Stork Castecné
inspiroval Uskokovicovou autooxidaci deoxychininu. Tento postup bral totiz na rozdil
od svych ptedchtidcti v potaz vinylovou skupinu na uhliku C3, ktera pii Rabeho syntéze
skrze C8 svou pfitomnosti zptisobovala tvorbu pfiblizné rovného mnozstvi nezadoucich
enantiomert. Stork se proto rozhodl této skupiny zbavit jejim pfesunutim na okraj,
kde uz byla od stereocentra pftili§ daleko na to, aby mohla izomerii nové tvoticich se
molekul jakkoliv vyrazné ovlivnit. Rovnéz usoudil, Ze vhodné asymetrie na uhliku C8
bude snaze dosazitelnd skrze piperidin, nez bicyklicky chinuklidin, ktery je mozno vytvofit
az v poslednich krocich pfipojenim uhliku C6 k dusiku, jak je ukazano na schématu

(Schéma VII). [39,57]

34



S
OMe TBDPSO™ TBDPSO™ ™x
N :
TBDPSO : N
= = i) oxidace
_— . + Li Ny —— ———=
0Ny 0 Ny N MeO ii) PPhy, THF
Tanaguciho
lakton 7 8 N tetrahydropyridin
TBDPSO/\_
=
OMe
_NaBH, _ HF CHzCN NaH, DMSO
_—
MeOH/THF ii) MsCl Pyridin 0, (14:1)
ii) MeCN, teplo

deoxychinin

Schéma VII Postup Storkovy syntézy chininu

Pivodni Rabeho strategii, ktera k vytvofeni bicyklu vyuZzivala vazby C8-N, se dostalo
opétovné pozornosti v roce 2003 na Harvardové univerzité, kdyz se Eric. N. Jacobsen
se svym tymem rozhodli vypofadat s jejimi nedostatky vyuzitim intramolekularni
amino-epoxidové cyklizace, jez se zaslouzila o vhodné prostorové uspoiadani na C4
(a tedy v disledku i na C8) [60,61] V zavislosti na uzivaném katalyzatoru béhem procesu
dihydroxilace, béhem niz dochazi k ptevodu alkenu na vicinalni diol, tato nova metoda
umoznovala stereoselektivné vybrat finalni produkt, a to bud'to chininu, nebo chinidinu.
Ten byl ziskdn uvolnénim ochranné skupiny na atomu dusiku vzniklého epoxidu

a naslednym vystavenim ultrazvuku. [39,57]

I ptes veSkeré pokroky laboratorni syntézy ziistdva tato cesta pro bézné a spolehlivé
ziskavani této latky upozadéna za extrakci z pfirodnich zdrojii, piestoze v laboratotich
muze byt syntetizovdna v pomérné vysoké Cistoté¢ (soucasné nejvyssi dosazend mira
vytézku chininu je 73 % [62]). Odpovedi na otazku proc¢, jak uz tomu nejcastéji byva,

je ekonomicka stranka véci. [53]
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2.3.4 CHININ A ZDRAVI

2.34.1 MALARIE
Malérie je onemocnéni typické napfi¢ tropy a subtropy, jehoz jméno je odvozeno
od latinského vyrazu pro ,Spatny vzduch“, mal’aria. [48,50] Ve skutecnosti
je ale zptisobované parazitickymi prvoky rodu Plasmodium — zimni¢kami. Ty do lidského
téla vstupuji prostfednictvim samicich zastupkyn komart, a to vyhradné rodu Anopheles,
jejichz cilem je pouziti odsavané krve jako potravy pro jejich vajicka. Pied vyménou
hostitele, k ¢emuz dochazi po penetraci pokozky, kdy trubice Gstniho 0stroji pronika
do krevniho obé&hu, parazité piebyvaji v jeho slinnych zlazach. V krvi parazit vstupuje
do Cervenych krvinek, kde se zivi na jejich proteinech, coz ma za dusledek jejich zniceni.
Ptiznakem malérie je tedy jednoznac¢né chudokrevnost, dale horecky, u nichz se mohou
rozvinout typické cykly horecky, silného poceni a pocitl zimnice, odvijejicich se
od zivotniho cyklu zimni¢ky. Dale se dostavuji bolesti hlavy a kloubd, kiece,
nebo zvraceni. V nejhorsich ptipadech dochazi k tmrti. Naptiklad v piipadé malarie Sifené
Plasmodii falciparum (Zimnickou tropickou) mize dojit i u neobycejné zdravych jedinct

k nahlé smrti zptsobené ¢etnymi krevnimi sraZzeninami v mozku. [39,50,63,64]

Jako samostatnd nemoc byla malarie klasifikovana béhem druhé poloviny 18. stoleti,
pfestoze na planeté¢ slidstvem piebyvala stovky, ne-li pifimo tisice let.
Dtvodem byl problém rozliSeni mezi horeckami vzniklymi malarii a témi jiného piivodu,
coZ ostatné ziistdva problémem do dneSniho dne, kdy mechanismus, jakym horecky

pusobi, stale nebyl zcela odhalen. [37]

Podle odhadi WHO (World Health Organization) mélo onemocnéni vroce 2021
celosvétové za nasledek okolo 247 miliont ptipadd, zcehoz je odhadovano,
ze okolo 619 000 z nich skonéilo umrtim. Valna vétSina téchto ptipadd (96 %) nalezi

africkému regionu, zejména jizné¢ od Saharské pouste, a 80 % détem mladsim 5 let. [64]

Jak jiz bylo neséetnékrat psano vyse, chinin je schopen se vyporadat s parazity v lidském
téle, avSak vyléceny pacient mnohdy po znac¢nou chvili zGstava chudokrevny, apaticky
aobecne¢ vycerpany. V nékterych ptipadech se miize nemoc také necCekané vratit
po n¢kolika tydnech az letech, nebot’ zimnicky dokazi po tento Cas preckat v jatrech,
aniz by v téle vzbudily jakykoli rozruch. [39,65] Nicméné v ptipadé¢ fecené P. falciparum

byla pozorovéna rezistence vii¢i piipravkim na bazi chininu, tudiz by bylo nemoudré
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chinin povazovat za univerzalni vselék. [39,48] I pfesto je ale tato latka v boji proti malarii

stale hojn¢ vyuzivana, a to zvlasté v ptipadech, kdy jiné 1é¢iva u pacientl nezabiraji.

2342 TOXICITA

Mimo lécbu malarie, diky niz se chinin ve zdravotnictvi proslavil bezesporu nejvice,
vyuziti nalezl rovnéz pii 1é¢bé kieCovitych stahu [40,49,66-70], jako anestetikum,
antiseptikum, nebo dokonce jako forma antikoncepce ¢i metoda pro dosazeni snazsiho
pribéhu porodu. Jak se ale tika: ,,davka délad jed,” a vzhledem k vysoké potencialni
toxicité, prestoZze podstatné mensi, nez v pfipadé svého isomeru chinidinu, neni
ptekvapivé, ze se od uzivani chininu v téchto ptipadech ustupuje ve prospéch jinych forem
1é¢by, pokud jsou k dispozici. [40,49,66-70]

Nejcastéji tak k vystaveni nebezpecnému mnozstvi dochazi béhem pokust o sebevrazdu
pfedavkovanim, nebo pfi poziti drog, zejména heroinu, do nichz byl chinin pfidan
jako nezadouci ptimés (podobnég, jako tomu bylo s kiirami chinovnikd pfed pfichodem
chininovych tabletek [34]), nejcastéji ve form& sirani nebo hydrochloridd.
Pfi intraven6znim podani pak takovéato smés vysoce pravdépodobné zpiisobuje kiece,
kéma nebo smrt. Dal$im Castym zdrojem predavkovani je mylna ptedstava, ze se chininu
da spolehlivé vyuzit pro vyvolani interrupce, kdy pocate¢ni davka nezabird, a tak dochazi
k jejimu zvySovani, dokud neni dosazeno toxickych hladin a otravé. Pfesto by ale nemél

byt konzumovan téhotnymi Zenami. [49,66-70]

Onemocnéni, které je zplsobeno pfiliSnym poZzitim chininu a jeho derivatl, nese
pojmenovani cinchonismus. Mezi jedny z prvnich pfiznakl patii nevolnost nasledovana
zvracenim, bolestmi bficha a prijmem. BéZné jsou rovnéZ bolesti hlavy, ataxie a zavrate,
bradykardie a arytmie a silné poceni. Nemalo Casty je také tinnitus neboli zvonéni v uSich.
Pii vysSich davkach muze dojit rovnéZz ke ztrat€ sluchu, zraku a ptipadné také Zivota.

[44,49,66-71]

Symptomt této nemoci se Cloveék docka zpravidla pii poziti vice nez 4 g Iéku,
coz vzhledem k tomu, ze obsah chininsulfatu v kapslich a tabletach se pohybuje v rozmezi
130-325 mg, odpovida piiblizné 12-30 kusim. K umrtim v disledku selhdni ledvin

dochdzelo jiz pfi mnozstvich kolem 8 g v pfipad€ dospélych jedincl, v pfipadé déti
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pak staci jen 1 g. [49,69,71] Presto byly hlaseny piipady, kdy byl organismus vystaven

anafylaktickému Soku po zkonzumovani i velmi malych mnozstvi. [66,70,72]

Chinin je ve stievech témér okamzit¢ vstfeban; nejvysSich hodnot jeho koncentrace
Vv krevni plasmé dosahuje béhem 1 az 3 hodin od poziti. [44,71] Prvni potiZze se zrakem
se dostavuji s prekro¢enim hladiny 10 mg.l'l krevni plasmy, avSak tato poskozeni
nemusi byt nutng trvald. Hladiny pfesahujici hodnotu 16 mg.I™ byvaji spojeny s kardialni

toxicitou. [49,71,73]

2.3.43 LEGISLATIVA
Vzhledem Kk nebezpe€i, které biologicka aktivita chininu pro c¢lovéka predstavuje,
neni S podivem, Ze v rdmci jeho pouziti v potravinaiském primyslu doslo ve vétSin€ zemi
k zakonnému stanoveni maximalniho piipustného mnozstvi této latky ke konzumaci.
Ve Spojenych statech americkych je chinin jakozto hydrochloridova nebo sulfatova sul
v sycenych napojich povolen do vyse 83 ppm (tj. piiblizng 83 mg.l?). [74,75]
Ovsem toto omezeni plati rovnéz pro celkové mnozstvi alkaloidd v chinovnikové ke,

jez se sama pouziva pro vyrobu nékterych napoja. [76]

V Evropé otazku diskutoval Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA).
Ve své zpravé vybor uvadi: ,, Soucasna uroven pouziti do 100 mg/l (jako chininova bdze)
V nealkoholickych napojich nepredstavuje toxikologické riziko. Prispévek ostatnich pouziti
chininu v potravinach a alkoholickych napojich k dennimu prijmu byl povazovan
za zanedbatelny.” [77, str. 9] OvSem stale se zaobira potiebou fadného znaceni produktu

pro potieby osob na latku citlivych.

Koneéng v Cesku se hraniéni hodnotou mnozstvi chininu v potravinich zaobira
vyhlaska ¢. 447/2004 Sb., ktera u nealkoholickych napoji na bazi vody a alkoholickych
napoji s vyjimkou piva, vina a lihovin povoluje nejvyse 75 mg.l'l,

v piipadé lihovin pak 300 mg.I™. [78]
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2.3.5 VYBRANE PRIPADY STANOVENI CHININU

Chinin mize byt stanovovan riznymi analytickymi metodami, piestoze mnoho z nich
pii detekci pouziva pravé spektralnich vlastnosti této latky. K potiebé stanoveni dochazi
predevsim kvuli silné biologické aktivité chininu, a tak knému dochazi piredevsim
uvzorkll potravin a napoju [75,79-81], ptipadné¢ u léCebnych piipravki ¢i béhem
1ékaiskych prohlidek. [54,81] K jeho stanoveni dochazi i ve vzorcich kury chinovniku.
[82] Dale pak byva castokrat pouzivany jako wvnéj$i standard v metodach UV/VIS
spektrometrie. [3,4] Ptehled metod pouzitych ke stanoveni chininu v uvedenych vzorcich
je uveden v tabulce (Tab. I).

Vybranymi metodami jsou kapilarni izotachoforéza CITP (z anglického: capillary
isotachophoresis) [81], iontova parova chromatografie na reverzni fazi RP-IPC
(z anglictiny: reversed phase ion pair chromatography) [75], vysokotG¢inna kapalinova
chromatografie HPLC (z angli¢tiny: high performance liquid chromatography) bez [79]
a s modifikaci zonové fluidiky ZF-HPLC [80], plynové chromatografie GC
(z angli¢tiny: gass chromatography) [54] a voltametrii ¢tvercovych vin SWV
(z anglického: square wave voltametry), piip. diferen¢ni pulzni voltametrii DPV

(z anglického: differential pulse voltametry). [82]

Tabulka | vybrana stanoveni chininu v napoejich, mo¢i, kife a lé¢ivech

separacni metoda forma detekce LOD [ug.I""1|L0Q [pg.I™"] vzorek/ky
CITP UV absorpce 5000 - ndpoje, farmaceutické pfipravky, mo¢
UV spektrometrie 20 - L.
RP-IPC - - napoje
fluorimetrie 4 -
HPLC LIF 0,64 1 napoje
ZF-HPCL UV/VIS spektrometrie 250 800 napoje
GC MS 1000 - moc¢
SWV 0,132 0,441 . . . ,
extrakce napoje, kira chinovniku
DPV 0,238 0,793
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

ANALYZOVANE VZORKY

Pro podstoupeni analyzy bylo vybrano celkem 12 chinin obsahujicich vzork dostupnych

v bé&znych obchodnich fetézcich s potravinami. Tabulka (Tab. Il) uvadi jejich ptehled.

11 z téchto vzorki vybranych pro analyzu byly toniky riznych druhi a vyrobcd,

zbyly (vzorek VI) byl pak naplni pro domaci sodovou vodu SodaStream. Obsah chininu

na etiketach vzorki nebyl uveden.

Tabulka 11 Pfehled vzorki analyzovanych v bakalafské praci

vzorek komercni nazev vyrobce Cislo Sarze
| Kinley London Style Tonic Water Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.o0., Ceska republika | L 21.09.22XG23:15
1l Schweppes Indian Tonic Mattoni 1873 a.s., Ceskd republika C30012216
11 Schweppes Bitter Lemon Mattoni 1873 a.s., Ceskd republika C02030412
\' Schweppes Pink Tonic Mattoni 1873 a.s., Ceska republika C31010339
\' River Indian Tonic Water MASPEX Czech s.r.o0., Ceska republika L2112141ZP T
Vi SodaStream Tonik SodaStream Industries Ltd., Izrael LOT 47081
Vil Kinley Pink Aromatic Berry Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.o., Ceska republika | L 16.02.23XG04:08
VIl Kinley Stockholm style Bitter Lemon Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.o., Ceska republika | L 27.11.22XG20:19
IX Kinley London style Ginger Ale Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.o., Ceska republika | L 16.02.23XG08:23
X Original Tonic Water Lidl Stiftung & Co. KG, Némecko L2336:113:04
X1 Fever-Tree Premium Indian Tonic Water Fever-Tree, Némecko L22277K303_BE
Xl THOMAS HENRY Cherry Blossom Tonic Thomas Henry GmbH & Co. KG, Némecko L 2212508
3.2 POUZITE CHEMIKALIE

K pfipravé standardnich roztoki chininu byl pouzit chinin bezvody (SIGMA-ALDRICH,
>08 %, Neémecko) aziedéna kyselina sirovda (PENTA s.r.o., 96% p.a., Cesko).

K rozpousténi a fedéni byla rovnéz pouzita demineralizovana voda.

3.3

INSTRUMENTACE A EXPERIMENTALNI PODMINKY

Pfi ptipravé matrice byl pouzit stolni pH-metr inoLab® 7110 (Némecko) s kombinovanou

sklenénou elektrodou (WTW, Némecko). Elektroda byla pied méfenim sefizena

dvoubodovou kalibraci na standardni tlumici roztoky o pH = 4,00 a 7,00.

Pii proméfovani absorpénich spekter bylo vyuzito spektrofotometru Jasco modelu V-770

(Jasco ABLE, Japonsko). Pro tvorbu kalibra¢ni kiivky a posléze kvantitativni analyzu

a ,,spikovani“ analyza probihala na spektrofluorimetru Jasco FP-8300 (Jasco ABLE,

Japonsko).
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Blizsi specifika, pfi nichz byly pfistroje pouzivany, jsou uvedeny v tabulkach

(Tab. 111, 1V). Rovnéz bylo provedeno proméfeni excitaéniho a emisniho spektra standardu
chininu za nastaveni podminek odpovidajicimu obsahu tabulky (Tab. V). Pfi méfeni bylo
pouzivano ruznych nastaveni citlivosti, ktera jsou pro jednotlivdi méfeni uvedena

v tabulkach (Tab. VI).

Tabulka Il Parametry spektrometrickych méfeni
na pristroji Jasco V-770

Tabulka IV Parametry spektrofluorimetrickych
stanovovani na p¥istroji Jasco FP-8300 (informace o
prislusenstvi viz (Tab. VI))

PARAMETRY PARAMETRY
fotometricky mod absorpce excitaéni vinova délka 350 nm
délka pasma (bandwidth) 2nm emisni vinova délka 450 nm
rychlost skenovani 400 nm/min excitacni délka pasma 5 nm
start 800 nm Y 7
, 00 emisni délka pasma 5nm

onec, : nm rychlost skenovani 100 nm/min
datovy interval 1nm . .
shutter excitacni otevreny
kyveta plast shutter emisni otevieny

Tabulka V Parametry spektrofluorimetru béhem méfeni excitaéniho a emisniho spektra standardu chininu

PARAMETRY
EXCITAENI SPEKTRUM kyveta plast |shutter excitaéni otevieny |excitacnifiltr| ne
emisni vinova délka 450 nm|start 230 nm|shutter emisni otevieny |emisni filtr ne
excitacni délka pasma | 5nm |konec 440 nm|citlivost nizka
emisni délka pasma 5nm |datovy interval| 1 nm [rychlost skenovani|100 nm/min
EMISNi SPEKTRUM kyveta plast |shutter excitaéni otevieny |excitacnifiltr| ne
excitaéni vinova délka | 350 nm|start 370 nm|shutter emisni otevieny |emisni filtr ne
excitaéni délka pasma | 5nm |konec 600 nm|citlivost nizka
emisni délka pasma 5nm |datovyinterval| 1 nm [rychlost skenovani 100 nm/min

Béhem prace na spektrofluorimetru byly vyuzity plastové kyvety UV-Cuvette (Brand
GMBH + CO KG, Némecko), kiemenna kyveta (RMI s.r.o., Cesko), béhem prace

na spektrofotometru byly vzorky umistovany do plastovych kyvet (Brand GMBH + CO

KG, Nemecko). Optické délky vsech téchto kyvet byly 10 mm.

Upotiebeny byly rovnéz dva atenuatory, neboli filtry, ¢i deskové tlumie zafeni, (Jasco

ABLE, Japonsko), ptic¢emz filtr A (FA) zeslabuje prochazejici zateni o 14 %, filtr B (FB)

098 % [83]. Typ pro méfeni pouzitych kyvet i atenuatort je uvadén v tabulkach

(Tab. V).
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Tabulka VI Piehled nastaveni citlivosti, pouZitych filtri a kyvet p¥i spektrofluorimetrickych méfenich 1-4

| CITLIVOST A PRISLUSENSTVI |

|méFen|’ citlivost | excitacni filtr | emisnifiltr | kyveta |

0 a | stfedni ne ne kfemen
b | stfedni ne ne plast
a | stfedni ne ne plast
5 b nizka ne FB plast
c | stredni ne FB plast
d | stfedni ne FA plast
| 3 |n|'zké| ne | FB | plast |
| 4 | nl'zkél ne | ne | plast |

3.4 POSTUP MERENI

3.4.1 STANOVENI OPTIMALNIHO pH
Pro vybér optimalniho pH bylo podle postupu z pracovniho navodu [10] vyuzito sedmi
25ml odmémych bandk obsahujicich roztoky chininu o koncentraci 2,5.10° mol.I*
Sruznymi hodnotami pH, jichz bylo ziskano rozdilnym obsahem kyseliny H,SO4
podle tabulky (Tab. VII). Po provedeni nadavkovani byl obsah odmérné baiky doplnén
destilovanou vodou po rysku.

Tabulka V11 Priprava roztoki pro urceni optimalniho pH matrice

davkovany objem (ml)*
PH (cca) o o M H,50,]0,0125 M H,50, |0,0005 M H,50,

127 5 - -

212 - 10 -

2,73 - 2 -

3,40 - - 10

4,10 - -

4,28 - - 1

6,95 - - -

* davkované objemy jsou uvedeny na celkovy objem 25 ml

Obsahy téchto ban€k byly postupné vlity do vhodné veliké kadinky a pomoci pH-metru
byla stanovena jejich kyselost. Roztoky o znamych kyselostech pak byly vlozeny
do plastovych kyvet a na spektrofluorimetru podrobeny méfeni za podminek tabulky
(Tab. 1V) pii stfedni citlivosti a pii excitacni vinové délce 350 nm, pficemz fluorescence

byla pozorovana pii 450 nm.
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3.4.2 PROMERENI SPEKTER
Pro zvoleni optimalnich vlnovych délek k excitaci vzorkii a pozorovani emise jejich
fluorescen¢niho zéafeni bylo nutno proméfit excitatni a emisni spektra. K tomu bylo
vyuzito spektrofluorimetru Jasco FP-8300. Po nastaveni parametri uvedenych

v tabulce (Tab. V) bylo proméfeno nejprve excitacni, posléze emisni spektrum.

Rovnéz byla proméiena absorpcni spektra nékterych vzork s ohledem na moznou
absorpci zafeni barvivy v nich obsazenymi. Toto se délo na spektrofotometru Jasco
modelu V-770 za podminek z tabulky (Tab. I11). Vzorky byly fedény, aby se jejich signaly
dostaly do optimalnich hodnot, a to tak, aby jejich vyslednd koncentrace kyseliny sirové

zistala stejna jako v ostatnich piipadech, tedy 5 mmol.I™.

3.4.3 STANOVENI OBSAHU CHININU VE VZORCICH
Pred kazdou sérii méfeni byla provedena kalibrace metodou vnéjsi kalibrace. Postupnym
fedénim zasobniho roztoku chininu vzniklého pfesnym navaZenim priblizné 6,25 mg
do odmérné baiiky o objemu 250 ml (c = 25 mg.I™) tak byla pfipravena série kalibracnich
standardd, jejichz koncentracni rozsah se ménil v zdvislosti na méfeni. Pro upravu pH
prostiedi byla pouzita kyselina sirovd a to tak, aby jeji vyslednd koncentrace

byla 5 mmol.I™.

Analyzované vzorky tonikli byly pfed méfenim zbaveny rozpusténého oxidu uhlicitého
pomoci ultrazvukové 1azné€ po dobu 15-20 minut podle potieby. I zde byly vzorky fedény
smési destilované vody a kyseliny sirové tak, aby vysledna koncentrace kyseliny
odpovidala uvedené koncentraci 5 mmol.I"*. M&feni bylo spousténo po uplynuti 5 sekund

po vlozeni do pfistroje a uzavieni jeho vika.

Na zavér stanoveni byla provadéna analyza obohacenych vzorku ke zjisténi vytéznosti Ry
méfeni. Po ptidavku roztoku chininu o znamé koncentraci (,,spikovani*), kdy bylo
do odmérnych ban¢k o objemech 25 ml mikropipetou vlozeno 2,500 ml vzorku, zadny,
1,000, nebo 2,000 ml standardu (pro tyto ucely bylo vyuzito roztokd pouzitych béhem

kalibrace) a jejich nasledném proméfeni.
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3.4.4 MEZDETEKCE
Mez detekce byla stanovovana na spektrofluorimetrickém pfistroji za podminek uvedenych
v kapitole 3.3. Pouzitd instrumentace a experimentdlni podminky. DoSlo k deseti-
nasobnému prométeni téhoz roztoku blanku (Slepého pokusu) a kalibra¢niho roztoku

0c¢=0,01mg.I".

3.5 ZPRACOVANI DAT
Stanoveni koncentrace chininu ve vzorcich metodou fluorescencni spektrometrie
bylo provedeno metodou vné&jsi kalibrace a metodou ptidavki standardu. Po vneseni
hodnot zaznamenanych béhem tvorby kalibra¢ni zavislosti metodou nejmensich ¢tvercii
do grafu v tabulkovém softwaru MS Excel 2007, byla programem vygenerovana linearni
spojnice trendu y = a - x — b. Po dosazeni veli¢in naleZejicich pfisluSnym osam do této

rovnice byla ziskana zavislost
I'=a-cchinin—b (12)

kde | znag&i intenzitu fluorescence a ¢ hmotnostni koncentraci v mg I (ppm), a smérnici
linearni zavislosti a b usek linearni zavislosti. V témz programu byla ziskana i hodnota

koeficientu determinace R?.

Faktor vytéZnosti pro ovéfeni vytéznosti stanoveni R (v %) byl uréovan pomoci

nasledujiciho vztahu

Ry = “2-2.100 (13)

Cref

vV némz Cs, znaci koncentraci latky v obohaceném ,,spikovaném® vzorku, c,, koncentraci ve

vzorku bez dalsiho piidavku a Cres koncentraci chininu v piidavku.

Pro vypocet meze detekce (LOD) byl pievzat upraveny postup z technického piehledu

[84], z n€éhoz byla po upravé na stanovovanou latku ziskana rovnice (14).

3 -smeérodatnd odchylka
LOD = Cchinin * (14)

cisty signal (vzorek—slepy pokus)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

41 VLIV pH
Podle postupu z kap. 3.4.1. Stanoveni optimalniho pH byly prozkoumany fluorescenéni

vlastnosti sedmi vodnych roztoki chininu o rtznych koncentracich kyseliny sirové.
Zjisténych n hodnot intenzit emisniho zafeni bylo zprimérovano a zapsano do tabulky
(Tab. VIII). Tyto praméry byly nasledné vyneseny oproti hodnotdm pfislusnych pH
do grafu (Graf 1).

Tabulka VIII naméfené hodnoty fluorescenéni intenzity pro roztoky matrice o riznych pH, (n = 2)

pH | primérna intenzita
1,27 9282,7023
2,12 9523,6777
2,73 9474,8824
3,40 7682,0168
4,28 480,0138
6,95 471,8179
10000
* L 2 L 2
9000 -
@ 8000 - .
§ 7000 -
& 6000 -
S
3 5000 -
i
£ 4000 -
§ 3000 -
c
= 2000 -
1000 -
L 2 L 2
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
pH

Graf 1 zavislost intenzity fluorescen¢niho zai'eni na pH pouzité smési

Z téchto dat bylo vybrano optimum rozsahu pH, v némz je intenzita signalu pokud mozno
nejvys$si a hodnota pH roztoku vuci vykyvim obsahu kyseliny sirové v této oblasti
nejrobustnéj$i. Tato oblast se ukézala byt pii pouziti 10,0 ml 12,5 mmol.1™* H,SO, pro
roztok ve 25ml odmérné baice, tedy pii koncentraci kyseliny sirové v prosttedi 5 mmol.I7,

kdy je pH roztoku 2,73 a jim poskytovany fluorescencni signal 9474,882.
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42 SPEKTRA

4.2.1 EXCITACNI A EMISNi SPEKTRA
Pted pocatkem méfeni bylo tieba urcit vhodné vinové délky pro excita¢ni a emisni zareni.
K tomu bylo vyuzito spektrofluorimetru Jasco FP-8300. Po nastaveni parametrii pfistroje

uvedenych v tabulce (Tab.V) byla spusténa méfeni, proCez byla ziskana nasledujici

spektra (Grafy 2, 3).
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Graf 2 Excitaéni spektrum standardniho roztoku chininu (¢ = 1 mg.1™)
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Graf 3 Emisni spektrum standardniho roztoku chininu (c = 1 mg.l‘l)
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Excitacni spektrum (Graf 2) poskytlo dvojici pasti s maximy pii vinovych délkach 250 nm
a 348 nm. Ve druhém ze zminénych dvou pitipadl zlstaval signal i pfi malych upravach
vlnové délky znacné robustni. Z emisniho spektra (Graf 3) bylo zjisténo maximum
intenzity pii vlnové délce 448 nm, pificemz byl v jeho bezprostfednim okoli signal

dostateéné robustni.

4.2.2 ABSORPCNI SPEKTRA
Jak bude uvedeno nize, signaly nékterych vzorka byly pomérné nizké. Pro zjisténi diivodu
byla vzorkiim prométena jejich absorp¢ni spektra pro ptipad, Ze by za slabosti signalu stala
absorpce nékterou jinou latkou obsazenou ve vzorku spolu se stanovovanym chininem.
Prvnim proméfenym roztokem byl standard chininu o koncentraci 50 mg.I* (ppm).

Jeho spektrum je vyobrazeno na grafu (Graf 4).

2,40
1,90 -
1,40 -
0,90 -

0,40 J

-0,10 -
200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00

vinova délka A (nm)

absorbance A

Graf 4 Absorpéni spektrum standardniho roztoku chininu

Promé&feny byly vSechny vzorky. Piiklady spekter nékterych (jednoho ¢irého (1), dale pak
vzorku barevného (IV) a matného (VIII)) z nich jsou uvedeny nize (Grafy 5-7). V nich
je mozno pozorovat mnohdy jen velmi slaba maxima v okoli 350 nm. JelikoZ roztoky
pti této vinové délce absorbuji jen velmi slabé, vysvétluji se tim slabé odezvy nékterych
ze vzorkd. Aby jejich signal dosahoval pfiblizné podobné absorbance A jako signal

standardu, byl kazdy vzorek n€kolikrat proméfen a vhodné ziedén.
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absorbance A
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Graf 5 Absorpéni spektrum vzorku I (fedéno 1:10)
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Graf 6 Absorpéni spektrum vzorku IV (fedéno 1:2)
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Graf 7 Absorpéni spektrum vzorku VIII (fedéno 1:20)
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Prestoze nebyla potvrzena piitomnost latek absorbujici zafeni v misté fluorescence
(okoli 450 nm), z uvedenych spekter (Grafy 5-7) je jiz okem patrna odchylka od signalu
¢istého chininu (Graf 4). V okoli 250 nm dochazi u vSech uvedenych ptipadt k vyraznému
roz$iteni piku, ktery se v grafu (Graf 6) siln¢ promita i do oblasti druhého excita¢niho

pasma pii 350 nm. Samotné piispévky v této oblasti byly obecné pomérné slabé.

Na absorpcnich spektrech je v oblasti pod 250 nm rovnéz pozorovatelny vyrazny Sum,
ktery je mozno vysvétlit skute¢nosti, ze se méfeni odehravalo na okraji udavaného rozsahu

pouzitelnosti kyvety (kyveta pouzitelna od 230 nm).

Ackoliv byl tedy signal nékterych vzorkl s pouzitim excitac¢ni vinové délky 350 nm velmi
slaby, pouziti vinové délky 250 nm pro excitaci by mohlo zptsobit zhorSeni pfesnosti,

a to at’ uz vlivem interferujicich jinych latek nez latky stanovované, tak vlastnostmi pouzité

kyvety.

43 POROVNANI KYVET
Jiz byla zminéna moznost potencialni chyby pii pouziti plastové kyvety v oblasti
pod 230 nm. | pfesto, ze je tato oblast relativné daleko od 350 a 450 nm pouzivanych
k analyze, byl prométen vliv zmény materialu kyvety na intenzitu poskytovaného signalu.

Tomuto odpovidaji méreni 1a a 1b z tabulky (Tab. VI) pfi stfedni citlivosti.

Tabulka IX MERENI 1a, 1b: Porovnani u¢innosti kitemenné (méieni 1a) a plastové (1b) kyvety (kalibra&ni
standardy), (n = 2)

4 primérna intenzita
c[mg.l"] — ” -
kfemenna kyveta | plastova kyveta
0,05 105,794 69,299
0,1 231,497 182,262
0,5 1201,800 1151,300
0,75 1787,675 1745,835
1 2409,585 2334,005

Smérnice pfimek téchto méfeni byly spolehlivé linearni a pro vzorek ¢.V (zfedéného
v poméru 1:10) byly pomoci rovnice (12) zji§tény koncentrace 0,497 mg.I" pro kiemennou

kyvetu a 0,498 mg.I"™* pro kyvetu plastovou, jak ukazuje tabulka (Tab. IX).
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Tabulka X MERENI 1a, 1b: Stanoveni koncentrace ., vzorku & V a spoéteni vytéZnosti Ry pridavkem pro
ki‘emennou a plastovou kyvetu, (n = 3)

kifemenna kyveta plastova kyveta
spike (xkrat)| c s [mg.I"1| ¢,y [mg.I']| | Primérna intenzita R¢ pramérnd intenzita| R;
0 0,000 0,497 1137,309 1190,103
1 0,075 0,571 1313,963 99% 1378,861 104%
2 0,150 0,647 1496,162 100% 1565,413 104%

Zjisténé koncentrace byly v obou piipadech dostatecné podobné (rozdilna vytéznost
je v tomto piipadé zanedbatelna) a tak byla pro dalsi stanoveni uzivana jiz pouze plastova

kyveta.

44  VYBRANE VALIDACNi PARAMETRY
Tato prace pro ucely validace pouzila tfi parametrii: rozsahu kalibrace, meze detekce

a vytézZnosti.

441 ROZSAH KALIBRACE
V této cCasti, ktera méla za cil vybrat nejvhodnéj$i kombinaci parametrd, jakymi jsou
nastaveni Citlivosti pfistroje a pfitomnost, popi. také typ filtru, byla postupné pouzita
vSechna specifika meéreni 2 ztabulky (Tab. VI), a sice konkrétné¢ 2a az 2d.
Rovnéz byl zjistovan koncentracni rozsah, v némz je metoda pouzitelna a jeho vliv na tvar

kalibra¢ni zavislosti.

Byla generovana ctvetice kalibracnich zavislosti, pfi¢emz kazdé nalezely parametry
2a az 2d (Tab. VI). Kazdy kalibra¢ni vzorek byl celkem tiikrat proméfen a tyto hodnoty
zprumérovany (Tab. XI). Koncentrace standardi nabyvaly hodnot 0,05 az 10,00 mg.l'1
véetné. Po piekroCeni hranice hodnoty intenzity 10 000 jiz signal nenarUstal

a nebylo tedy mozné v tomto rozsahu dale pracovat.
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Tabulka XI MERENI 2a-d: Kalibraéni standardy a jejich intenzity, (n = 3)

pramérna intenzita
2a 2b 2c 2d
0,050 115,709 | 2,519 33,731 178,540
0,100 235,993 | 5,107 59,828 405,442
0,500 |1122,878] 24,341 295,364 1839,429
0,750 1675,810] 36,196 443,243 2943,823
1,000 2308,075| 49,655 607,984 3886,196

c [mg.l‘l]

filtr ne FB FB FA
citlivost | stredni nizka stredni stredni

Pro kalibraci bylo tedy zvoleno rozmezi, pii némz byla kalibra¢ni zavislost stale jesté
dostate¢né linearni a v némz mohly byt tyto zavislosti vyjadieny vedle sebe v jednom grafu

(Graf 9).
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Graf 8 MERENI 2a-d: kalibraéni kfivky ziskané za podminek 2a (modr4), 2b (€ervend), 2 (Sed4) a 2d (Zluts)
Zhodnot koeficientd  determinace R? je patrné, ze nejpresnéjSich vysledki
mize byt dosazeno s pouzitim podminek 2b, tedy uskute¢nit méfeni na nizkou citlivost
s uzitim U¢innéjsiho excitacniho filtru B. Vyuziti FA pak pfinasi o néco horsi spolehlivost
vysledkti spolu s vyrazné€ niz§im rozsahem intenzit, v némz je sila odezvy detektoru
stale pouzitelna, jak je ostatné vidét v tabulce (Tab. XI). Zbylé dvé kalibrace se mezi sebou

pfilis nelisi a jsou rovnéz pomérné piesné.
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Z tabulky (Tab. XI) Ize ptedpokladat, ze nastaveni 2b je vyuzitelné i pro znatelné vyssi
koncentrace. To bylo podrobnégji prozkoumano b&éhem méreni 3. Doslo k pripravé
kalibra¢ni fady (Tab. XII) s jejiz pomoci byl vygenerovan graf (Graf 9). Bylo usilovano
o0 to, aby standardy byly od sebe (ve vétsiné piipadi) vzajemné vzdalené v pokud mozno

tychz intervalech.

Tabulka X11 MERENI 3: kalibra&ni roztoky a jejich intenzity, (n = 3)

¢ [mg.I"] primérna intenzita
0,100 25,336
1,000 257,869
2,500 623,650
5,000 1205,571
7,502 1735,844
10,000 2147,330
12,498 2512,522
14,996 2858,848
19,992 3391,421
4000 -~
3500 - o
3000 - .
g 2500 *
£ 2000 - ¢
£ 3
= 1500 -
23
1000 -
so0 { ¢
X3
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25
koncentrace c [mg.I]

Graf 9 MERENI 3: Rozsifena kalibrace pro parametry 2b

Je-li tedy béhem méfeni uzivan jako excitacni filtr FB, muize byt dosaZeno detekce
relativné vysokych mnozstvi stanovované latky, zatimco bez pouziti filtru je v takovych
pfipadech nutnost pouzivat nejvyse nizkou citlivost pfistroje, a to piesto jen do hmotnostni
koncentrace cca 5 mg.I™". S pouzitim ir§iho rozsahu kalibrace je viak nutno pocitat
S pritomnosti rostouci chyby spocivajici v odklonu od linearity vztahu mezi intenzitou

a koncentraci.
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442 MEZ DETEKCE
Za Gcelem uréeni meze detekce LOD byl za podminek méreni 4 desetkrat proméfen signal
slepého pokusu a kalibra¢niho standardu (¢ = 0,010 mg.1™). Jejich hodnoty (Tab. XIII)
byly zprimérovany, procez byly pro slepy pokus a standard ziskany hodnoty intenzity
1,46756 a 15,59294 resp.

Tabulka X111 MERENI 4: Intenzity signalu blanku a kalibra¢niho standardu (c = 0,010 mg.1™") pro LOD, (n = 10)

intenzita signalu
blank standard
1,5716 14,9098
1,5273 15,5684
1,5174 15,7013
1,4576 15,9099
1,4445 15,5845
1,4461 15,5251
1,4276 15,6613
1,4278 15,6645
1,4280 15,6800
1,4277 15,7246

Smérodatna odchylka z méfenych hodnot byla programem MS Excel 2007 z hodnot
sloupce blanku uréena na 0,0493. Podle rovnice (14) pak takto vypoctena mez detekce
LOD byla 1,05.10* mg.I™.

443 VYTEZNOST
Vytéznost byla uréena s pomoci rovnice (13). Vybrané vzorky (I, I, VIII a X)
byly podstoupeny ,.spikovani“ 1 ml standardu o koncentraci 1,000 mg.I"* do 25 ml baiiky
obsahujici 2,500 ml 10krat zfedén¢ho vzorku. Pro vypocet bylo pouzito smérnice
kalibra¢ni ptimky z kap. 4.6. Fluorimetricka analyza vzorku. Vysledné hodnoty zachycené
Vv tabulce (Tab. XIV) si byly vzdjemné pomérné blizké (100 = 5 %) a jejich rozdily

proto zanedbatelné.
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Tabulka X1V MERENI 4: Intenzity, vypottené koncentrace a faktory vytéznosti R; vzorki I, ITL, VIII a X, (n = 3)

vzorek |Cres [mg.l‘1] priumérna intenzita | |Crea [mg.l'l] R¢
0,000 409,0024 0,49
| 0,200 563,6254 0,68 97%
0,400 725,2892 0,88 99%
0,000 304,9126 0,36
Il 0,200 467,3459 0,56 102%
0,400 631,4090 0,77 102%
0,000 366,8748 0,43
VI 0,200 533,0470 0,64 104%
0,400 703,2941 0,86 105%
0,000 611,3931 0,74
X 0,200 773,9462 0,94 102%
0,400 939,0096 1,15 103%

45 FLUORIMETRICKA ANALYZA VZORKU
V meéreni Cislo 4 bylo za ptislusnych parametrt z tabulky (Tab. V1) provedeno stanoveni
chininu vevsech vzorcich (I-XIl). Pouzity kalibratni rozsah se skladal
zcelkem 9 kalibracnich standard(, jejichz koncentrace a jim piisluSejici intenzity

fluorescenéniho zafeni jsou uvedeny v tabulce (Tab. XV).

Tabulka XV MERENI 4: koncentrace a intenzity kalibraénich roztoki, (n = 3)

c [mg.l-1] | primérna intenzita

0,010 15,593

0,100 79,429

0,250 200,728
0,500 416,498
0,750 626,286
1,000 853,979
3,000 2462,103
4,000 3222,932
5,000 3963,204

Z téchto dat z tabulky (Tab. XV) byl vytvoien graf (Graf 10). Ze smérnice body prolozené
ptimky byly s uZitim rovnice (12) ziskany koncentrace jednotlivych vzorkll Cyyveta V kyveté
a Creal Ve VZOrku po zapocteni faktoru fedéni. VSechny takto ziskané hodnoty byly zapsany
do tabulky (Tab. XVI). U vzorki bylo usilovano o to, aby bylo vzorek nutno fedit

co nejmén¢ a pokud mozno uniformné (min. 10krat).
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Graf 10 MERENI 4: Graf kalibraéni zavislosti

Tabulka XVI MERENI 4: Koncentrace vzorki I-XII stanovené fluorescenéni spektrometrii (ckyveta znaéi koncentraci
chininu v kyveté, creal koncentraci pfed zifedénim), (n = 3)

vzorek |Fedéni (xkrat) pramérna intenzita | |cyyveta [mg.I'I] Creal [mg.I'I]
I 10 3647,3370 4,55 45,5
Il 20 3014,6767 3,75 75,1
Il 10 2355,8813 2,93 29,3
vV* 10 183,6758 0,22 2,2
Vv 20 2141,8692 2,66 53,2
VI 1000 1229,7850 1,52 1515,6
ViI 10 4,0848 - -
VIII 10 2998,6160 3,73 37,3
IX 10 11,1203 - -
X 20 2819,3311 3,51 70,2
Xl 30 2367,4089 2,94 88,3
XII* 10 505,6135 0,60 6,0

* pro vypocet koncentraci byla pouZita smérnice ochuzené kalibracni krivky
(pouze prvnich 6 bodu)

Nebot’ byly signaly vzorkd VII a IX slab$i, neZ signal nejméné koncentrovaného
kalibra¢niho standardu, nebylo u nich s pouzitim daného rozsahu kalibrace a excitace
pfi 350 nm mozné spolehlivé stanovit obsah v nich piitomného chininu. Resenim by mohla

byt analyza neziedéné¢ho vzorku.

Pro vzorky IV a XII, jejichz naméfené intenzity byly oproti ostatnim rovnéz podstatné

slabsi, bylo pro zvySeni pifesnosti vysledkii u vzorkd v této oblasti pouzito ochuzené
kalibrace (0,010 — 1,000 mg.I™).
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4.6  DISKUSE VYSLEDKU
V priibdhu této prace byla ziskand mez detekce LOD 1,05.10* mg.I. Ta dosahuje
Vv porovnani s mezi detekce ze studie [75] z tabulky (Tab. I) pouzivajici pro stanoveni
chininu téZe fluorimetrické metody (LOD = 4.10" mg.I™) osmatficetindsobného zlep3en.
Zminéna studie ve vzorku odhalila ptitomnost 36,50 +0,42 mg.l'1 chininu. Komeré¢ni nazev
zkoumaného vzorku toniku vni bohuZel neni uveden a nezaobird se ani faktorem
vytéznosti. Dana Ceska vyhlaska ¢. 447/2004 Sb. ani zbyla referovana legislativa zminky

0 mezi detekce rovnéZ neobsahuje.
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5 ZAVER
Pomoci metody fluorescenéni spektrometrie byly provéfeny dopady pH, materialu kyvety
a pritomnosti ruznych typa filtrd na intenzitu pfistrojem registrovaného emisniho zareni
a spolehlivost meéfeni. Bylo odhaleno, ze typ zkouSenych materidlu nijak zasadné
neovlivituje kvalitu méfeni a ze pii nizké citlivosti pfistroje je mozno spolehlivé méfit
i pi koncentracich kolem 5 mgl™. Mez detekce LOD méfeni nabyva 1,05.10* mg.I™.

Bylo dosazeno vytéznosti pohybujicich se mezi 97 a 105 %.

Déle probéhlo rovnéz stanoveni chininu ve dvanacti potravinovych vzorcich,
z ¢ehoz 11 z nich byly toniky a 1 pfipravek na vyrobu domaciho SodaStreamu. U dvou
z téchto vzorkil (VII, IX) nebylo mozné obsah latky spolehlivé urcit z divodu nizkého
fluorescen¢niho signalu pii pouziti excitatniho zafeni o vlnové délce 350 nm. Pouzitim
zateni pii 250 nm by dosahované signaly byly vys$si, avSak méfeni by tak mohlo byt
znaén¢ zkresleno vlivem potencidlnich interferentli, jejichz pfitomnost s uzitim dat
této prace nelze vyvratit. Vzorek II vykazuje koncentraci na hranici zdkonem povoleného
mnozstvi vyhlaskou ¢. 447/2004 Sb., vzorky XI a VI pak tuto mez piekracuji, ackoliv
vzorek VI neni uréen k pfimé konzumaci a je naplni pro 18 velkych SodaStream lahvi
napoje.

V obou ptipadech, v nichz je pfekrocen Ceskou vyhlaSkou stanovené mezni mnoZzstvi,
se jedna o zbozi zahrani¢ni vyroby, a ackoliv nevyhovuje Ceské legislativé, zpravé EFSA

Vv zasadé nijak neodporuje.

57



CITOVANA LITERATURA

[1] G. Joos, I. M. Freeman, Theoretical Physics, ThriftBooks-Dallas, Dallas 1987.

[2] D. Halliday, R. Resnick, J. Walker, Fyzika: vysokoSkolska u¢ebnice obecné fyziky,
Prometheus, Praha 2000.

[3] D. A. Skoog, F. J. Holler, S. R. Crouch, Principles of Instrumental Analysis, seventh
ed., Cengage Learning, Boston, 2018.

[4] B. Valeur, M. N. Berberan-Santos, Molecular Fluorescence: Principles and
Applications, Wiley-VCH Verlag GmbH, 2001.

[5] W. E. Galen, Instrumental Methods of Chemical Analysis, International Student
Edition, McGraw-Hill Book, Kogakusha, Tokyo, 1969.

[6] Encyclopedia Britannica, Radiation.
https://www .britannica.com/science/radiation, stazeno 14. dubna 2023.

[7] N. S. Bayliss, The Permicron: a Unit of Wave Number, Nature, 3. biezen 1951, 167.

[8] K. Stefan, J. Lesko, Spektralne metody v organickej chémii, Vydavatel'stvo Technickej
a Ekonomickej Literatury, 1780.

[9] H. C. Ishikawa-Ankerhold, R. Ankerhold, G. P. C. Drummen, Advanced fluorescence
microscopy techniques - FRAP, flip, flap, FRET and flim, ResearchGate, 2. dubna 2012.

[10] VSCHT, FLUORIMETRIE.
http://old.vscht.cz/anl/lach2/FLUORO.pdf

[11] Encyclopedia Britannica, Luminiscence.
https://www.britannica.com/science/luminescence, stazeno 15. dubna 2023.

[12] Piirodoveédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Spektralni metody studia
chemickych latek.
https://www.prf.upol.cz/fileadmin/userdata/PrF/katedry/afc/Studijni_materialy/Spektralni_
metody.pdf, stazeno 15. dubna 2023]

[13] P. Kubacek, Z. Michalickova, Zaklady fyzikalni chemie, Masarykova univerzita, Brno
2014.

[14] C. E. Housecroft, A. G. Sharpe, Anorganicka chemie, VSCHT, 2014.

[15] Ptirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Laboratorni technika
KBC/LABT.
https://www.prf.upol.cz/fileadmin/userdata/PrF/katedry/biochemie/Dokumenty/Materialy
k_vyuce/KBC-LABT Laboratorni_technika 2023.pdf, stazeno 20. dubna 2023.

[16] D. Vondrak, J. Vulterin, Analyticka chemie, SNTL, Praha 1985.

58



[17] AURIGA Research, Lab-training: experience beyond books.
https://lab-training.com/what-factors-contribute-to-deviations-from-the-beer-lamberts-
absorbance-law/, stazeno 14. dubna 2023.

[18] V. Masilamani, a dalsi, Using a Spectrofluorometer for Resonance Raman Spectra of
Organic Molecules, Journal of Spectroscopy, sv. 2017, 2017.

[19] F. Jursik, Anorganicka chemie kov, VSCHT, Praha 2002.

[20] P. T. C. So, Ch. Y. Dong, Fluorescence Spectrophotometry, Encyclopedia of Life
Sciences, 20. ¢ervna 2001.

[21] T. Schweizer, H. Kubach, T. Koch, Investigations to characterize the interactions of
light radiation, engine operating media and fluorescence tracers for the use of qualitative
light-induced fluorescence in engine systems, Automotive and Engine Technology, 2021,
275-287.

[22] K. G. Fleming, Fluorescence Theory, v knize: C. Lindon, G. E. Tranter, D. W.
Koppenaal, Encyclopedia of Spectroscopy and Spectrometry, third ed., Elsevier, Baltimore
2017, 647-653.

[23] A. D. McNaught, A. Wilkinson, S. J. Chalk, Compendium of Chemical Terminology
(the IUPAC "Gold Book™), second ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford 1997.

[24] D. Kolihova, Problém zhaseni v atomové fluorescenéni spektrometrii, v knize: 1.
Kleinmann, a dalsi, Nové poznatky v plamenové spektroskopii, Ceskoslovenska
spektroskopicka spole¢nost pii CSAV, 1971

[25] A. Samohkvalov, Analysis of various solid samples by sycchronous fluorescence
spectroscopy and related methods: A review, sv. 216, 15. srpna 2020, Talanta 2020.

[26] M. Jelinek, Navrh metody pro zvySeni piesnosti méfeni optického frekvencniho
spektra laditelnymi optickymi filtry, diplomova prace, VSCHT, Brno 2016.

[27] LightTrans International, Monochromators simulated with ray and field tracing.
LightTrans.
https://www.lighttrans.com/applications/optical-metrology/monochromators.html,
stazeno 29. dubna 2023.

[28] BrandTech Scientific, BRAND UV-Cuvettes, Comparison with Quartz and other
Plastic Cuvettes.

https://www.brandtech.com/wp-content/uploads/cuvettegraph.pdf, stazeno 13. listopadu
2022

[29] FireFlySci, How to Select Cuvettes for UV VIS Measurements & Cuvette Material
Guide.

https://www.fireflysci.com/news/2015/7/6/how-to-select-cuvettes-for-uv-vis-
measurements-cuvette-material-guide, stazeno 29. dubna 2023.

59



[30] BRAND, Life Science and Liquid Handling: Laboratory Equipment from BRAND.
https://www.brand.de/brand/contentserv_data/Context/BRAND%20GMBH%20%2B%20
C0%20KG/Dokumente/Produkte/Technische Datenblaetter/Life%20Science/Kuevetten/D
ata sheet Cuvettes 4 clear sided EN.pdf, stazeno 29. dubna 2023.

[31] JASCO Corporation, Fluuorescence Measurement of Solid Samples.
https://jascoinc.com/products/spectroscopy/fluorometer/fluorometer-
accessories/fluorescence-measurement-solid-samples/, stazeno 30. dubna 2023.

[32] Hitachi High-Technologies Corporation, Sollid Sample Measurement.
https://www.hitachi-
hightech.com/file/global/products/science/appli/ana/fl/solid/fl_120005.pdf, staZzeno 30.
dubna 2023.

[33] Agilent Technologies, Inc., Application Note: Quantify Quinine in Beverages Using
the Agilent Cary Exlipse Spectrofluorometer and a Fiber Optic Dip Probe, Agilent
Technologies, https://www.agilent.com/cs/library/applications/5991-6268EN.pdf, stazeno
30. dubna 2023.

[34] University of Cambridge, Products of the Empire: Cinchona: a short history.
https://www.lib.cam.ac.uk/rcs/projects-exhibitions/products-empire-cinchona-short-
history, stazeno 10. fijna 2022.

[35] Encyclopedia Britannica, Cinchona: Description, history & facts.
https://www.britannica.com/plant/Cinchona, stazeno 1. bfezna 2023.

[36] BBC, The tree that changed the world map.
https://www.bbc.com/travel/article/20200527-the-tree-that-changed-the-world-map.

[37] Gachelin, G., a dalsi, Evaluating Cinchona bark and quinine for treating and
preventing malaria, Journal of the Royal Society of Medicine 110, sv. 1 (2017), 31-40.

[38] A. Goss, Building the world's supply of quinine: Dutch colonialism and the origins of
a global pharmaceutical industry, Elsevier 3, sv. 38 (2014), 8-18.

[39] T. S. Kaufman, E. A. Raveda, he Quest for Quinine: Those Who Won the Battles and
Those Who Won the War, Angewandte Chemie 44, sv. 6 (2005), 854-885.

[40] J. Minor, Quinine, v knize: P. Robbins, Encyclopedia of Environment and Society: 1
Thousand Oaks, SAGE Publications 1, Inc., 2007

[41] National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary for
CID 3034034, Quinine.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Quinine, staZzeno 10. fijna 2022.

[42] J. M. Cowan, Cinchona in the Empire: Progress and Prospects of its Cultivation.
Empire Forestry Journal 7, Sv. 8 (1929), 45-53.

60



[43] Centro Natcional de Investigaciones Cientificas, Appolinaire Bouchardat.
https://www.redalyc.org/journal/1812/181249883006/html/, stazeno 23. dubna 2023.

[44] J. Achan, a dalsi, Quinine, an old anti-malarial drug in a modern world: role in the
treatment o malaria, Malaria Journal 144, sv. 10 (2011)

[45] National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary for
CID 441074, Quinidine, stazeno 10. fijna 2022.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Quinine, stazeno 10. fijna 2022.

[46] Colby College, Characterization of Quinine and Its Determination.
https://www.colby.edu/chemistry/CH332/laboratory/Quinine%?20fluorescence.pdf,
stazeno 10. fijna 2022.

[47] Y. Guo, a dalsi, Studies of the effect of halide ions on the fluorescence of quinine
sulfate, Wiley Luminiscence 4 (2019), sv. 38, 450-455.

[48] K. J. Arrow, C. Panosian, H. Gelband, A brief History of Malaria - Saving Lives,
Buying Time: Economics of Malaria Drugs in an Age of Resistance, National Academies
Press (US), Washington DC 2004

[49] L. R. Wolf, E. J. Otten, M. P. Spadafora, Two case reports and review of acute
quinine toxicity and treatment, The Journal of Emergency Medicine 4, (1992) sv. 10, 295-
301.

[50] K. Walker, M. Nesbitt, Just the Tonic: A natural History of Tonic Water, Kew
Publishing, London 2019.

[51] J. G. Woodland, K. Chibale, Quinine fever, Nature chemistry 122 (2022), sv. 14, 112

[52] A. R. van der Hoogte, T. Pieters, Science in the service of colonial agro-industrialism:
The case of cinchona cultivation in the Dutch and Britisch East Indies, 1852-1900, Elsevier
pt. A (2014), sv. 47, 12-22

[53] K. Sanderson, A tonic for quinine chemistry, Nature (2008), 554

[54] R. L. Furner, G. B. Brown, J. W. Scott, A method for differentiation and analysis of
quinine and quinidine by gas chromatography/mass spectrometry, Journal of Analytical
Toxicology 6 (1981), sv. 5, 275-278.

[55] V. Nair, S. Vellalath, Molecule Matters: The Quinine Story: A 100-Year Saga,
Resonance 3 (2011), sv. 13, 254-260.

[56] J. I. Seeman, The Woodward-Doering/Rabe—Kindler Total Synthesis of Quinine:
Setting the Record Straight, Angewandte Chemie, international edition 9 (2007), sv. 46,
1378-1413.

[57] Nair, Vijay, Menom, Rajeev S., S. Vellalath, Asymmetric Synthesis of Quinine: A
Landmark in Organic, Natural Product Communications 10 (2006), sv. 1, 899-905.

61



[58] R. B. Woodward, N. L. Wendler, F. J. Brutschy, Quininone, Journal of the American
Chemical Society 9 (1945), sv. 67, 1425-1429.

[59] A. C. Smith, R. M. Williams, Rabe Rest in Peace: Confirmation of the Rabe—Kindler
Conversion of d-Quinotoxine Into Quinine: Experimental Affirmation of the Woodward—
Doering Formal Total Synthesis of Quinine, Angewandte Chemie International Edition 9
(2008), sv. 47, 1736-1740.

[60] J. Igarashi, a dalsi, Stereocontrolled synthesis of quinine and quinidine, Tetrahedron
Letters 19 (2004), sv. 45, 3693-3838.

[61] I. T. Raheem, S. N. Goodman, E. N. Jacobsen, Catalytic Asymmetric Total Syntheses
of Quinine and Quinidine, Journal of the American Chemical Society 3 (2004), 706-707.

[62] O. Illa, a dalsi, Practical and Highly Selective Sulfur Ylide Mediated Asymmetric
Epoxidations and Aziridinations Using an Inexpensive, Readily Available Chiral Sulfide.
Applications to the Synthesis of Quinine and Quinidine, Journal of the American Chemical
Society 6 (2010), sv. 132, 1828-1830.

[63] Centers for Disease Control of Prevention, Malaria.
https://www.cdc.gov/malaria/, stazeno 16. ¢ervence 2020.

[64] World Health Organization, Malaria.
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/malaria/, stazeno 29. biezna 2023.

[65] D. Goswami, N. K. Minakh, S. H. I. Kappe, Malaria parasite liver stages, Journal
of Hepatology: The Home of Liver Research 3 (2021), sv. 76, 735-737.

[66] Ch. L. Winek, a dalsi, Quinine Fatality - Case Report, Clinical Toxicology 2 (1974),
sv. 7,
129-132.

[67] A. L. Dannenberg, S. F. Dorfman, J. Johnson, Use of quinine for self-induced
abortion, South Medical Journal 7 (1983), sv. 76, 846-849.

[68] D. N. Bateman, E. H. Dyson, Quinine toxicity. Adverse Drug React Acute Poisoning
Review 4 (1986), sv. 5, 215-233.

[69] P. Bacon, D. J. Spalton, S. E. Smith, Blindness from quinine toxicity, British Journal
of Ophthalmology (1988), sv. 72, 219-224.

[70] X. C. A. Fess, C. Fente, Fast and Sensitive New High Performance Liquid
Chromatography Laser Induced Fluorescence (HPLC-LIF) Method for Quinine:
Comparative Study in Soft Drinks, Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies 10 (2009), sv. 32, 2600-2614.

[71] A. P. Hall, a dalsi, Quinine induced blindness, British Journal of Ophthalmology
(1997), sv. 81, 1029.

62



[72] J. G. Marques, a dalsi, Tonic water: A rare cause of exanthema, Allergologiea et
immunopathologia 1 (2012), sv. 40, 60-61.

[73] A. Sagar, S. Mukherji, A Case of Quinine Induced Blindness, Med Journal Armed
Forces India 1 (2010), sv. 66, 97.

[74] Alcohol and Tobacco Tax and Trade Bureau: U.S. Department of the Treasury,
Limited Ingredients.
https://www.ttb.gov/scientific-services-division/limited-ingredients#a, stazeno 10. fijna
2022.

[75] Q. Chen, J. Wang, Determination of quinine in drinks by reversed-phase ion-pair
chromatography, Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies 9 (2007), sv.
24, 1341-1352.

[76] Federal Drug Agency, Code of Federal Regulations,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=172.510,
stazeno 23. dubna 2023.

[77] European Food Safety Authority, Flavouring Group Evaluation 35: Three quinine
salts from the Priority list from chemical group 30; Opinion of the Scientific Panel on Food
Additives, Flavourings, Processing Aids and Materials in Contact with Food, The EFSA
Journal (2008), sv. 739, 1-18.

[78] Vyhlaska ¢. 447/2004 sb.: O pozadavcich na mnozstvi a druhy latek urc¢enych k
aromatizaci potravin, podminky jejich pouziti, pozadavky na jejich zdravotni nezavadnost
a podminky pouziti chininu a kofeinu — Poznamky pod ¢arou: Podminky pouziti kofeinu a
chininu pfi vyrobé potravin.

[79] X. Feas, C. A. Fente, A. Cepeda, Fast and sensitive new high performance liquid
chromatography laser induced fluorescence (HPLC-LIF) method for quinine. Comparative
study in soft drinks, Journal of Liquid Chromatography and Related Technologies 17
(2009), sv. 32,

2600-2614.

[80] P. D. Tzanavaras, a dalsi, High-Throughput Determination of Quinine in Beverages
and Soft Drinks Based on Zone-Fluidics Coupled to Monolithic Liquid Chromatography,
Analytical Letters (2013), sv. 46, 1718-1731.

[81]J. C. Reijenga, a dalsi, Determination of quinine in beverages, pharmaceutical
preparations and urine by isotachophoresis, Fourth International Symposium on
Isotachophoresis 1 (1985), sv. 320, 245-252.

[82] A. D. Riyaz, a dalsi, Electrochemical studies of quinine in surfactant media using
hanging mercury drop electrode: A cyclic voltammetric study, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces (2012), 98, 72-79.

63



[83] JASCO Corporation, Hardware/Function Manual 0302-3900D: FP-
8200/8300/8500/8600 Spectrofluorometer, Jasco, srpen 2016.

[84] Agilent Technologies, Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics.
https://www.agilent.com/cs/library/technicaloverviews/public/5991-3851EN.pdf. 5991-
3851 EN, stazeno 12. dubna 2023.

[85] L. R. Wolf, E. J. Otten, M. P. Spadofora, Cinchonism: Two case reports and review of
acute quinine toxicity and treatment, The Journal of Emergency Medicine 3 (1992), sv. 10,
295-301.

[86] Encyclopedia Britannica, Western colonialism - The Sinai-Suez campaign,
Encyclopedia, https://www.britannica.com/topic/Western-colonialism, stazeno 10. fijna
2006.

64



