Fluorimetrie

Fluorimetrie vyuziva jevu fotoluminiscence. Fluoreskujici latka je excitovdna monochromatickym svétlem, ¢imz se
néktery z valenc¢nich elektronl vybudi do vys$si energetické hladiny. Pri ndvratu zpét do plvodniho energetického
stavu promari ¢ast energie jako teplo, ¢ast vyzari ve formé fotonu. Energie emitovaného zareni je proto vzdy
nizsi nez energie zareni excitacniho, tj. emitované svétlo ma vétsi vinovou délku. Emitované svétlo se snima
zpravidla ve sméru kolmém na excitaéni paprsek a po prlichodu emisnim monochroméatorem se jeho intenzita méri
fotondsobicem.

Vétsina fluorimetrd pouziva jako excitacni i emisni monochromatory interferenéni filtry.

Drazsi pristroje jsou vybaveny optickymi mrizkami, takze Ize plynule nastavovat >< '
excitacni i emisni vinovou délku. V tom pripadé se hovofi o spektrofluorimetrii. ;’
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Ve srovnani s fotometrickymi metodami ma spektrofluorimetrie vyssi specifi¢nost # e #
(kromé absorp¢niho, tj. excita¢niho spektra, se bere v Gvahu i emisni spektrum latky) i Schéma fluorimetru
citlivost (diky fotondsobici Ize mérit velmi malé intenzity svétla a jelikoz se méfi ve
sméru kolmém na excitaci a pfi jiné vinové délce, nez kterou se excituje, je emitované
svétlo minimdlné ,znecisténo” excitacnim zarenim). Metoda vSak nanestésti skryva radu technickych dskali:
fluorescencni ¢inidla jsou ¢asto velmi citlivd na minimalni zmény pH, iontové sily ¢i polarity, na pritomnost
oxida¢nich ¢inidel ¢i tzv. zhasecd (latek, které umozni sestup excitovaného elektronu do zadkladni energetické
hladiny, aniz by vyzaril foton - ¢asto to jsou napr. stopovd mnozstvi nékterych prechodnych kovl), navic je nutné
pomérné nakladné a slozité zarizeni.

Analytické moznosti spektrofluorimetrie Ize dale rozsifit zarazenim polarizac¢nich filtrl do excita¢ni i emisni ¢asti
zafizeni - tzv. polariza¢ni fluorimetrie. Tato technika vyuziva skute¢nosti, Ze excitovany elektron se vraci do
zakladniho stavu s urcitym zpozdénim. Pokud by toto zpozdéni bylo zcela zanedbatelné nebo fluoreskujici molekuly
byly zcela nepohyblivé, zachovalo by si emitované zareni stejnou polarizaci jako z&reni excitacni. Jestlize vSak ¢as
mezi excitaci a vyzarenim fotonu je postacujici pro pooto¢eni excitované molekuly, mUze byt rovina polarizace
emisniho zareni pootocena oproti roviné polarizace excita¢niho zareni. Za laboratornich podminek je rotacni
pohyblivost fluoroforl v roztocich postacujici k tomu, aby doslo k ¢aste¢né depolarizaci emisniho zareni. Malé
molekuly pritom mohou rotovat rychleji nez velké, takZze pomoci polariza¢ni fluorimetrie Ize usuzovat na velikost
fluoreskujici molekuly. Toho se vyuziva napr. v imunochemii, kde Ize timto zplsobem rozlisit mezi malou volnou
fluorescencné znacenou protildtkou a velkym komplexem této protilatky s antigenem.

Zejména ve vyzkumu se pouziva celd rada dalSich variant spektrofluorimetrie: zajimava data Ize napf. ziskat, pokud je vzorek osvétlovan

velmi kratkymi zablesky svétla a méri se ¢asovy pribéh fluorescence, spektrofluorimetr Ize pripojit k fluorescenénimu mikroskopu,
chromatografu, podobné jako v pripadé fotometrie Ize mérit ve specidlnich mikrotitra¢nich desti¢kéch apod.
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