Opticke metody
(pokracCovani) —
fluorescence, fluorimetrie



Luminiscecni metody

Luminiscence — je emise svétla pfi navratu elektronu
z excitovaného stavu na nizsi energetickou hladinu

Druhy luminiscence:

Fluorescence
Fosforescence
Chemiluminiscence
Vzajemne se lisi:
zpusobem aktivace elektronu do excitovaného stavu
zplsobem vyzareni energie



Fluorescence

druh luminiscence, u niz dochazi k emisi
svétla v ¢ase kratSim nez 108 s

Je to emise elektromagnetickeho zareni
pri prechodu mezi dvema stavy téze

multiplicity (obvyk

molekuly absorbuj

e dvema singlety)
| svetlo pri jedné vinoveé

délce (excitacni) a reemituji pri vetsi
vinové délce (emisni)



Fluorescence a fosforescence
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Fluorofory

-latky, ktere fluoreskuji. Vetsina obsahuje
konjugované dvojne vazby

Prirozene fluorofory
*Tryptofan
eporfyriny

Analytické fluorofory
*Fluorescein
*Methylumbelliferon
*Methylumbelliferonfosfat (MUP)
*Chelaty lanthanidu (Europium)



Fluorescence
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Fluorescence

Stokesuv posun
rozdil mezi vinovou délkou excitacniho primarniho)
a emitovaného (sekundarniho) zareni
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Fluorimetrie

Pristroje, které se pouzivaji k mereni
intenzity emisniho zareni se nazyvaji

fluorimetry
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Fluorimetry

Zdroj svetla:xenonova
nebo xenono-rtutova
lampa (300-550 nm)

Monochromator pro vyber
excitacniho zareni

AbsorpcCni prostredi — / \
kfemikova kyveta

Monochromator pro

Sample Cell

Diffraction
Gratng |

sekundarni emisni zareni

Detector

Detektor: fotonasobic, je
umisten pod uhlem
90°vzhledem ke zdroji
zareni



Fluorimetrie

Imunochemicke metody s fluorescencni detekci

Intenzita fluorescence je uméerna koncentraci
fluoroforu

Metody jsou radove citlivejsi nez mereni
absorbance (100-1000x)

Fluorescence je vice specificka, protoze existuje
jen malo pfirozenych fluoroforu, které by mohly
zpusobit interferenci



Fluorimetry

Automatizovane imunoanalyzatory

Fluorescencni polarizované systémy —
TDx, Imx

DELFIA — imunoreagencie znaceneée
europiem

Prutokova cytometrie



