Fluorescence (luminiscence)

Patfi mezi luminiscen¢ni metody — fotoluminiscence.

Luminiscence — efekt, kdy excitované molekuly ¢i atomy vyzatuji svétlo pti pfechodu
z excitovaného do zékladniho stavu. Podle zptsobu, jimz byly uvedeny do excitované¢ho
stavu, je pak rozdélujeme do n€kolika skupin:

- fotoluminiscence — k excitaci doslo pohlcenim kvanta elektromagnetického zafeni (béZzné
svétla, ale 1 X-paprski aj.)

- chemiluminiscence — chemickou reakci vznikd produkt v excitovaném stavu, patii sem i
bioluminiscence
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Fluorescence

Spektra = intensita vyzaifeného svétla F = f(A)

- excitaéni, F = f(Aexc) — podobné absorpénimu
- emisni, F = f(Aemit) — rozlozeni fotonll v emitovaném paprsku
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1.5 Fluorimetrie

Pti fluorimetrickych stanovenich se vyuziva jevu, kdy v nékterych latkach po ozateni
dostate¢n¢ energetickym zdrojem svétla (excitacni zafeni) vznik4 fotoluminiscence. Latky
pfitom vyzatuji (emituji) svétlo, jehoZ intenzita je pfimo iimérna koncentraci fluoreskujici
slouceniny. Pti excitaci se molekuly dostanou na vyssi energetickou hladinu a pii navratu do
zéakladniho stavu se Cast energie vyzari také ve formé tepla. Proto ma emitované zareni
fluoreskujicich sloucenin vzdy vyssi vinovou délku (tj. méné€ energie) nez excitacni zafeni,
vyvolavajici fotoluminiscenci. Fluoreskujici slouceniny jsou Casto citlivé na malé znény pH,
polarity, na pfitomnost oxida¢nich ¢inidel nebo zhaSedel fluorescence.

Zakladni konstrukce fluorimetria sestava ze zdroje zafivé energie, dvou optickych
separacnich prvkl a detektoru. Zdrojem zafeni jsou nejcasteji halogenové Zarovky a
xenonove vybojky. Svétlo ze zdroje prochéazi bud’ interferencnim filtrem nebo miizkovym
monochromatorem. Déle prochazi kyvetou s roztokem méteného vzorku a emitovana
fluorescence se méri pod tihlem 90°(pii méfeni v mikrotitra¢nich destickach je jiné
usporadani), kdy po prichodu filtrem nebo po difrakci reflexni miizkou dopadd emitované
svétlo vybrané vinové délky na fotonasobic.

1.5.1 Fluorescen¢ni polarizace

Jde o specialni provedeni fluorimetrického méteni, pfi némz se k excitaci pouziva
polarizované svétlo. Metoda je uzitecna zejména pii stanoveni malych antigent (napt. 1¢k),
kdy se vyuziva rozdilné rychlosti rotace malé molekuly antigenu a velké molekuly
imunokomplexu, vzniklé po navazani protilatky. V imunokomplexu je zabrzdéna ptivodné



volna rotace antigenu. Jestlize je imunokomplex znaceny fluoreskujici latkou, je emitované
svétlo ve stejné rovin€é po mnohem delsi dobu, nez u volného antigenu, nebot’ u tézkého
imunokomplexu se rotace vyrazn¢ zpomalila. Toho se vyuziva v technice fluorescenéni
polarizace.

Optické usporadani je pfitom kombinaci fluorimetrie a polarimetrie. Halogenova zarovka
vyzatuje svételné spektrum s ndhodnou prostorovou orientaci svétla. Filtr propousti modré
svétlo, které prochazi pres polarizacni zatizeni z tekutého krystalu. Tim se ziskava rovinné
polarizované svétlo, které¢ dopada na kyvetu s méfenym roztokem. Svétlo excituje
fluorescencni Cinidlo, vazané na imunokomplex a to pak emituje zelené svétlo, které prochazi
filtrem a dopada na fotonésobic.

1.6 Chemiluminiscence

Chemiluminiscence se li$i od ostatnich luminiscen¢nich jevil tim, Ze excitace fotoni je
vyvolana chemickou reakci, kterd probéhne bud’ po nasttiku syntetizovaného ¢inidla, nebo se
pouzije biologické substance (enzym luciferaza ze svétlusek - chemiluminiscen¢ni varianta se
oznacuje jako bioluminiscence), nebo se k aktivaci ¢inidel vyuziva oxidace na anod¢ a
technika se nazyva elektrochemiluminiscence.

Pro chemiluminiscen¢ni reakci musi byt splnény tti zdkladni pozadavky:

1. Pfi reakci musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci elektronil. Proto musi byt
reakce exotermni a obvykle je to oxidace.

2. Musi existovat zptsob jak tuto energii usmérnit do excitace elektront. Jestlize se chemicka
energie ztraci ve forme tepla jako obvykle, pak se chemiluminiscence neobjevuje.

3. Excitovany produkt musi byt schopny ztracet svoji energii bud’ ve form¢ fotonu, nebo ji
prevadét na fluoreskujici slouceniny. Pfima emise fotonu z excitované¢ho produktu obvykle
poskytuje kratké zablesky svétla, zatimco transfér energie na fluoreskujici slouceniny se
vetsinou projevuje jako dlouhodoba (v minutach) svételna emise.

Kvantovy vytéZek (pomér celkového poc¢tu emitovanych fotontl a celkového poctu
zreagovanych molekul) se pohybuje u chemiluminiscence v rozmezi 0.1 az 10%. Citlivost
chemiluminiscen¢nich metod je pfesto obvykle vyznamné vyssi nez u izotopovych metod.

Ptistrojové vybaveni pro tuto techniku je pestré: od jednoduchych luminometrt az po
vysoce automatizované chemiluminiscencni analyzatory, ve kterych se provadi
imunochemické reakce s chemiluminiscenéni detekci. Standardni luminometry se do urcité
miry podobaji fluorimetrim. Pied méfici kyvetou ovSem nemaji zadny zdroj svétla ani filtr.
Uspotadani za kyvetou odpovida fluorimetriim (filtr, fotonasobic). Témét vSechny
luminometry maji také nastfikovaci zafizeni, protoze u zdbleskové chemiluminiscence je
nutné provést méteni ithned po nastiiku reagencii. Nékteré luminometry méti luminiscenci v
mikrotitra¢nich desti¢kach.



