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Fluorometrija se sve vie upotrebljava u medicinsko-kemijskoj analizi.
Prikazani su teorijski temelji flucrescencije i fluorometrije. Opisana je
fluorometrijska aparatura (izvori svijetla, filtri, mjerne sprave). Dana
je shema fluorometra za mjerenje fluorescencije providnih otopina i
shema za rad s neprozirnim objektima. Izvr§ena su mjerenja fluorescen-
cije fluorescentnim tvarima prepariranih papira radi baZdarenja fluoro-
metra. Rezultati obradeni su statisti¢ki. Opisane su ukratko fluoro-
metrijske metode za kvantitativno odredivanje razliéitih medicinski zna-
¢ajnih tvari. Navedena je najvaznija literatura za medicinsku fluoro-
metriju.

Djelovanjem ultraljubilastog svijetla na razliéne organske tvari,
bioloske objekte ili anorganske sisteme pojavljuje se Cesto emisija vidlji-
vog svijetla, koja je Sto se tide boje, spektralnog sastava i intenziteta
karakteristi¢na za doti¢nu tvar odnosno sistem. Ta pojava SVJCtl]CH]a
utjecajem (nevidljivog) zralenja naziva se fluorescencijom, a moze po-
sluziti kao temelj specifi¢nih kvalitativno analiti¢kih metoda za do-
kazivanje i identifikaciju tvari. Kvalitativna analiza osniva se na pro-
matranju fluorescencije i na vizuelnom prosudivanju boje i jakosti se-
kundarne emisije. Ova analititka metoda danas je veoma rairena te se
primjenjuje u radu na polju raznih prirodnih nauka i tehnike (1). Tako
1 kod analize bioloskih i medicinskih objekata, u farmaciji, kod ispiti-
vanja ziveznih namirnica, u industriji tekstila, papira, zemnog ulja,
pri ispitivanju umjetnina, u kriminalistici 1 u drugim praktiénim stru-
kama. Kvalitativna analiza fluorescencijom moze se sluziti jo§ i foto-
grafskim snimanjem objekta u »vlastitom svijetlu« fluorescencije, zatim
snimanjem spektara fluorescencije, te mikroskopskim istraZivanjem (2)
ultraljubiéastim svijetlom podraZenih mikroskopskih preparata, koji
fluoresciraju, odnosno koji su bojadisani fluorescentnim bojilima (flucro-
kromima).
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Za izvedbu kvalitativnih analiza sluZi metoda mjerenja intenziteta
fluorescencije, t. zv. fluorometrija ili fluorofotometrija, koja se mnogo
primjenjuje u kemijskoj analizi bioloskih i medicinskih objekata, jer
je redovno specifi¢na i vrlo osjetljiva te omoguéuje odredivanja malih
koncentracija tvari u otopinama. Dajemo kratak prikaz fluorometrijske
metode, naroito s obzirom na primjenu kod medicinsko-kemijskih ana-
liza, kao i opis aparature, kojom se sluzimo ve¢ dulje vremena.

Opéenito o fluorescenciji

S formalne strane fluorescencija se manifestira tako, da utjecajem
razmjerno kratkovalnog zraéenja, na pr. ultraljubitastog svijetla, objekt
emitira svijetlo ve¢ih valnih duZina (vidljivo svijetlo), pri &emu se tra-
lanje emisije ograni¢ava samo na vrijeme trajanja primarnog obasja-
vanja. Fizikalni mehanizam fluorescencije (3) sastoji se u tome, da
molekule, odnosno atomi ili molekularni agregati tvari koja fluorescira
apsorbiraju primarno svijetlo, pri éemu jedna molekula tvari (F) pri-
manjem jednog kvanta svijetla, fotona (h») odredene frekvencije (»)
prelazi u podraZeno (aktivirano) stanje (F*):

F + hy — F*

U podraZenom stanju molekula ostaje veoma kratko, oko 10—* sekunda.
U to vrijeme apsorpcijom svijetla primljena energija djelomiéno se
pretvori u titrajnu energiju atomskih jezgara unutar molekule, paiu
rotaci jsku energiju molekule, no glavnina podrazajne energije se ponovo
emitira kao (sekundarno) svijetlo fluorescencije, pri &mu se molekula
viata u normalno nepodraZeno stanje:

P* = 'l

Redovno vrijedi: » )4/, §to znadi, da se s obzirom na promjene titrajnog
i rotacijskog stanja molekule emitira manje energije, nego ¥to je bilo
apsorbirano, a prema tome svijetlo fluorescencije ima veéu du¥inu vala
od apsorbiranog svijetla (Stokesovo pravilo).

Prema opisanom fizikalnom mehanizmu fluorescencije apsorpciji svi-
jetla u vidljivom i ultraljubitastom dijelu spektra odgovara pretezno
promjena elektronske energije (E¢) molekule. Medutim redovno isto-
vremeno se mijenja i titrajna (Et) kao i rotacijska energija (E:), tako
da e za promjenu ukupne energije molekule vrijediti:

Es=E.+ E: + E, (1)

Energija, koja je primljena apsorpcijom svijetla, definirana je kvant-
tnom jednadzbom:

E=h=_-p, (2)
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u kojoj frekvencija », odnosno duina vala 1 pripada primarnom svijetlu,
koje izaziva fluorescenciju, a k predstavlja univerzalnu Planckovu
konstantu, te ¢ brzinu svijetla. Apsorpcijom svijetla primljenu energiju
ne mora molekula izgubiti u jednom aktu emisije, elektron se ne mora
cdmah i neposredno vratiti na prvobitno kvantno stanje, nego moze
privremeno zauzimati i neko medustanje, kod &ega ée » biti znatno
manje od ». Iza ovoga prvog akta emisije dolazi — opet nakon 10—% -
sekunde — dalje »padanje« elektrona u nife kvantno stanje i ponovo
se emitira svijetlo odredene frekvencije »”. Takvi emisijski aktovi se
ponavljaju, dok se molekula vrati na najniZe normalno energetsko stanje.
Za cijeli proces apsoorpcije i emisije vrijedit ée:

E=hvhy +hy +hy" + ..., (3),

pri emu apsorbirana energija redovno nije tofno jednaka emitiranoj
s obzirom na naprijed navedenu jednadibu (1). U kondenziranim si-
stemima — u tekuéem, otopljenom i krutom stanju — pojedine molekule
se medu sobom ne vladaju jednako, pa zato makrosistemi ne emitiraju
svijetlo fluorescencije u diskretnim linijama, nego u vi$e manje $irokim
vrpcama, koje mogu obuhvatiti i cijelo vidljivo podruéje spektra. Ti
emisijski spektri fluorescencije imaju kod odredenih duzina vala svoja
maksima emisije, koja uvjetuju karakteristitne boje fluorescencije.
Za dublje razumijevanje pojave fluor-
escencije poucno je promatrati potencijalne
krivulje dvoatomarnih molekula po J. Fran-
cku (4), koje nam daju odredene izreke $to
se tice odnosa elektronske i titrajne energije,
te njihovih promjena kod molekulskih su-
dara. Ma da ove krivulje strogo vrijede
samo za molekule, koje su sastavljene od dva
atema, principijelno 1h ipak mozemo primi-
jeniti i na pojave kod viSeatomarnih mole-
kula. Slika 1. prikazuje medusobnu poten-
cijalnu energiju atoma unutar molekule (¢) u
! ovisnosti o njthovu razmaku (7). Donja crt-
' kana krivulja odgovara medusobnim privla-
¢ivim silama, a gornja crtkana krivulja si-
Sl 1 - Potencijalne krivulje 1ama odbijanja. Istovremenim djelovanjem
dvoatomarne molekule. ¢ po- tih sila rezultira za potencijalnu energiju
tencijalna energija, r razmak  normalne molekule izvudena krivulja 4. Kod
st molekula, koje su podrazene -elektronskom
energijom, dobit ¢éemo vrijednosti potenci-
jalne energije, koje odgovaraju izvuenoj krivulji B. Totka O pred-
stavlja minimum potecijalne energije i odgovara ravnotenom stanju.
Kod sobne temperature molekule se nalaze obi¢no u tom stanju. Uda-
ljenost totke O od apscise je velidina, koja je proporcionalna disocija-
cijskoj radnji molekule, a udaljenost od ordinate je razmak atoma u

—-m
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stanju ravnoteze. Kod titraja atoma unutar molekule potencijalna
cnergija se mijenja tako, kao da se neka kugla giba amo tamo u po-
tencijalnom »koritu«.

Nalazi li se molekula u normalnom 1 ravnoteZnom stanju, potenci-
jalna energija ima vrijednost O. Prima li molekula apsorpcijom jedan
foton, prelazi u podrazeno stanje, a potencijalna energija se povisi na
vrijednost D. Razmak OD proporcionalan je apsorbiranoj frekvenciji.
Vrijeme prijelaza u podraZeno stanje iznosi svega 10~ sek., a za to
vrijeme se ne mijenja titrajna energija molekule [Franck-Conponov
princip (5)]. Ako nema nikakvih smetnja, molekula se nakon 10—* sek.
vraéa u normalno stanje promjenom potencijalne energije u smjeru
DO, pa emitira istu frekvenciju, koju je i apsorbirala (resonantna fluor-
escencija). No takvi procesi su razmjerno rijetki. Vjerojatno je, da ce
doéi za vrijeme podraZenog stanja do molekularnih sudara, u otopi-
nama na pr. s molekulama otapala, pri ¢emu podrazena molekula iz-
gubi neki iznos energije. Izgubi li svu energiju podrazaja, koja prelazi
u toplinu, vraéa se molekula bez emisije svijetla u normalno stanje
(termi¢ka apsorpcija svijetla).

Kod onih molekula, koje su otporne prema desaktiviraju¢im sudarima,
mijenja se za vrijeme podraZaja samo titrajna energija, a molekula
ostaje podrazena. No jedan dio elektronske energije prelazi u titrajnu
energiju i konatno u toplinu. Molekula, koja se zbog apsorpcije svijetla
energetski nalazi u to¢ki D slike 1., sudarima s molekulama otapala gubi
suviSak titrajne energije i prelazi u energetsko stanje, koje odgovara
to¢ki E. Tako nastaje podraZena molekula s minimumom titrajne ener-
gije, koja emisijom prelazi u normalno stanje. Energetska promjena
pritom odgovara razmaku EF, i taj razmak proporcionalan je emitiranoj
frekvenciji. Ta frekvencija mora biti manja od apsorbirane u omjeru
OD : EF, $to odgovara Stokesovu pravilu. Znadajno je dalje, da kod
ovog mehanizma emisije svijetla spektralni sastav fluorescencije ne
moZe biti zavisan o duZini vala primarnog svijetla, t. j. svijetla, koje
molekula apsorbira, jer je sporedno, gdje se nalazi to¢ka D na krivulji
B; emisija svijetla uslijedi uvijek iz totke E, samo ¢e suvisak titrajne
energije biti razli¢it. To vrijedi dakako samo u odredenim granicama,
naime samo ako se apsorpcijom svijetla stvaraju ista podrazena stanja.

U fizikalno-kemijskom pogledu vaZna je povezanost pojave fluore-
scencije s kemijskom konstitucijom tih tvari. Za medicinsko-kemijske
prchbleme dolaze w obzir skoro iskljudivo kondenzirani sistemi, pa je
znalajno, da u otopinama i u tekuéem stanju fluoresciraju samo tvari,
kojih su molekule naroéito otporne prema desaktivirajuéim molekular-
nim sudarima. Desaktivirajuée sudare mogu uzrokovati molekule pri-
sutnih tudih tvari, ali i molekule otapala ili druge nepodraZene molekule
iste tvari. Prema vanjskim molekularnim utjecajima naroéito su otporni
ioni nekih prijelaznih elemenata, kod kojih se nadopunjavaju unutrasnje
elektronske ljuske. Takvi ioni mogu fluorescirati, ako elektron, koji se
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podrazuju apsorpcijom svijetla, nije vanjski valencijski elektron, nego
se nalazi na d ili f putanju spomenute unutrainje ljuske. No i kod tih
tvarli »zabranjen« je veéi broj elektronskih prijelaza, zbog lega se
fluorescencija i kod njih pojavljuje razmjerno rijetko. Intenzivno flucre-
sciraju otopine kompleksnih spojeva urana i platine, na pr.:

uranilnitrat U0, (NO,),
barijev platinski cijanid Ba [Pt (CN),].

Zatim soli rijetkih zemalja: samarija, europija, disprosija, terbija i dr.
Dobro fluoresciraju spojevi kroma, na pr. Gr,0, ako su ugradeni u
izomorfne kristale (dragi kameni: rubin, smaragd, aleksandrit i sl.). An-
organske krute tvari s vife komponenata, koje su obradene na narotiti
nadin, mogu intenzivno fluorescirati. Takvi sistemi su neki silikati ili
fosfati uz dodatak teskih kovina. Za fluroescentne svjetiljke mogu se
na pr. upotrebljavati mijesani silikati cinka i berilija uz dodatak od-
redenih koli¢ina mangana (6). No zbog otrovnosti berilija danas se viSe
upotrebljavaju fluorescentne tvari bez berilija, na pr. fosfati kalcija
sa stibijevim halogenidima kao senzibilizatorima i manganovim halo-
genidima kao aktivatorima (7).

Broj organskih spojeva koji fluoresciraju dosta je velik (8). To su
uvijek cikli¢ki spojevi sa zatvorenim prstenima, u kojima Cesto ima
konjugiranih dvostrukih vezova, Alifatski spojevi redovno ne fluore-
sciraju. Kako je obojenost organskih tvari u vezi s kromofornim skupi-
nama u njima, tako je uvjetovana i sposobnost fluoresciranja odredenim
fluorofornim prstenima u molekuli. Benzolov prsten je fluorofor, no
uvjetuje samo ultraljubilastu fluorescenciju. Antracen i perilen, koji
predstavljaju cikli¢ke ugljikovodike sa zamr¥enijim sistemima konjugi-
ranih dvostrukih vezova, fluoresciraju intenzivno u vidljivom dijelu
spektra. Narodito dobar fluorofor je pironska jezgra:

O
2 N
T
HC CH
Moy g
CO

Takva jezgra pripada ksantenskim bojilima (fluoresceinima i rodami-
nima), koja vanredno dobro fluoresciraju. Smatra se, da se uloga toga
prstena sastoji u tome, da molekulu fiksira u jednu ravninu. Molekule,
koje su fiksirane u jednoj ravnini, ne mogu izgubiti podrazajnu energiju
elektronskim prijelazima bez emisije svijetla, pa njima zato redovno
pripada sposobnost fluoresciranja. Natrijeva sol fenolftaleina kao i
fluoresceina imaju nalelnu jednaku konstituciju:
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<amo kisikov most u fluoresceinu stvara stalan planarni oblik molekule.
Zbog toga taj spoj intezivno fluorescira u vodenim i drugim otopi-
nama, a fenolftalein nema sposobnost fluoresciranja.

Kod fluorescencije organskih spojeva Cesto igra veliku ulogu upo-
trebljeno otapalo. U razli¢itim otapalima mogu iste tvari fluorescirati
i1 razli¢nim bojama i razlitito intenzivno. U vodenim otopinama prom je-
nom koncentracije vodikovih iona moZe se bitno promijeniti 1 fluore-
scencija. Promjenom aciditeta moZe se ugasiti fluorescencija, no moze
se promijeniti 1 boja emitiranog svijetla (fluorescentni indikator). Ki-
ninsulfat i akridin fluoresciraju samo u kiselim vodenim otopinama.
Natrijev naftionat fluorescira u neutralnim vodenim otopinama plavo-
ljubifasto, a u lufnatim otopinama uto-zeleno. Kod promjene fluore-
scencije promjenom otapala igraju Cesto ulogu i tautomerne ravnoteze
kao i mezomerni prijelazi. Bioloski zanimljivo Zuto bojilo ksantopterin
daje takve ravnoteze i prijelaze, pa u vodenim otopinama razli¢nih aci-
diteta postoji Sest molekularnih oblika toga bojila. Cetiri od tih oblika
fluoresciraju razlidito intenzivno i u raznim bojama, a dva ne fluoresci-
raju.

Konatno treba jo§ spomenuti gasenje fluorescencije dodavan jem tudih
tvari (gasila). Odredene tvari, na pr. ioni halogena ili od organskih
spojeva fenoli i aromatski amini, redovno gase fluorescenciju otopljenih
tvari, pri ¢emu izmedu intenziteta fluorescencije i koncentracije gasila
postoji odredena zakonitost (9). Ta pojava moze kod primjene fluoro-
metrije za analititke svrhe takoder igrati ulogu.

Osnovi fluorometrije

Fluorometrijom se usporedbeno mjere intenziteti fluorescencije u ovi-
snosti o razlicitim fizikalnim i kemijskim faktorima. Takvi faktori su
koncentracija tvari koja fluorescira, koncentracija prisutnih tvari, ota-
palo, viskozitet i temperatura otopine, prethodna obradba sistema i dr.
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Kod analititke primjene fluorometrije redovno se mjeri ovisnost inten-
ziteta fluorescencije o koncentraciji analizne tvari koja fluorescira, pa
zakonitost te ovisnosti zaslufuje narolitu paZnju.

Ovisnost intenziteta fluorescencije o koncentraciji otopljene tvari koja
fluorescira ravna se po nesto zamrienijim zakonima negoli odgovara-
juca ovisnost apsorpcije svijetla o koncentraciji. Apsorpcija svijetla se
formalno ravna po Lambert-Beerowu zakonu, koji se obitno formulira
jednadzbom:

Iy =2 forllioey (4)

u kojoj Jo i J» oznaluju intenzitet svijetla prije i poslije apsorpcije,
¢ je koncentracija (po moguénosti u mol/l) tvari, koja apsorbira, p je
debljina sloja (u cm), a ¢ je ekstinkcijski koeficijent te tvari za odredenu
duzinu vala (7). Buduéi da za apsorpciju svijetla (A4) vrijedi:

A= Jo— In (5)
dobije se transformiranjem jednadbe (4):
A= Jp[1—10—¢cr], (6)

Drugim transformiranjem jednadibe (4) dobije se izraz za ckstinkciju

(E):

E=log%=sc[), . (7)
" ,
a vidi se, da izmedu ekstinkcije i koncentracije postoji u cijelom pod-
rucju, u kojim vrijedi Lambert-Beerow zakon, linearni odnos.

U razrijedenim otopinama postoji izmedu apsorpcije svijetla i inten-
ziteta fluorescencije (@) proporcionalnost:

D=k - A=k Jo[1—10—*<"], (8)

U ovoj jednadzbi k oznatuje konstantu proporcionalnosti, koja se naziva
iskoris¢enje fluorescencije. Brojtana vrijednost ove konstante mo¥e biti
maksimalno jednaka jedinici (k¢ = 1), jer se u najpovolinijim slucaje-
vima mozZe ukupna nergija apsorbiranog svijetla pretvoriti u emitiranu
cnergiju fluorescencije, no redovno je manja od jedan. Za tvari koje
intezivno fluoresciraju imat ée k vrijednost od 0,7 do 0,9, a za tvari sa
slabom fluorescencijom ispod 0,2.

U koncentriranim otopinama, kada je apsorpcija svijetla skoro pot-
puna, obitno dolazi do koncentracijskog gasenja fluorescencije. U kon-
centracijskom podrucju ovog gaSenja intenzitet se fluorescencije sma-
njuje — kod prakti¢ki nepromijenjene apsorpcije — s porastom koncen-
tracije, redovno po jednadzbi:

®=¢0‘107‘3€, (9)
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u kojoj @, oznatuje maksimalni intenzitet fluorescencije, dakle inten-
zitet kod koncentracije prije gasenja, a § je konstanta koncentraci jskog
gaSenja fluorescencije. Podrudje koncentracijskog gasenja nije prikladno
za izvedbu fluorometrijskih analiza.

Kod analititkog odredivanja koncentracije mjerenjima intenziteta
fluorescencije dolazi u obzir preteino pedrucje veoma razrijedenih oto-
pina. Kad se intenzitet fluorescencije podijeli s koncentracijom, dobije
se izraz za specifiénu sposobnost fluoresciranja (F):

F = ey (10)
Broj¢ana vrijednost ove fizikalne velid¢ine priblizava se, kako razredenje
raste, granitnoj vrijednosti Fo, koja se dalje ne mijenja razredenjem.
U ovom podruju razredenja postoji linearni odnos izmedu intenziteta
fluorescencije i koncentracije, pa zato se i Cesto vrie fluorometrijska
odredivanja koncentracije u ovom podrucju.

Izmedu ekstinkcije svijetla, koje podrazuje fluorescenciju, na pr.
ultral jubitastog svijetla s duzinom vada od 366 mu, i intenziteta fluore-
scencije postoji takoder odredeni odnos. Prema definiciji apsorpcije
i ekstinkcije jednadzbama (5) i (7) dobije se izraz:

Jo
E=log 7", (11)

a primjenom jedna’be (8) moZe se izraziti apsorpcija pomocu inten-
ziteta fluorescencije:

1
A= p o D, (12)
No buduéi da potpunoj apsorpciji (4 = J,) odgovara maksimum inten-
ziteta fluorescencije (Pm):

Jo= 3 Pm (13)

dobije se za ekstinkciju jednadZzba:

/]
koja dopuita odredivanje ekstinkcije mjerenjima intenziteta fluore-
scencije. Mjerenje ekstinkcije moze imati svrhu da se odredi vrijednost
ekstinkcijskog koeficijenta (kod poznate koncentracije), ili se pak odre-
duje koncentracija, pri ¢emu je potrebno imati podatke o vrijednosti
ekstinkcijskog koeficijenta.
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Iz navedenih razmatranja vidimo, da za praktitnu izvedbu odredi-
vanja koncentracije fluorometrijskim mjerenjima postoje dvije mo-
gutnosti i dvije nacelno razli¢ite metodike rada. Prva metodika radi
iskljuéivo u podrulju linearnog, ili priblizno linearnog dijela intenzi-
tetne krivulje fluorescencije, te se sluzi bazdarnim krivuljama. Takve
bazdarne krivulje, koje treba izmjeriti za svaku tvar, koja se zeli ana-
lizirati, i koja ée strogo vrijediti samo za doti¢ni fluorometar, pri-
kazuju grafi¢ki ovisnost intenziteta fluorescencije o koncentraciji tvari
koja fluorescira. Postupa se tako, da se priredi niz otopina s poznatim .
koncentracijama, pa se za svaku koncentraciju odredi intenzitet fluore-
scencije s obzirom na standard, koji je izabran za tu svrhu. Standard
moze biti jedna otopina toga niza, na pr. otopina, kojoj pripada naj-
veta jakost fluorescencije. No jednostavnije se radi sa staklenim filtri-
ma ili lamelama (Zelatinskim, kolodijskim) s odgovarajuéim bojama koje
fluoresciraju barem pribliZzno u istoj boji kao i mjerne otopine. Rela-
tivna vrijednost intenziteta flucrescencije s obzirom na upotrebljeni
standard, a u ovisnosti o koncentraciji tvari koja fluorescira, daje ba-
zdarnu krivulju za doti¢nu tvar. Kod samih odredivanja nepoznatih
kocentracija izmjeri se intenzitet fluorescencije prema istom standardu,
pa se na bazdarncj krivulji grafi¢kom intrapolacijom otita odgovarajuéa
vrijednost koncentracije.

Pri odredivanju ekstinkcije mjeri se fluorometrijski intenzitet fluore-
scencije (@) doti¢ne otopine s obzirom na standardnu otopinu malksi-
malnog intenziteta (®m), pa se po jednadibi (14) izratuna vrijednost
ekstinkcije. Moze se raditi i s nekim drugim standardima. jer u jed-
nadzbu (14) ulazi samo omjer izmjerenih intenziteta. No spektralni
sastav emitiranog svijetla treba da bude po moguénosti isti kod stan-
darda, kao i kod mjernc otopine.

Metodi¢ki je vazno, da se fluorescencija
moze mjeriti — §to se tie odnosa smjera pri-
marnog (ultraljubitastog) svijetla i smjera, u
kojem svijetlo fluorescencije pada na fotome-
tarski uredaj — u principu na dva nadina. Te
nacine mogli bismo karakterizirati kao metode
rada u »prolaznome, odnosno u »reflektiranom«
primarnom svijetlu. Kod prve metode svijetlo,
koje podrazuje fluorescenciju, prolazi kroz
objekt (otopinu), a fotometar postavljen je iza
objekta (u smjeru primarnog svijetla) ili pak
pokraj objekta pod kutom od 90° (vidi sliku
2a i 2b). Uredajima s istovetnim smjerovima
primarnog svijetla i mjerenja pripada univer-
zalnije nzalenje,jer se mogu upotrebljavati za  SI.2 - Smjer podrativanja
velike kao i za male koncentracije tvari koja (7) i mjerenja (2) fluor-
fluorescira, dok uredaiji, kod kojih smjerovi escencije.
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podraZivanja i mjerenja stvaraju kut od 90°, mogu sluziti samo za fluoro-
metrijska mjerenja razredenih otopina. U koncentriranim otopinama
naime. zbog prakti¢ki potpune apsorpcije svijetla u tankom sloju oto-
pine, fluorescira takoder samo tanki sloj plohe, na koju pada primarno
svijetlo, pa svijetlo fluorescencije takvog tankog sloja ne moze pod
pravim kutom opti¢ki ispravno djelovati na fotometarski uredaj. Kod
razredenih otopina fluorescira naprotiv prakticki jednoli¢no cijela oto-
pina, a takva otopina i pod pravim kutom daje homogenu svjetlecu
plohu, koja je prikladna za fotometrijska mjerenja. Metoda rada u
reflektiranom primarnom svijetlu (vidi sliku 2¢) moze se takoder pri-
mijeniti kod svake koncentracije tvari koja fluorescira, a pored toga
moeze posluZiti i za mjerenje fluorescencije intenzivno obojenih otopina
kao 1 neprozirnih krutih tvari.

Fluorometrijska aparatura

Kod praktitke fluorometrije nalelno se redovno postupa tako, da se
fluorescencija podraZuje vi$e manje monokromatskim ultraljubitastim
svijetlom odredene duZine vala, a fotometrijski sefimjeri intenzitet, ukupne
emisije fluorescencije u vidljivom dijelu spektra. Za specijalne svrhe
moze se dakako 1 fluorescencija podraziti (kratkovalnim) vidljivim svi-
jetlom, odnosno kod odgovarajuéih objekata moZe se 1 mjeriti emisija
u ultraljubidastom dijelu spektra, koja je izazvana utjecajem jo§ kratko-
valnijeg zradenja.

Kao izvori svijetla sluze kod fluorometrije skoro iskljutivo Zivine
svjetiljke, koje su nadinjene iz stakla ili kvarca. Suvremena tehnika pro-
izvodi danas narodito dva tipa svjetiljaka s Zivinim parama, naime
visokotla¢ne i niskotla¢ne. Bitna razlika izmedu tih tipova svjetiljaka
je ta, Sto visokotlaéne daju intenzivniju emisiju Zivine linijske skupine
kod duzine vala od 365 mu, a niskotlatne pretezno emitiraju kratkovalnu
liniju zive kod 253,6 mu. Bududi da granica propustljivosti stakla za ultra-
lyubicasto svijetlo lezi po prilici kod duzine vala od 300 mu, visokotlatne
svjetiljke se izraduju iz stakla, a niskotlaéne iz kvarca. Slike 3 i 4 pri-
kazuju emisijske spektre po jedne visokotla¢ne i niskotlatne Zivine svje-
tiljke. Vidi se, da prva zaista emitira snaznu liniju od 365 mu, a druga
kod 253 mu. Prva ¢e dobro posluziti za podraZivanje fluorescencije tvari,
koje apsorbiraju (dugovalno) ultraljubiasto svijetlo u blizini vidljivog
spektra, dok ¢e se druga upotrebljavati pri radu s bezbojnim tvarima,
kojih apsorpcija svijetla leZi u spektralnom podruéju ispod duZine vala
od 300 mu. To su Cesto anorganski fluorescetni sistemi.

Za podrazivanje fluorescencije Zuto obojenih tvari, kojima pripada
odredena sposcbnost apsorbiranja ljubicastog svijetla, mogu dobro po-
sluziti specijalne zarulje, koje intenzivno emitiraju ljubiéasto i dugo-
valno ultraljubicasto svijetlo, a njihov stakleni balon nainjen je od
nikeloksidova stakla. Emisijski spektar takve zarulje prikazuje slika 5.




Sl 3 ~ Spektri visokotlaéne %ivine svjetiljke. Spektri 1 i 2 smimljeni su bez filtra, a

ostali spektri (3, 4i 5) s filtrom od nikeloksidova stakla, X
2ve kod dutine vala od 365 mu

oznatuje linijsku skupinu

Sl. 4 — Spektri niskotlaine Yivine svjetil
a sepkiri 2, 4 i 6 sq specijalnim filtrom
365 mu, a | dus

jke. Spektri 1, 3 i 5 snimljeni su bex filtra,
za tu svjetiljku. X oznacuje dutinu vala od
inu vala od 253 mu

e R e

Sl. 5 — Spektri specijalne Zarulje za ultra

stakla. Spektri snimljeni su razlicitim ekspozicijama. Zarul

nom podruéju izmedu ),

ljubiéasto svijetlo u balonu iz nikeloksidova

1@ emitira svijetlo u spektral.-
=310 mu i A =420 mu






FLUOROMETRIJA 49

Zivine svjetiljke emitiraju pored navedenih jakih emisijskih linija,
koje slufe za podra¥ivanje fluorescencije, jo§ i veéi broj drugih linija
vidljivog i ultraljubitastog spektra. Te druge linije, narodito vidljive,
smetaju pri promatranju i mjerenju fluorescencije. Zbog toga se pri-
mjenjuju u kombinaciji sa Zivinim svjetiljkama odgovarajuéi opticki
filtri, koji apsorbiraju vidljivo, a propustaju ultraljubiasto svijetlo. Za
duZinu vala od 366 mu upotrebljava se filtar od nikeloksidova stakla,
koji ima maksimum propustljivosti po prilici ba$ kod te duZine vala.
Ovo filterstaklo moZe imati razli¢itu opti¢ku gustotu, koja se moze 1
mijenjati u odredenim granicama mijenjanjem debljine samoga stakla.
Debljina nikeloksidova filtra od 4 mm najbolje odgovara zahtjevima
fluorometrije. Medutim taj filter propusta i ne$to crvenog svijetla, pa
se zato jo§ mora korigirati dodavanjem odgovarajuteg plavog filtra,
koji totalno apsorbira crveno svijetlo. Plavi stakleni filtri nisu ba$ naj-
bolji za tu svrhu, pa se zato ispravnije primjenjuje tekuéinski filter
od 5%-otopine bakrenog sulfata u debljini sloja od 1 ecm. Takva kom-
binacija filtra u zajednici s visokotlatnom Zivinom svjetiljkom dobar
je izvor svijetla za fluorometriju. No pri radu s tvarima, koje slabo
fluoresciraju, preporucuje se (11) raditi sa Zivinim kvarcovim svjetilj-
kama neSto starije konstrukcije, koje inale sluZe za obasjavanje bo-
lesnika ultraljubicastim svijetlom u svrhu terapije (umjetno visinsko
sunce). Te svjetiljke emitiraju naime manje crvenog svijetla, koje se
lakSe odstrani odgovarajuéim plavim filtrima.

Za izoliranje Zivine linije s duZinom vala od 253 mu nema zasad zaista
dobrih filtera. Tvrtke, koje proizvode niskotlaéne Zivine svjetiljke, pri-
dodaju im doduse &esto i filtre za navedenu duZinu vala, ali oni medutim
redovno samo djelomi¢no oslabe druge emisijske linije Zive. Spektralne
snimke na slikama 3 1 4 dobro ilustriraju utjecaj filtra na spektralni
sastav svijetla visokotlaénih odnosno niskotla¢nih Zivinih svjetiljaka.

Pored navedenih filtera, koji propustaju ultraljubitasto i1 apsorbiraju
vidljivo svijetlo, fluorometrija se sluzi jo§ i filtrima, koji po moguc-
nosti potpuno apsorbiraju ultraljubilasto, a potpuno propustaju vidljive
svijetlo. Ovim redovno slaboZuto obojenim filtrima sprecava se, da pri-
marno ultraljubilasto svijetlo, koje prolazi kroz fluorescentni objekt
ili se na njemu reflektira, djeluje na fotometarski uredaj odnosno na
oko motritelja. Takav filter ne smije dakako fluorescirati utjecajem
ultraljubilastog svijetla, jer bi se time prividno povecéavala fluorescen-
cija samog fluorescentnog objekta. Medutim nema dobrih »Zutih« sta-
klenih filtera, koji ne bi fluorescirali uslijed apsorpcije ultraljubicastog
svijetla. Zbog toga se preporuluje prirediti u tu svrhu filterske Zela-
tinske folije s pikrinskom kiselinom (11). Te se folije prireduju ovako:
5 g Zelatine stavlja se u 50 ml dest. vode te se ostavi stajati da bubri
kod sobne temperature po prilici 1 sat. Nakon toga se nabubrena Zzela-
tina ugrije na 30° do 40° dok se potpuno otopi, pa se dodaje 50 ml
0,6%0 vodene otopine pikrinske kiseline 1 dalje se drzi na navedenoj tem-
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peraturi, dok se otopina potpuno homogenizira. Takva otopina se topla
izlije na glatku i ravnu celuloidnu podlogu, ratunajuéi 1 ml otopine na
10 cm?® podloge. Nakon kratkog vremena Zelatinska se otopina skruti, a
za nekoliko sati (preko noéi) se osudi. OsuSena #elatina se lako moze
skinuti u obliku folije s podloge, a za apsorpciju ultraljubiéastog svi-
jetla moZe posluziti jedna ili viSe takvih folija, koje se stavljaju jedna
na drugu.

Fotometrijski uredaji fluorometara mogu biti veoma razli¢iti. Od
vizuelnih sprava upotrebljavaju se fotometri s mjernim zaslonima, kao
S$to je Pulfrichov fotometar (12), fotometri sa sivim klinovima ( 13),
polarizacijski fotometri (14) i spektralni fotometri (15). No danas se
pretezno radi s fotoelektri¢nim spravama uz primjenu fotoelemenata (16)
ili fotostanica (17), a i suvremeni veliki fotoelektri¢ni spektralni foto-
metri redovno imaju uredaje za mjerenja intenziteta fluorescencije (18).

Kod fotoelektri¢nih fluorometara mogu se u pricipu razlikovati dvije
konstrukcije. Izgraduju se naime s vrlo osjetljivim galvanometrima, a
bez pojadala za fotostruju, ili pak s odgovarajuéim pojacalima, ali s gal-
vanometrima manje osjetljivosti. Osim toga se mo¥e fluorometar da-
kako konstruirati — kao svaki fotoelektri¢ni fotometar — za rad po metedi
otklona, kompenzacije ili supstitucije. Prikazat éemo ovdje dva fluoro-
metra, koji rade s osjetljivim galvanometrima, bez pojacala, a po me-
todi otklona.

Shemu fluorometra za mjerenje intenziteta fluorescencije u prolaznom
primarnom svijetlu (19) prikazuje sl. 6. L je #ivina svjetiljka, koja
snaZno emitira Zivinu linijsku skupinu kod dufine vala od 365 mu. F, je

E Sl. 6 — Shema fluorometra za providne objekte (oto-

pine). L Zivina svjetiljka u kvarcu, Fy filter koji

propusta samo uliraljubiéasto svijetlo, O mjerni

objekt (ctopina, koja fluorescira), F, filter, koji pot-

puno apsorbira ultraljubitasto svijetlo (lamela s pi-

krinskom kiselinom), E selenov fotoelement, R otpor-
nik (oko 10.000 Q), G zrcalni galvanoter.

Petrijeva zdjelica s otopinom bakrenog sulfata, a F, tilter od nikeloksi-
dova stakla. Svjetiljka je ugradena u limeni ormarié s odgovarajuéim
otvorima za strujanje zraka. Filtrirano svijetlo %ivine svjetiljke pada
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na fluorescentnu otopinu O, koja se nalazi u prikladnoj ¢asi. Svijetlo
fluorescencije otopine prolazi kroz Zutu filterfoliju Fy i djeluje na se-
lenov fotoelement E. Fotostruja se mjeri galvanometrom G, kojega se
osjetljivost mose mijenjati u odredenim granicama reostatom R. Galva-
nometar je osjetlijiva zrcalna sprava (osjetljivost: 10— ampera po
crtici skale) s objektivnim otitavanjem. Ukupni otpor reostata treba
da iznosi oko 10000 oma, a ukoplani dio se moZe mijenjati grubim 1
finim reguliranjem.

Intenzitet fluorescencije (@) se uvijek mjeri usporedbeno s obzirom
na intenzitet (@, = 100) nekog standardnog objekta. Taj standard moZe
biti otopina poznate koncentracije ili stakleni filter (lamela, adsorbat
na papiru i sL), koji dobro fluorescira utjecajem ultraljubitastog svi-
jetla. Takav filter je na pr. GG3-staklo tvrtke Schott u. Gen., koje utje-
cajem #ivine linije s duzinom vala od 365 mu fluorescira intenzivno na-
randasto, a utjecajem druge linije s duZinom vala od 253 mpu intenzivno
bjelkasto. Kod mjerenja se postupa tako, da se najprije postavi standard
na fotoelement (na mjesto, koje pripada objektu), pa se reostatom na-
ravna otklon galvanometra na odredenu vrijednost, na pr. na Go = 100.
Nakon toga se standard zamijeni s mjernom otopinom, te se kod
istog vanjskog otpora (kod iste vrijednesti ukopfanog otpora re-
ostata) otita otklon galvanometra (G). Taj se postupak ponovi nekoliko
puta, na pr. tri puta, pa srednja vrijednost tih otitavanja daje izravno
relativnu vrijednost intenziteta fluorescencije u procentima s obzirom
na fluorescenciju standarda. Ako se otklon galvanometra za standard
ne mo¥e naravnati na G, = 100, na pr. zbog preslabog ili prejakog in-
tenziteta izvora svijetla, uzima se koja druga vrijednost za Go na pr.
50, 20 ili 200, 500, a relativni intenzitet fluorescencije u procentima
s obzirom na fluorescenciju standarda (G%o) raluna se po formuli:

G- 100
G = = (15)

Prikazani fluorometar moZe posluziti i za mjerenja fluorescencije
krutih objekata (stakla, lamela, adsorbata) u prolaznom primarnom
svijetlu, dakako, ako se radi o donekle prozirnim objektima.

Opisanim fluorometrom izvrien je velik broj mjerenja intenziteta
fluorescencije u okviru razli¢itih nauénih i struénih radova, koji su se
narotito bavili problemom ga$enja fluorescencije (20) razliénih tvari,
te fluorometrijom porfirinskih otopina (21), vitamina (22) i ksantopte-
rina (23) radi analize. Kod fluorometrijskih odredivanja koncentracije
koproporfirina u urinu upotrebljena je metoda s bazdarnom krivuljom
u koncentracijskom podru¢ju, u kojem pretefno vrijedi jednadzba (10),
izmjeren je tok odgovarajuée bazdarne krivulje (24), te je izradena me-
toda ba¥darenja fluorometra za koproporfirin upotrebom bojila roda-
min B namjesto koproporfirina (11), koji je teSko pristupatan u &istom
stanju.
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Fluorometrom, kojega shemu prikazuje slika 6, moZe se mjeriti in-
tenzitet fluorescencije samo u prolaznom primarnom svijetlu. Taj apa-
rat nije prikladan za mjerenje flourescencije znatnije obojenih obje-
kata, a posve je nemoguce mjeriti s njim intenzitet fluorescencije ne-
prozirnih tvari. Zbog toga je provedena konstrukcija fluorometra, koji
mjeri povrsinsku fluorescenciju objekata, pri ¢emu primarno ultraljubi-
Casto svijetlo pod odredenim kutom pada na povriinu, apsorbira se, a
djelomitno se reflektira, no izaziva vidljivu fluorescenciju objekta.
Shemu ovog fotoelektricnog fluorometra sa selenovim fotoelementom i

Sl. 7 — Shema fluorometra za ne-
prozirne objekte (adsorbati na
bapiru). S wvisokotlaina Zivina
svjetiljka, L, i L, lece, Fy filter,
koji propusta samo ultraljubicasto
svijetlo, O mjerni objekt odnosno
standardni objekt, F, filter, koji
potpuno apsorbira ultraljubiiasto
svijetlo, E selenov fotoelement,
G zrcalni galvanometar, R ot-

pornik

osjetljivim galvanometrom prikazuje slika 7. Kao izvor svijetla (S) za
taj aparat sluzi visokotlalna Zivina svjetiljka u bezbojnom staklenom
balonu, na pr. svjetiljka HP 80W, Typ 57201E, tvrtke Philips, ili slitan
proizvod neke druge tvrtke. Ta svjetiljka ugradena je u limeno kuéiste
s okruglim otvorom, na koji je postavljena kondenzorleéa L,. Svijetiljka
se nalazi u ZariStu te lete. F; je filter iz nikeloksidova stakla, koji pro-
pusta pretezno samo Zivinu linijsku skupinu kod 2= 365 mu. Kondenzor-
le¢a L; stvara nesto neoftru (difuznu) sliku izvora svijetla na objektu
O, na pr. na plodici fluorescentne tvari ili na papiru, koji je impregniran
s tvari, kojoj se fluorescencija mjeri. Ta plodica veli¢ine 5X5 cm.po-
stavljena je pomi¢no (u smjeru strijelice na slici), tako da se na njezino
mjesto moze brzo i lako postaviti i koji drugi objekt iste veli¢ine j
oblika, no drugog intenziteta fluorescencije. Jedan od tih objekata re-
dovno je standardni objekt, a drugi mjerni objekt. Leéa L, stvara oStru
sliku objekta O na prednjoj plohi selenova fotoelementa E, ispred kojeg
se nalazi filter F,, koji potpuno apsorbira ultraljubiasto svijetlo (Zela-
tinska lamela s pikrinskom kiselinom). Na fotoelement djeluje samo
vidljivo svijetlo fluorescencije objekta O. Smjer primarnog ultraljubi-
(astog svijetla za podrazivanje fluorescencije objekta stvara sa smjerom
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mjerenja vidljivog svijetla fluorescencije kut od 45°. Fotostruja ele-
menta E mjeri se osjetljivim zrcalnim galvanometrom G (osjetljivost:
10—° ampera po crtici skale), kojega se osjetljivost moZe mijenjati upo-
trebom otpornika R. Aparatura radi po metodi otklona, a objekti s jaom
fluorescencijom, na pr. filterpapiri impregnirani kininsulfatom, daju
otklon svjetlosne markice na skali galvanometra od nekoliko stotina mi-
limetra. Pri izratunavanju relativne brojéane vrijednosti intenziteta
fluorescencije iz mjernih vrijednosti otklona galvanometra. a s obzirom
na intenzitet fluorescencije nekog standardnog objekta, postupa se na
isti nadin kao i pri radu s prije opisanim fluorometrom (jednadzba 15).

Tablica 1.
Boja Standardna lt{eulgtiv;a
Uzorak fluorescen- | @ srednji pogreska o aEkna
cije odredivanja pogofs e
Fluoresco 321 . . . . . crvena 198 1,25 0,63
Fluoresco 364 . . . . . zelena 91 1,05 1,15
Fluoresco 354 . . . . . plava 47 0,55 1,17

Da bi se ispitala to¢nost rada aparata po shemi na slici 7, izvrien je
s opisanim fluorometrom niz mjerenja intenziteta fluorescencije istih
objekata. Kako objekti uzeti su fluorescentnim bojilima (Fluoresco-bojila)
bojadisani papiri, koji fluoresciraju u razlitnim bojama, a kao stan-
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Sl. 8 — Regresijski pravac i 95°o-granice
pouzdanost: odredivanja uranina.
intenzitel fluorescencije, ¢ koncentracija
uranina u u M/l
M—=>cCc B 20

dardni objekt sluzio je tako bojadisani papir sa skoro idealno bijelom
fluorescencijom. Srednje vrijednosti relativnih intenziteta fluorescencije
(®), kao i standardne pogreske mjerenja prikazane su u tablici 1.
Srednje vrijednosti uzete su iz 10 paralelnih odredivanja.
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Kao primjer praktitke upotrebe fluorometra prikazan je na slici 8
ba¥darni pravac i 95%-granice pouzdanosti za odredivanje uranina u
vodenim otopinama. Uzorci su bili pripravljeni kupanjem okruglih
filterpapira (Watsen br. 1) u vodenim otopinama uranina 5 minuta,
objedeni i osuSeni. Potpuno suhi uzorci bili su mjereni. Statisticka analiza
dobivenih rezultata dala je ovu regresijsku jednadzbu:

C =235 X O,

gdje je C koncentracija uranina u mikromolovima na litru, a @ relativni
intenzitet fluorescencije. Standardnda pogretka koeficijenta smjera
ba¥darnog pravca bila je = 0,02. Standardne pogreske odredivanja,
kao i relativne standardne pogretke za podrudje kocentracija uranina
2 X 10~* m/l prikazane su na slici 9. Standardna pogreska pojedinac-

60
Sl. 9 — Ovisnost standardne pogre-
Ske (1, 3) i relativne standardne
pogreske (2, 4) odredivanja urani-
na o koncentraciji. Krivulje 1 i 2

5

%]\ : prikazuju pogreske pojedinainih od-
X\? 50 redivanja, a krivulje 3 i 4 pogreske
e 3 ¢ dvaju paralelnih  odredivanja C
300 standardna pogreska w M uranina
4 :
\h ho  (1); ° relativna standardna pogre-
Ska

50 100 —c 150 200

nog odredivanja je ispod 5 mikromola uranina na litru, Ako se izvode
dva paralelna odredivanja, pa se kao rezultat uzme srednja vrijednost
tih rezultata, standardna se pogretka smanjuje na ispod 3,5 mikromola
na litru. NajniZa koncentracija uranina, koja se jo$ moZe na opisani
nadin odrediti uz dovoljnu tocnost, je 1 X 10— m/l.

Primjena u medicinskoj analizi

Fluorometrija se primjenjuje u medicinskoj analizi vrlo Cesto i sve-
strano.To je u vezi sa ¢injenicom, da razliditi fiziolo$ki i patoloski vazni
kemijski spojevi ve¢ u malenim koncentracijama daju intenzivne i po
boji karakteristi¢ne fluorescencije. Nije moguée u okviru oveg ¢lanka
dati potpun pregled primjene fluorometrije u medicinskoj analizi, ve¢
se moramo ograniliti na odreden broj karakteristi¢nih i bolje obradenih
primjera.

Ve¢ je spomenuto fluorometrijsko odredivanje porfirina u urinu, koje

“se vrdi kod razliénih oboljenja kao $to su artritis, poliomielitis, ciroza
jetara, perniciozna anemija, pelagra, neki oblici fotodermatoze i dr.
Odredivanje porfirina u urinu radi dijagnoze narocito dolazi u obzir
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kod profesionalnih oSteéenja olovom, ali i arsenom, berilijem, selenom,
anilinom i kloriranim ugljikovodicima. Od mnogobrojnih radova o por-
firinuriji navest ée se ovdje samo oni, koji se odnose ba¥ na fluorome-
trijsku metodiku (24).

I kolitina adrenalina u krvi i u drugom bioloSkom materijalu mofe
s¢ odrediti fluorometrijski (25). Adrenalin kao takav doduse ne flure-
scira, ali se u luZnatim otopinama brzo autoksidira, te se zamrSenim
reakcijskim mehanizmom stvara adrenokrom, a meduprodukt oksidacije
— otito kinon adrenalina — intenzivno zeleno fluorescira utjecajem ultra-
ljubicastog svijetla. Fluorescentni meduprodukt autoksidacije adrenalina
se za vrijeme oksidacije u luZnatoj otopini najprije stvara, pa ga cpet
nestaje, a isto tako se 1 fluorescencija najprije pojavi u slabom intenzi-
tetu, postaje postepeno intenzivnija i prelazeéi preko maksimuma inten-
ziteta opet se ugasi. Ta je pojava vrlo karakteristina za adrenalin, a
fluorometrijskim mjerenjima maksimalnog intenziteta fluorescencije
mogu se odrediti koncentracije adrenalinskih otopina. Znatajni su ra-
dovi G. Lehmanna i suradnika (25), koji su istraZivali primjenom fluoro-
metrijske metode medusobni utjecaj koncentracije adrenalina u krvi i
tjelesnog rada ispitanika.

Alkaloidi, koji se odvode od heterocikli¢kih spojeva s dusikom (od pi-
ridina, kinolina, pirodilina 1 dr.), te od kondenziranih cikli¢tkih uglji-
kovodika (fenantrena), imaju takvu kemijsku konstituciju, da njima re-
dovno izridito pripada sposobnost fluoresciranja. Kininalkaloidi pripa-
daju na pr. u grupu tvari, koje pod odredenim pokusnim uvjetima van-
redno intenzivno fluoresciraju. U ovisnosti o aciditetu otopine ‘esto se
pravilno mijenja intenzitet i boja fluorescencije alkaloida. Na temelju
ovih Cinjenica izradeni su razliditi postupci za dokazivanje, ali i kvan-
titativno fluorometrijsko odredivanje alkaloida (26) u drogama, lijeko-
vima i bioloSkom materijalu (urinu, krvi, organima). Alkaloidi kao
organske tvari bazi¢nog karaktera daju soli s raznim anorganskim i or-
ganskim kiselinama. Anioni tih kiselina mogu medutim ugasiti djelo-
micno ili potpuno fluorescenciju kationa alkaloidne baze, dakako, ako
se radi o anionima, kojima pripada sposobnost ga$enja fluorescencije
(ioni halogenih elemenata). Tako kininhidroklorid u krutom stanju i u
otopinama ne fluorescira (gaSenje fluorescencije kloridom), dok odgo-
varajuéi sulfat pokazuje otopljen u razrijedenoj sumpornoj kiselini
krasnu veoma intenzivnu modru fluorescenciju. Pri kontroli ekstrakcije
alkaloida iz biljnog materijala, te kod analize lijekova mogu dobro po-
sluziti fluorometrijske metode analititkog rada.

Kondenzirani ugljikovodici, koji kod duljeg i le¥¢eg djelovanja na
zive organizme mogu izazvati rak, t. zv. karcinogene ili kancerogene
tvari, vrlo Cesto se odvode od 1,2 — benzantracena, a redovno pokazuju
u krutom stanju kao i u otopinama izrazitu fluorescenciju (27). Cini
se, da svim karcinogenim tvarima pripadaju karakteristi¢ni spektri
fluorescencije « emisijskim vrpcama kod istih duzina vala. Zbog toga
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spektri fluorescencije mogu dobro posluZiti za dokazivanje karcinogena
u bioloskom materijalu. Pored toga se karcinogeni kvantitativno od-
reduju fluorometrijski, pri éemu se evntualno metoda kombinira s kro-
matografijom na papiru ili na stupcu.

U kvantitativnoj analizi vitamina fluorometrijske se metode narotito
primjenjuju za odredivanje vitamina B, i B,. Vitamin B; (aneurin,
tiamin) kao takav ne fluorescira, ali oksidacijom s fericijanidom u al-
kali¢noj otopini, ili oksidacijom s nekim drugim sredstvima, prelazi i
tiokrom, kojega otopine fluoresciraju intenzivno modro. Mjerenjima
intenziteta fluorescencije tiokroma moze se odrediti koli¢ina vitamina
B, u analiznom uzorku, pri ¢emu se mnogobrojni analizni postupci (28)
medusobno razlikuju pretezno samo s obzirom na prethodnu kemijsku
obradbu analiznog uzorka i s obzirom na upotrebu otapala za tiokrom.
Kod tih se postupaka kao fluorometrijski standardi ¢esto upotrebljavaju
stabilne otopine nekih drugih tvari s intenzivnom modrom fluorescenci-
jom, na pr. otopine kininsulfata.

Vitamin B, (laktoflavin, riboflavin) fluorescira u neutralnim vodenim
otopinama intenzivno zeleno, a time je omogucena izravna kvantita-
tivna fluorometrijska analiza toga vaznog vitamina (29). Fluorescencija
laktoflavina ovisna je o aciditetu otopine, pa se intenzitet emitiranog
svijetla znatno smanjuje u podrué¢ju ispod pH 3 i iznad pH 9. Spoj je
amfoternog karaktera s izoelektriénom to¢kom kod pH 6. Osim toga vazno
je, da su otopine laktoflavina fotoaktivne, pa se podvrgavaju fotoke-
mijskim autoksidacijama, ali i drugim fotokemijskim pretvorbama.
Brzina tih fotokemijskih reakcija, kao i kemijski sastav fotoprodukata
zavise od aciditeta otopine. Te &injenice valja uzeti u obzir kod izvedbe
- fluorometrijskih analiza.

Osim navedenih dobro razradenih metoda fluorometrijskog odredi-
vanja vitamina, predlozeni su jo$ 1 direktni ili indirektni postupci fluoro-
metrijskih analiza vitamina A (30), vitamina Bs (31) i vitamina E (32).

Mnogobrojni su radovi o fluorometrijskim odredivanjima estrogenih
tvari i steroida (33). Konaéno se moZe jo§ spomenuti, da fluorometrijske
metode igraju odredenu ulogu i u analizi urobilina (34), bilirubina (35),
folne kiseline (36), penicilina (37) i drugith medicinski vaznih tvari.

Zakljucak

Fluorescencija je fizikalna pojava, koja se esto moze iskoristiti kao
temelj analiticke metode dokazivanja i kvantitativnog odredivanja tvari
medicinskog znacenja.

U kratkim crtama prikazan je fizikalni mehanizam fluorescencije.
Apsorpcija svijetla, prijelaz molekule u podraZeno stanje, djelomi¢na
pretvorba apsorbiranog svijetla u druge oblike energije, te emisija svi-
jetla fluorescencije. Krivulje potencijalne energije dvoatomarne mole-
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kule mogu zorno prikazati promjene, koje se zbivaju unutar molekule
za vrijeme apsorpcije i emisije svijetla. Postoji odredena veza izmedu
kemijske konstitucije tvari i njihove sposobnosti fluoresciranja, pri
¢emu tautomerne ravnote¥e, mezomerni prijelazi, aciditet otopine i utje-
caj tudih tvari (gasila) igraju odredenu ulogu.

Za izvedbu kvantitativnih analiza slui fluorometrija, pa su prikazani
teorijski i aparativni osnovi ove metodike. U principu se fluorometri ja
moZe sluZiti metodom baZdarnih krivulja uzimajuéi u obzir specifiénu
sposobnost fluoresciranja. S druge strane se mose fluorometrijski od-
rediti ekstinkcija analizne tvari, te se ratunski dolazi do vrijednosti kon-
centracije tvarl koja fluorescira.

Opisana je fluorometrijska aparatura. Kao izvor svi jetla redovno sluzi
visokotlaéna #ivina svjetiljka, koja u kombinaciji s odgovarajuéim fil-
trima daje monokromatsko svijetio (1=365 mu) za podraZivanje fluore-
scencije. Intenzitet fluorescencije se kod suvremenih aparatura cbiéno
mjeri fotoelektric¢ki (selenov fotoelement i osjetljivi galvanometar). Pri-
kazane su u pojedinostima dvije fluorometrijske aparature, od kojih
jedna radi u prolaznom primarnom svijetlu, a druga u reflektiranom.
Ta posljednja aparatura mo¥e narodito posluZiti za fluorometriju jako
obojenih ili meprozirnih objekata. Njezina upotrebljivost ispitana je
mjerenjima fluorescencije fluorescentnim bojilima bojadisanih papira,
te adsorbata fluorescentnnih tvari a papiru. Rezultat; mjerenja obra-
deni su metodama statistitkog ratuna.

Prikazana je primjena fluorometrijske metode u medicinsko-kemi jskoj
analizi. Kao dobro obradeni primjeri takve analize navedena su odredi.
vanja porfirina, adrenalina, alkaloida, karcinogenih tvari i raznih vita-
mina. Fluorometrom se mogu medutim izvr$iti direktno ili indirektno.
i kvantitativne analize drugih za medicinu vaZnih tvari.
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Zusammenfassung

DIE FLUOROMETRIE IM DIENSTE DER MEDIZINISCHEN
CHEMIE

Die Fluorometrie findet immer mehr Verwendung auf dem Gebiete der medizi-
nisch-chemischen Analyse und es werden deshalb zusammenfassend die fluorometri-
schen Methoden, sowie an Hand von Beispielen die wichtigsten Anwendungsgebiete
in der Medizin dargestellt.

Zunichst wird in kurzen Zigen die Theorie der Fluorescenzerscheinung behandelt
Der Prozess der Lichtapsorption, der Ubergang der Molckiile in den angeregten Zu-
stand, die teilweise Umwandlung der Anregungsenergie in andere Energieformen und
schliesslich dic Emission des Fluorescenzlichtes. Durch das Studium des Verlaufs der
Potentialkurven (Abb. 1.) fir zweiatomige Molekile wird das Verstindnis dieser
Vorginge, besonders beziiglich der Stockesschen Regel, wesentlich erleichtert. Auf die
Beziehung zwischen chemischer Konstitution und Fluorescenzfihigkeit, sowie auf die
Rolle der Aziditdt der Losung, auf Tautomerie- und Mesomerieerscheinungen in
Zusammenhang mit der Fluorescenz und schliesslich auf die L&schung der Fluor-
escenz durch Fremdstoffzusatz wir besonders hingewiesen.

Es folgt sodann die Behandlung der theoretischen und apparativen Seite der Fluoro-
metrie. Methodisch ergeben sich zwei Mébglichkeiten. Man arbeitet mit Hilfe von
Eichkurven, ohne Riicksicht auf entsprechende theoretische Voraussetzungen, oder aber
bestimmt man fluorometrisch die Extinktion des fluorescierenden Stoffes und be-
rechnet im Sinne des Beer-schen Gesetzes seine Konzentration. Die betreffenden
mathematischen Formulierungen werden angefiihrt.

Die heute iibliche fluorometrische Apparatur wir beschrieben. Als Lichtquelle
kénnen Hochdruck- oder Niederdruck-Quecksilberlampen, oder aber spezielle
Glithlampen die viel ultraviolettes Licht emittieren verwendet werden. Aufnahmen
von Spektren dieser Lichtquellen zeigen die Abbildungen 3, 4 und 5. Die Glithlampe
(Spektrum der Abb. 5.) kann besonders zur Anregung der Fluorescenz von Stoffen
verwendet werden die sichtbares violettes Licht stark absorbieren. Die Fluorescenz-
intensitit misst man bei Verwendung zeitgemisser Apparatur photoelektrisch, mit Se-
lenzelle und einem empfindlichen Spiegelgalvanometer. Es werden zwei Fluorometer
beschrieben von welchen das erste (Abb. 6.) im durchfallenden priméren Licht, das
zweite aber (Abb. 7.) im auffallenden primiren Licht arbeitet. Das erste eignet sich
zur Messung der Fluorescenz wenig gefirbter Lésungen und anderer durchsichtiger
Objekte, das zweite aber zu Messungen an undurchsichtigen oder stark farbigen
Objekten. Die Verwendbarkeit des ersten Fluorometers wurde im Rahmen von zahl-
reichen fritheren Arbeiten (16), (19), (20) erprobt. Mit dem zweiten Fluorometer
wurden Messungen an Papieren die mit fluorescierenden Farbstoffen (Fluoresco-
Farben) gefirbt waren, sowie an Adsorbaten fluorescierender Stoffe (Uranin) auf
Filtrierpapier durchgefiihrt. Die Resultate der Messungen wurden statistisch ausge-
wertet (Abb. 8 und 9).

Schliesslich wir die Anwendung der Fluorometrie auf medizinisch chemische Pro-
bleme an Beispielen der Bestimmung der Porphyrine, des Adrenalins, der Alkaloide,
karcinogener Stoffe und verschiedener Vitamine besprochen. Die fluorometrische Me-
thode kann aber auch bei der quantitativen Analyse anderer medizinisch wichtiger
Stoffe gute Dienste leisten.

Institut fiir medizinische Forschung, Eingegangen am 5. Mirz 1957.
Zagreb




