
1

Π. ΗΧΑΝΝΟΤ-ΑΜΑΡΑΝΣΗΓΟΤ

ΚΑΘΖΓ. ΥΖΜΔΗΑ

ΦΑΜΑΣΟΜΔΣΡΗΑ ΜΟΡΗΑΚΖ ΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

ΖΜΔΗΧΔΗ ΓΗΑΣΜΖΜΑΣΗΚΟΤ ΜΔΣΑΠΣΤΥΗΑΚΟΤ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΣΟ 

ΠΟΤΓΧΝ

"ΤΓΥΡΟΝΔ ΒΗΟΥΖΜΗΚΔ & ΒΗΟΦΤΗΚΔ ΜΔΘΟΓΟΗ 

ΑΝΑΛΤΖ"

ΑΘΖΝΑ 2005



2

ΦΧΣΑΤΓΔΗΑ (LUMINESCENCE)

ΠΗΓΗ ΔΙΕΓΕΡΗ ΕΙΔΟ ΦΩΣΑΤΓΕΙΑ

ΖΛΔΚΣΡΗΚΟ ΡΔΤΜΑ ΖΛΔΚΣΡΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(ELECTROLUMINESCENCE)

 ΔΝΔΡΓΔΗΑ ΡΑΓΗΔΝΔΡΓΧΝ 

ΧΜΑΣΗΓΗΧΝ

ΡΑΓΗΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(RADIOLUMINESCENCE)

 EΝΔΡΓΔΗΑ ΥΖΜΗΚΖ ΑΝΣΗΓΡΑΖ ΥΖΜΔΗΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(CHEMILUMINESCENCE)

 ENΔΡΓΔΗΑ ΥΖΜΗΚΖ ΑΝΣΗΓΡΑΖ 

Δ ΕΧΝΣΑΝΟΤ ΟΡΓΑΝΗΜΟΤ

ΒΗΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(BIOLUMINESCENCE)

 ΘΔΡΜΟΣΖΣΑ ΘΔΡΜΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(THERMOLUMINESCENCE)

 ENΔΡΓΔΗΑ ΣΡΗΒΖ ΣΡΗΒΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(TRIBOLUMINESCENCE)

 ENEΡΓΔΗΑ ΦΧΣΟΝΗΧΝ ΦΧΣΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

(PHOTOLUMINESCENCE)

ΦΘΟΡΗΜΟ

(FLUORESCENCE)

ΦΧΦΟΡΗΜΟ

(PHOSPHORESCENCE)

EΠΗΒΡΑΓ. ΦΘΟΡ 

DELAYED FLUOR.

1 – 10-4 s

10-6 – 10-9 s
1 – 10-4 s
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ΜΖΥΑΝΗΜΟ ΦΧΣΟΦΧΣΑΤΓΔΗΑ

Μήθνο θύκαηνο, ιnm
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Eπηβξαδ. θζνξηζκόο
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Mεηαθνξά Δλέξγεηαο

Λαλζαλίδεο (Σb, Sm, Dy, Eu)

ηνηρεία Μεηάπηωζεο

(Pd θαη Pt κε πνξθπξίλεο)

Mεηαθνξά Φνξηίνπ

Ru, Os, Ir + N-εηεξνθπθιηθνί 

ππνθαηαζηάηεο

(ζπιιέθηεο ειηαθήο ελέξγεηαο)

ΜΖΥΑΝΗΜΟΗ ΦΘΟΡΗΜΟΤ ΜΔΣΑΛΛΗΚΧΝ ΤΜΠΛΟΚΧΝ
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ΠΑΡΑΓΟΝΣΔ ΠΟΤ ΔΠΗΓΡΟΤΝ ΣΟ ΦΘΟΡΗΜΟ

ΥΖΜΗΚΖ ΓΟΜΖ

pH

ΘΔΡΜΟΚΡΑΗΑ

ΓΗΑΛΤΣΔ

ΤΓΚΔΝΣΡΩΖ
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ΦΧΣΑΤΓΔΗΑ ΟΡΓΑΝΗΚΧΝ ΔΝΧΔΧΝ ΚΑΗ ΓΟΜΖ

Ύπαξμε  π- ειεθηξνληαθνύ ζπζηήκαηνο (ιex>220nm)

Εθηεηακέλν π- ειεθηξνληαθό ζύζηεκα ζπλεπάγεηαη

Φζνξηζκόο

Φσζθνξηζκόο

Μεγάια κήθε θύκαηνο

Vitamin A1

ιex= 333nm, ιem= 500nm

Bελδόιην

S1   263 nm, T1 340 nm

Aλζξαθέλην

S1   376 nm, T1 680 nm

Χακειόηεξε δηεγεξκέλε απιή θαηάζηαζε

π* - π   Ιζρπξόο θζνξηζκόο (θσζθ.)

π*- n                 Αζζελήο θζνξηζκόο, ηζρπξόο

θσζθνξηζκόο ζε πεξηβ. κεγάινπ

ημώδνπο
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Γε θζνξίδεη

(κε πνιηθ. δηαι)

Ναθζαιίλην ΗλδόιηνΚηλνιίλε

π* - π
Φζνξηζκόο

Φσζθνξηζκόο

π* - π
Φζνξηζκόο

Φσζθνξηζκόο

ν – p –ππνθαηαζηάηεο                        αύμεζε θζνξηζκνύ

m – ππνθαηαζηάηεο                        ειάηησζε θζνξηζκνύ    

Δε θζνξίδεη                                           Φζνξίδεη

Αύμεζε κνξηαθήο αθακςίαο                    αύμεζε θζνξηζκνύ

ΦΑΗΝΟΛΟΦΘAΛΔΪΝΖ

(ΓΔ ΦΘΟΡΗΕΔΗ)
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ΠΛΔΟΝΔΚΣΖΜΑΣΑ ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ

ΤΦΖΛΖ ΔΤΑΗΘΖΗΑ (zero background technique)

ΜΔΓΑΛΖ ΔΚΛΔΚΣΗΚΟΣΖΣΑ (multiparameter technique)

ΠΑΡΑΜΕΣΡΟΙ ΕΚΛΕΚΣΙΚΟΣΗΣΑ:

λex, λem, τ , λphosph., P, μη ειδικές παράμετροι

ΑΠΛΖ ΚΑΗ ΥΔΣΗΚΑ ΥΑΜΖΛΟΤ ΚΟΣΟΤ ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΗΑ
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ΠΟΟΣΗΚΖ ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ

 πληειεζηήο 

θβαληηθήο απόδνζεο

ΦF =
Αξ. εθπεκπ. θωηνλίωλ

Αξ. απνξνθ. θωηνλίωλ

0  <   ΦF < 1

 Ηζρύο απνξξνθνύκελεο 

αθηηλνβνιίαο

 Ηζρύο εθπεκπόκελεο 

αθηηλνβνιίαο

 ε πνιύ αξαηά δηαιύκαηα (εbc < 

0.05)

PA = P0 – Pt = P0 (1- e-2.303 εbc) 

F = ΦF PA = ΦF P0 (1- e-2.303 εbc)

(2,303 ebc – (2,303 ebc)2/2! + (2,303 ebc)3/3!.)

F = 2.303 ΦF P0 εbc = Κ c 

 Ηζρύο θζνξηζκνύ ζε ρξόλν t κεηά 

ηε δηέγεξζε

Xξόλνο δωήο θζνξηζκνύ

Πόιωζε θζνξηζκνύ

ηF = ΦF ηn

Ft =F0 e –t/η

P = (FH – FV) / (FH + FV) 

=

kf

kf +  knon-f
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ΠΖΓΖ ΑΚΣΗΝΟΒΟΛΗΑ ΔΠΗΛΟΓΔΑ ΜΖΚΟΤ 

ΚΤΜΑΣΟ ΚΤΦΔΛΗΓΑ

ΔΠΗΛΟΓΔΑ ΜΖΚΟΤ 

ΚΤΜΑΣΟ

ΑΝΗΥΝΔΤΣΖ

ΔΝΗΥΤΣΖΟΡΓΑΝΟ ΜΔΣΡΖΖ

ΥΖΜΑΣΗΚΟ ΓΗΑΓΡΑΜΜΑ ΦΑΜΑΣΟΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΟΤ

ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΗΑ ΓΗΑ ΣΖ ΜΔΣΡΖΖ ΦΘΟΡΗΜΟΤ

-Φζνξηζκόκεηξα

-Φαζκαηνθζνξηζκόκεηξα

-Φζνξηζκόκεηξα γηα εηδηθέο εθαξκνγέο
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ΠΖΓΔ ΓΗΔΓΔΡΖ
-Λςσνίερ ηόξος ςδπαπγύπος [ςτελήρ (366nm) και σαμελήρ πίεζερ (254nm)]

-Λςσνίερ ηόξος αεπίος ξένος (ζςνεσέρ θάζμα, 250-600nm)

α) ζςνεσούρ εκπομπήρ

β) ζηιγμιαίαρ εκπομπήρ

-Λέιδεπ (ενιζσςηέρ θυηόρ εξαναγκαζμένερ εκπομπήρ)

α) μονοσπυμαηικοί

β) λέιδεπ σπυζηικών με επιλογή μήκοςρ κύμαηορ

ΔΠΗΛΟΓΔΗ ΜΖΚΟΤ ΚΤΜΑΣΟ
-Φίληπα (ςάλος αποκοπήρ ή ζςμβολήρ)

-Μονοσπυμάηοπερ (ππίζμαηορ, θπάγμαηορ)

ΑΝΗΥΝΔΤΣΔ
-Φυηοπολλαπλαζιαζηέρ (PMT)

-Aνισνεςηέρ δεύξερ θοπηίος (Charge-coupled detectors)

ΚΤΦΔΛΗΓΔ
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ΠΑΡΑΓΟΝΣΔ ΠΟΤ ΔΠΖΡΔΑΕΟΤΝ ΣΖΝ ΔΤΑΗΘΖΗΑ ΣΧΝ 

ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΚΧΝ ΜΔΣΡΖΔΧΝ

ΚΔΓΑΖ (SCATTERING)

Rayleigh (κόξηα δηαιύηε, <<ι)

Tyndall (κηθξά ζσκαηίδηα, < ι)

Raman (δνλεηηθέο θαη πεξηζηξνθηθέο θηλήζεηο κνξίσλ δηαιύηε)

ΔΝΓΟΓΔΝΖ ΦΘΟΡΗΜΟ

ΑΠΟΒΔΖ (QUENCHING)

ΦΑΗΝΟΜΔΝΟ ΔΧΣΔΡΗΚΟΤ ΦΗΛΣΡΟΤ

(INNER  FILTER EFFECT)
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370                       455              555

ι, nm

370             400           435

ι, nm

400                                       500                                  600

ι, nm

Φάζκα εθπνκπήο ζεηηθήο θηλίλεο (ιex=366nm)

θαη παξεκπόδηζε από ζθέδαζε Raman

A- H20; B- 0,1κg/ml θηλίλεο (ζε ίδηα επαηζζεζία)

C, D- 0,1 κg/ml θηλίλεο (πςειή επαηζζεζία)

Φάζκα εθπνκπήο αλζξαθελίνπ ζε θπθινεμάλην

θαη παξεκπόδηζε από ζθέδαζε Raman

A- δηαιύηεο

Β, C, D- αλζξαθέλην ζε δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο

1

2

3

1. Φπζηνινγηθόο νξόο

2. Αηκνιπκέλνο νξόο

3. Τθηεξηθόο νξόο
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ΠΟΛΤΠΑΡΑΜΔΣΡΗΚΟΣΖΣΑ ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ

Φάζκαηα

Πόιωζε

θωηός

Χρόλος

δωής

Εηδηθό

κέρος

- Φζορηζκός

- Φωζθορηζκός

(τρόλος ή-θάζε) 

- δηέγερζες

- εθποκπής

- ζύγτρολες  ζάρωζες

-ζε τακειές ζερκοθραζίες

Φζορηζκοκεηρία :

- Ποιωκέλοσ θωηός

- Κσθιηθά ποιωκέλοσ

θωηός.

- Κσθιηθού 

δητρωηζκού

- Απόζβεζε

- Επηθαλεηοδραζηηθά

- Στεκαηηζκός θζορηδόληωλ

παραγόληωλ

- Χρωκαηογραθία αλίτλεσζες

Φθορισμός
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ι

ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ ΤΓΥΡΟΝΖ ΑΡΧΖ ΦΑΜΑΣΟ 

(Γι=const)

Βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά θάζκαηνο:

-Διάηηωζε εκηεύξνπο θνξπθήο

-Απινπνίεζε θάζκαηνο

-Διάηηωζε θαζκαηηθήο πεξηνρήο αλαιπηηθνύ ελδηαθέξνληνο 

1

2

3

Κλασική

υθορισμομετρία

Φθορισμομετρία

σύγχρονης

σάρωσης

Mex Mem

Mex

Mex Mem

Mem

%
 I

f
%

 I
f

%
 I

f

ι

ι

ι

Δλ
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ΦΑΜΑΣΑ ΦΘΟΡΗΜΟΤ ΣΟΤ 

ΓΗΑΗΘΤΛΑΜΗΓΗΟΤ ΣΟΤ 

ΛΤΔΡΓΗΚΟΤ ΟΞΔΟ (LSD), ιex= 325 

nm

ΦΑΜΑΣΑ ΤΓΥΡΟΝΖ 

ΑΡΧΖ, Γι = 110 nm

1) 1 ng/ml    2) 0.3 ng/ml    3) H2O

DOL= 0.1 ng/ml DOL= 2  ng/l
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ΥΡΟΝΟ ΕΧΖ ΦΘΟΡΗΜΟΤ
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ΑΡΥΖ ΣΔΥΝΗΚΖ ΥΡΟΝΗΚΑ ΓΗΑΥΧΡΗΕΟΜΔΝΟΤ ΦΘΟΡΗΜΟΤ

(Time-resolved Fluorimetry)

EΦΑΡΜΟΓΔ:

-Διάηησζε αθηηλνβνιίαο ππνβάζξνπ

-Αλνζνρεκηθνί πξνζδηνξηζκνί

-Μέδνζνη πβξηδνπνίεζεο DNA
Aπόζβεζε θζνξηζκνύ ζπκπιόθωλ ελώζεωλ ιαλζαληδώλ 

Chelate Excitation(nm) Emission (nm) Fluorescence 

Lifetime ( ) 

(µsec) 

Suggested Emission Filter 

Europium (Eu) 340 615 730 620/40 

Samarium (Sm) 340 642 50 645/40 

Terbium (Tb) 320 545 1050 545/40 

*(Dyprosium (Dy) 320 572 16 575/15 

*Ruthenium (Ru) 459 620 0.4 620/40 

 Υρήση ιχνηθετών κεγάινπ ρξόλνπ δωήο 
θζνξηζκνύ (ηόληα ιαλζαλίδωλ)

 Γηέγεξζε δείγκαηνο με βραχύ παλμό
ακτινοβολίας

Μέηξεζε κεηά απόζβεζε βξαρύβηνπ 
θζνξηζκνύ ππνβάζξνπ
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ΗΟΝΣΗΚΟ ΦΘΟΡΗΜΟ ΤΜΠΛΟΚΧΝ ΔΤΡΧΠΗΟΤ ΚΑΗ ΣΔΡΒΗΟΤ
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ΑΡΥΖ ΣΔΥΝΗΚΖ ΦΑΗΚΑ ΓΗΑΥΧΡΗΕΟΜΔΝΟΤ 

ΦΘΟΡΗΜΟΤ (Phase- resolved Fluorimetry)

EΦΑΡΜΟΓΔ:

-Πξνζδηνξηζκόο ρξόλνπ δσήο θζνξηζκνθόξσλ

- Αλάιπζε κίγκαηνο νπζηώλ
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ΑΡΥΖ ΣΖ ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΑ ΠΟΛΧΜΔΝΟΤ ΦΧΣΟ

(FLUORESCENCE POLARIZATION)
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D

D F +  Ab

Ab

Ab

D

D F

Με πνιωκέλνο 

θζνξηζκόο
Πνιωκέλνο 

θζνξηζκόο

ΔΦΑΡΜΟΓΔ

-Πξνζδηνξηζκόο κεγέζνπο θαη νιηθώλ δηαζηάζεσλ καθξνκνξίσλ επηζεκαζκέλσλ κε θζνξηζκνθόξα

-Αλνζνθζνξηζκνκεηξηθνί πξνζδηνξηζκνί ζπλαγσληζηηθνύ ηύπνπ
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ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΚΔ ΜΔΘΟΓΟΗ ΑΝΑΛΤΖ

ΑΜΔΔ

(Δλδνγελήο θζνξηζκόο)

-ΒΙΣΑΜΙΝΔ

-ΦΑΡΜΑΚΑ

-ΑΜΙΝΟΞΔΑ

-ΑΛΚΑΛΟΔΙΓΗ

-ΠΟΛΤΑΡΩΜΑΣΙΚΟΙ

ΤΓΡΟΓΟΝΑΝΘΡΑΚΔ

ΔΜΜΔΔ

(Μεηαηξνπή ζε θζνξίδνλ πξνϊόλ)

α) ρεκαηηζκόο θζνξίδνληνο

παξαγώγνπ κε ζύλδεζε κε

θζνξίδνπζεο νπζίεο (δαλζπιν-

ριωξίδην γηα ακηλνμέα θαη θαηλόιεο,

ν-θζαιαιδεϋδε γηα πξωηνηαγείο

αξπιακίλεο, αξπιπδξαδίλεο)

β) Μεηαηξνπή ηνπ αλαιύηε ζε

θζνξίδνλ πξνϊόλ κέζω ρεκηθώλ

αληηδξάζεωλ

γ) ρεκαηηζκόο θζνξίδνληνο

ζπκπιόθνπ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό

κεηαιινϊόληωλ ή νξγαληθώλ κνξίωλ

δ) Με απόζβεζε ή ελίζρπζε

θζνξηζκνύ
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ΔΦΑΡΜΟΓΔ ΣΧΝ ΔΜΜΔΧΝ ΦΘΟΡΗΜΟΜΔΣΡΗΚΧΝ ΜΔΘΟΓΧΝ

Μέζνδνη δηαρσξηζκνύ κε αληρλεπηή θζνξηζκνύ

(Χξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο, ηξηρνεηδήο ειεθηξνθόξεζε)

Μέζνδνη πνζνηηθνπνίεζεο λνπθιετθώλ νμέσλ θαη πξσηετλώλ

 Δλδπκηθή αλάιπζε

α) Πξνζδηνξηζκόο ελεξγόηεηαο ελδύκσλ

β) Πξνζδηνξηζκόο ππνζηξσκάησλ

 Πξνζδηνξηζκόο κεγέζνπο θαη νιηθώλ δηαζηάζεσλ καθξνκνξίσλ επηζεκαζκέλσλ κε θζνξηζκνθόξα

(Φζνξηζκνκεηξία πνισκέλνπ θζνξηζκνύ)

 Μειέηε ζύλδεζεο κηθξνκνξίσλ, π.ρ. θαξκάθσλ κε πξσηεΐλεο

(Σερληθή θζνξίδνληνο ηρλεζέηε)

 Μεηξήζεηο απνζηάζεσλ κεηαμύ νκάδσλ καθξνκνξίνπ κε βάζε ην θαηλόκελν κεηαθνξάο ελέξγεηαο

 Μηθξνζθνπία θζνξηζκνύ

(Χξώζε θπηηάξσλ, ρξήζε επηζεκαζκέλσλ αληηζσκάησλ εηδηθώλ γηα ηα ζπζηαηηθά ηνπ θπηηάξνπ)

 Φζνξηζκναλνζνρεκηθνί πξνζδηνξηζκνί

 Μέζνδνη πβξηδνπνίεζεο DNA
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