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~ Opakovani barevnych principl
-~ fluorescence @~

http://probes.invitrogen.com/resources/educ
ation/tutorials/1Introduction/player.html




Absorpce

» Latka pohlcuje svetlo

* Pro absorpci mono- -.]
chromatického svétla m— 5
 Lambert-Beeruv zakon: —

Absorbance je primo umerna koncentraci
a tloust'ce vrstvy roztoku

| =1,-107% A= s .c-| :IoglOII—O

eg=molarni extincni koeficient latky, c-koncentrace, I-délka optické drahy



SpektroFOTOmetr

* Pristroj pro mereni absorpce svetla vzorkem

Absorbance je mérena pfi ruznych vinovych
delkach
Vysledkem je absorbcCni spektrum latky

Y N -

zdroj sterbina  vybér vinové délky vzorek detektor




Zdroje zareni a jejich pouziti

* Wolframova zarovka (mereni absorpce ve
viditelnem spektru)

* Deuteriova lampa (mereni absorpce v UV
spektru)

« Xenonova vybojka (zdroj pro Casove ustalenou
fluorescenci)

Pulzni zdroje pro casove promennou fluorescenci:
« Laser
+ LD a LED diody



Wolframova zarovka - viditelnée
spektrum

Sklenéna banka naplnéna inertnim plynem. Uvnitr je
wolframove viakno, které je zahrivano stejnosmernym
proudem. Produkuje velké mnozstvvi tepla. Pouze 5-10 %
energie se uvolnuje ve forme svétla.

Tungsten Lamp Emission Spectrum

T = 3400K

[=5]
1

Relative Intensity
(X} B
1 1

Infrared

200 400 600 800 1000
Wavelength (Nanometers)




Deuteriova lampa

* Nizkotlaky zdroj vhodny zejmeéna pro UV
oblast zareni (160-400 nm)

4000 A “

@ 2000 -
i}
E V\Aj
1000 -
Molecular

i Deuterium
Continuum
N T

200 300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nanometers)




Xenonova vx’ boika

Xenon Arc Lamp (XBO0), relativné hladké spektrum
220nm — 1000nm

250 300 350 400 450 500 550 600

wavelength, nm

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon



L ASER Princip

z anglického Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation,

tj. 'zesilovani svetla pomoci stimulované emise zareni'

VétSina molekul latky musi byt v excitovaném stavu

Po absorbci svétla dojde ke stimulaci molekuly a ta vyzafi dva fotony

Fotony nasledné zpusobi emisi dvojnasobného mnozstvi fotond

VSechny fotony maji stejnou energii,i vinovou délku a emitované svétlo ma stejnou
barvu — je monochromatické a je také koherentni zrcadlo

zrcadlo (castecne pulsy
propustne

@ w*%i%%% >

« Latce je neustale dodavana energie, aby byly molekuly neustale excitovany

Fotony se odrazeji uvnitf prostoru mezi dvéma zrcadly

Fotony v pulzech prochazeji CasteCné propustnym zrcadlem

« Vzdalenost pulzu je dana velikosti prostoru mezi zrcadly a rychlosti cyklu

«  Spektrum je Carové - pouze jedna vinova délka
http://www.edumedia-sciences.com/a392 |2-laser.html




LD - Laser Diode

Laser diode Collimating lens
assembly

housing
Beam Collimation &

Temperature Stabilization

Thermoelectric

cooler Prism pair

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon 1 O



LED
Light Emiting Diode

* nizky prikon
* vysoka ucinnost

* Uzky spektralni rozsah

Tt an

- 636
30
20 \
“l \\&“A
: [ DS ;

350 400 450 500 550 600 650 700
WAVELENGTH (nm)

INTENSITY




Monochromator

Vyuziva rozptylu svéetla a vybira ze spektra
vinovou délku nebo jejich rozsah

Kuzel rozptyleného
svétla

Stérbina

Rozptylené
svétlo

Normalal
zlabku (vrypu)

, Blaze*

uhel
Normala

~ plochy mfizky

svétlo

3 http://www.shsu.edu/~chm tgc/sounds/Czechdir/Grating%20Czech.swf Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon 1 2




Fotoelektricky jev

° e hf = W+ E,
2\ /(/( W — energie potrebna k

vyrazeni elektronu z latky

E, -Kineticka energie volného
9 9 elektronu po vyrazeni

Nobelova cena
A. Einstein, 1921

13



Detektor - fotonasobic

Fokusacni elektroda

Bodéni okno fotoelektron
24 mm?
Vakuum
foton 104 Pa
Fotokatoda Nasobice
elektronu
(dynody)
l
! ~__—— Anode

3 Light Detectors: Photomultiplier Tube (R928 Side-on) Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon] 4



Animované schéma spektroFOTOmetru

nf e

Wolframova Stérbina  mrizkovy Kyvetaz  FotonasobiC
zarovka(Vis)/ monochromator UV/Vis

deuteriova lampa propustného

(UV) skla

http://www.shsu.edu/%7Echm tgc/sounds/DB.mov




KaEesm’ sEektrofotometr

http://www.cranedigital.com/html/works/anim
ation/hach_assm.html

16



Geometrie pri mereni absorbance

— —

Dopadajici Kyveta Prochazejici
svetlo shora svetlo

17



Pouzitelny rozsah pro mereni
absorbance

Rozsah s linarni odezvou: tj. Ze plati ABS = cél

ABS =0.0-1.0

Nejpresnejsi oblast: tzn.na hodnoty se
muzeme nejvice spolehnout pri

ABS =0.3 -0.7

18



Pristroje pro mereni fluorescence

Pristroje zalozené na méreni fluorescence Ize rozdélit do Ctyr
zakladnich typu:

1.  spektrofluorimetry — méfi stfedni signal celého vzorku
umisteneého obvykle v kyvete nebo v jamce mikrodesticky

2. fluorescencni skenery (vCetné CteCek mikrodestiCek) — meri
fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objektu
(elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

3. fluorescencni mikroskopy — umoznuji pozorovat fluorescenci
dvoj- nebo trojrozmérnych mikroskopickych objektu

4. prutokové cytometry — méfi fluorescenci velkého mnozstvi
jednotlivych bunék a umoznuiji identifikaci a separaci jejich
subpopulaci

Existuji vSak i dalSi pristroje, které jako detekci pouzivaji fluorescenci.

19



SpektroF LUOROmMmetr

Detektor —
T = fotonasobic

AT Iy
N

\

Xenonova lampa

@‘\

Emisni
monochromator

)

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon2 ()



Filtry

Vyhody ve srovnani s monochromatorem:
Levné, kompaktni, vysoce ucinné, vysoce propustné

Nevyhody: nejsou nastavitelné, Casto se specifickymi pozadavky, pfistroj
jich pojme limitované mnozstvi (karusel), maji vnitini fluorescenci

Cut-off or long pass Band-pass Short-pass

Clean-up Notch N.D

Snizeni intenzity

B




Zdro'le a filtrx barevne

http://probes.invitrogen.com/resources/edu
cation/tutorials/3Light Sources_Filters/pla
yer.html
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Geometrie pri mereni fluorescence

Emitované
sveétlo

shora |
Dopadajici
excitujici svetlo

Prevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy,
Third Edition,Springer, 2006
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Efekt vnitrniho filtru

Intenzita fluorescence se pfi urcité
hodnoté absorbance (zpravidla od
Abs kolem 0,1) za€ina chovat
nelinearné. To je zpusobeno tim, ze
vrstvy vzorku vzdalenegjSi od roviny
dopadu budiciho zareni na vzorek

LI 404 4

FCORR FOES

svetla, nebot Cast budiciho zareni je
absorbovana povrchovymi vrstvami.
Tato chyba se projevuje jen u silngji
absorbujicich roztoku, ale pfi
presném méreni kvantovych vytezku
je nutno ji vzdy uvazovat a korigovat.

1F Quinine Sulfate
in O1M H,SO,

n
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c
FLUORESCENCE INTENSITY at 450 nm

0 1 | | | ] 1 |

0 O 0.2 0:3

OPTICAL DENSITY at 346 nm
Pfevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Third Edition,Springer, 2006

0.4
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FLUORESCENCE INTENSITY

Vliv koncentrace na tvar a polohu
maxima emisniho spekitra

1 Anthracene
| 1076M
b [10-5M
2r 10°4M ™
T 1073M
0 1 1 [ 1
360 380 400 420 440 460

WAVELENGTH (nm)

INTENSITY

FLUORESCENCE

Lo Medium High

1.0
REG_
Low
0.8 Medium
— High
0.6
0.4
0.2
{

0
520 S60 EUU ELD 680
WAVELENGTH [nm])

Pfevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Third Edition,Springer, 2006
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UlIV nasfavenl szy SEGFBIH na Evar

1.0
p-Terphenyl in

>_
E \ Cyclohexane
Z friee -
L obs. slits
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0 Q.5 \ ==== 10 nm
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0
300 350 400

WAVELENGTH (nm)

Pfevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Third Edition,Springer, 2006

26



Casté chyby pfi pripravé
fluorescencnich vzorku
 Koncentrace je prilis vysoka — pouzivejte

zfedeneé roztoky s Abs pod 0.05

 Kontaminace rozpoustedla nebo kyvety
- vzdy overujte pozadi tj. zmerte fluorescencni
spektrum samotné kyvety pouze s
rozpoustedlem

* Pevne cCastice v roztoku — prefiltrujte roztok
° 27



Dokumentacni system

yinteligentni temna komora®

Umozniuje stanovit hodnotu lokalni optické absorpce i fluorescence

Zdrojem univerzalniho budiciho zareni je zpravidla transiluminator, ktery
emituje v UV oblasti.

Zdrojem selektivniho budiciho zafeni jsou LED diody na boCnich stranach

Emise je sledovana (digitalnim) fotoaparatem nebo chlazenym CCD
detektorem

= CCD detektor nebo fotoaparat

Karusel s emisnimi filtry

LED diody pro bocCni osvit a excitaci

Polohovatelna osvitova deska s
transiluminatorem (UV) nebo
prosvétlovacim zafizenim (VIS)

"

F
—_— =

Pfevzato z pfistrojové dokumentace FUJI
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Fluorescencni scanner

* Snima oblast a sleduje zavislost intenzity
emise fluorescence pri danem excitacnim
zareni (zdrojem je zpravidla laser)

*Pouziva se k detekci fluorescencné
znacenych a barvenych molekul po
elektroforetické separaci '
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Ctecka mikrodesticek

X

EXCITATION MONDCHROMATOR

EMISSION MOMOCHROMATOR

Pfevzato z pfistrojové dokumentace Biotek

30



s
Fluorescencni mikroskop

Hlavni rozdil oproti spektrometrim :
nepouziva monochromatory,ale excita¢ni a emisni filtr

CCD Camera D .f._ - sens Callector

Diaphragms
Field Aperture

Excitation L
; zzzzza Emission
Filter Filter

%4(‘ 0 N Dichroic

Light Beamsplitter

Source ——
Sample

Pfevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, http://micro.magnet.fsu.edu/primer/javal
Third Edition,Springer, 2006 lightpaths/fluorescence/index.html

5 S
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_\

Prakticke ukazky a soutezn
srovnani pristroju

 Meréni absorbcniho, fluorescenciho

emisniho a excitacniho spektra

* Vizualizace fluorescencné znacené DNA

po elektroforetické separaci

32



