Barevné principy absorpce a
fluorescence

Fluorescencni metody ve vedach o zivé prirode

Ctirad Hofr



Svetlo je elektromagnetickeé vineni

» Sklada se z elektrické slozky a magnetické slozky, které kmitaji
ve fazi v na sebe kolmych rovinach

» Svetlo je charakterizovano frekvenci f a vinovou délkou A

* Frekvence f urCuje kolikrat za sekundu vineni kmitne,
udava sev Hz =st

* VInova delka udava délku, kterou za jeden kmit svétlo urazi,
udava se v nanometrech nm =10°m

* Frekvence f a vinova délka A jsou spojeny vztahem
c=Af
kde ¢ je rychlost svétla -vinéni (c=299 792 458 m s ve vakuu)

* Energie E =hf, kde h je Planckova konstanta (6.626 1034 J s)
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Elektromagneticka vina

C=Af

Cc je konstanta, pak

jestlize se zvySi vinova délka,
musi se snizit frekvence, aby
byl soucin konstantni.

Vinova délka A je nepfimo
umeérna frekvenci f

E=hf

Cim je v&tsi frekvence, tim je
vetSi energie zareni.
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Cim je vetsi vinova délka A,
Animace elektromagnetického vinéni ™., tim je mensi energie zareni.

http://www.edumedia-sciences.com/al85_I2-transverse-electromagnetic-wave.html



http://www.edumedia-sciences.com/a185_l2-transverse-electromagnetic-wave.html

Z celého spektra zareni je pouze mala Cast
viditelna.

Viditelné spektrum je ohraniCeno vinovymi
delkami 400 nm a 700 nm.
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http://science.hg.nasa.gov/kids/imagers/ems/visible.html



http://www.edumedia-sciences.com/a189_l2-electromagnetic-spectrum.html
http://science.hq.nasa.gov/kids/imagers/ems/visible.html

Intenzita

Intenzita — pocCet fotonu prochazejicich
v danem smeru jednotkovou plochou za
jednotku Casu



Absorpce

« Latka pohlcuje svetlo

* Pro absorpci mono- -1
chromatickeho svétla — B 7
» Lambert-Beeruv zakon: —
Absorbance je primo umerna koncentraci
a tloust’ce vrstvy roztoku

| =1,-10°%" A=¢-c-I :Iogloll—O

g=molarni extin¢ni koeficient latky, c-koncentrace, I-délka optické drahy
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L uminiscence

 Emise svétla z nejake latky; nastava
z elektronovych excitovanych stavu

Podle puvodu délime luminiscenci na

1.fotoluminiscenci 2. chemiluminiscenci
Luminiscence se déli na:

2. fosforescenci



Fluorescence

 Emise z excitovanych singletovych stavu

* Prakticky: fluorescenci pozorujeme behem
buzeni a po jeho vypnuti rychle mizi

* Doba dohasinani T (Lifetime) je prumerny
cas, ktery uplyne od excitace po emisi —
je radove 1 - 10 nanosekund

e pozn. : svetlourazi za 1 ns 30 cm



Fosforescence
S ——————————————————————————————————————————————————————————————————————

 Emise z excitovanych (zakazanych)
tripletovych stavu

e Prakticky: fosforescence ma mnohem delsi
dobu dohasinani nez fluorescence

Doba dohasinani radove
milisekundy az sekundy

pozn. : svetlo urazi za tu dobu 300 az 300 000 km
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Komentovany uvod -fluorofor

Definition of Fluorescence
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Fluorophore molecule

molecular
probes
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Jak pozname flouorofor?

 molekula je planarni

e aromaticka: obsahuje konjugované vazby
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Frank-Condonuv princip
0 ,lenosti jader” pri absorpci
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Absorpce a emise energie molekulou
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Zarivé a nezarive prechody mezi

A4 r u

elektronove vibracnimi stavy molekuly

absorpce fluorescence
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Vznik absorpcniho=excitacniho
spektra

Fluorescence Excitation Spectrum

______________

AbsorpcCni=excitaCni spektrum znazorniuje pravdépodobnost, ze pfi 16

dané vinové délce doide k excitaci fluoroforu donadaiicim svetilem.



Vznik emisniho spektra

Emission Range Emission Maximum
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Emisni spektrum,urcuje pravdépodobnost, Ze dojde k emisi fluorescence o
dané vinové délce = barvé. Zavisi na fluoroforu a je jeho charakteristikou. 17



Zavislost intenzity emise na
excitacni vinové délce

Emission
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Stokesuv posun

Emitované svetlo ma vzdy mensi energii (vetsi
vinovou delku) nez je energie absorbovaného
svetla (mensi A).

Rozdil mezi maximem absorpcniho a
maximem fluorescencniho emisniho
spektra je specificka charakteristika
daného fluoroforu.

19



Vznik Stokesova posunu

Stokes Shift
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Stokesuv zakon

Vinova delka emitovaného svétla je vetsi nebo
rovna vinove delce excitacniho svéetla

Aom 2= A

em — ““ex

\ To je dano tim, ze po absorpci
zareni Casto dochazi k Castecne
ztraté energie (tepla) pri prechodu
Z vySSich excitovanych

Ay Aem elektronovych stavu_vdvc?

>20 nm >60 nm metastabilniho nejnizsiho
excitovaného stavu.
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Stokesuv posun

Emise ma vzdy mensi energil
(vetsi vinovou délku) nez je

energie absorbovana (mensi ).

Rozdil mezi maximem absorpcniho a
maximem fluorescencniho emisniho
spektra je specificka charakteristika
daného fluoroforu.
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Experiment G. G. Stokese

1852, Cambridge

“ '~l'i/‘y

Modré sklo
okna v kostele

Propousti svétlo s Rrpztok
A <400 nm chininu
Excitacni filtr

Sklenice vina GG.
Propousti svétlos  gigkes

A >400 nm

Emisni filtr 23



Po zaméné filtru — fluorescence mizi

1%

Pfi zaméné filtra , tj. jestlize dame sklenici vina do drahy slunecnich paprskd,
prochazejici svétlo jizZ nemuze roztok chininu excitovat.
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Barevny animovany uvod do
principu fluorescence

https://www.youtube.com/watch?v=SGFIr1|jFNBM

25


https://www.youtube.com/watch?v=SGFlr1jFNBM

Typicke fluorofory

Fluorofory nebo fluoreoscencni barviva jsou molekuly,
ktere fluoreskuji. Fluorescenci vykazuji zejména aromaticke
slouCeniny (polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly).

Typickymi flourofory jsou napfiklad:
chinin (tonik)

fluorescein, rhodamin B (nemrznouci smesi pro chlazeni motoru,
fluorescencni znaCeni brzdové kapaliny)

*POPOP (scintilatory)
*Acridinova oranz, ethidium bromid (DNA)
eumbeliferon (ELISA)

santracén, perylén (znecisténi zZivotniho prostredi oleji) 26



Vyuziti fluorescence v geografii
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Quinine Acridine
Sulphate

FLUOROPHORES - UV to Red
J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Third Edition,Springer, 2006
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Kvantovy vytezek

Kvantovy vytézek Q je pomér poctu
emitovanych a absorbovanych fotonu.

Udava ucinnost s jakou budici fotony vyvolavaji
fluorescenci.
Kvantovy vytézek muze byt maximalne 1.

Ve skutecnosti je nizsi diky nezarivym prechodlim
molekul z excitovaného stavu.

Nejvetsi kvantove vytezky maji rhodaminove
flourofory (~1) a fluorescein (0.95)

http://www.iss.com/resources/reference/data tables/FL QuantumYieldStandards.html

Charakteristicke je snizovani kvantoveého vytezku s teplotou-
teplotni zhaseni luminiscence 29


http://www.iss.com/resources/reference/data_tables/FL_QuantumYieldStandards.html

Excitacni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na
excitacni vinové délce pri konstantni
vinove délce emitovaneho zareni
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Emisni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na vinové
délce pri konstantni excitacni vinove délce
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Spectraviewer
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http://www.lifetechnologies.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html

Nemennost tvaru emisniho spektra

Tvar emisniho spektra je nezavisly na
vinoveé délce excitace.

Tento jev je dusledkem toho, Ze doba
trvani excitovaného stavu a kvantovy
vytezek slozitych molekul v roztoku
nezavisi na vinove deélce budiciho zareni

32



NEzavislost tvaru emisniho
spektra na excitacni vinové délce

Emission
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Zakon zrcadlove symetrie mezi
absorpcnim a emisnim spektrem

Struktura vibraCnich hladin u zakladniho a
excitovaného stavu je stejna, proto absorpce a
emise z odpovidajicich si vibracnich hladin
muze nastat se stejnou pravdépodobnosti.

To ma za nasledek zrcadlovou symetrii
absorpcniho spektra a emisniho fluorescencniho
spektra.

Prakticky: pfi velmi malé koncentraci vzorku muzeme
z flourescencniho emisniho spektra zjistit jak vypada absorpcCni
spektrum, aniz by se pouzilo o nékolik fadu vétsi mnozstvi vzorku

34



Energie

Zrcadlova symetrie absorpcniho a
excitacniho spektra
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Vzdalenost VInovéa délka A
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Flourescencni excitacni a emisni
spektrum realného roztoku
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Pfi méfeni realnych vzorku se zrcadlova symetrie narusuje vlivem
ilonizace fluoforu pfi rizném pH, komplexace fluoroforu s dalSimi
molekulami v roztoku, nebo jednoduchym pfispévkem dalSich
nefluorescencnich molekul k absorpcnimu (excitaCnimu) spektru.

Fluorescence Intensi
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e Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence
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e FiSar Z.: FLUORESCENCNi SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
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Podékovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této

prednasky laskavé poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem. 37
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