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Co svitl na diskotéce?
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Kour, 1990, Vorel, T. https://lyoutu.be/fEAe1GGalHE?si=SkJGtkB1nBIvQpHJ
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« Jak pozname ze struktury, Ze molekula muze byt fluorescencni?
 Jak souvisi vino se zasadnim objevem v oblasti fluorescence?

* ProC jsou excitaCni a emisni spektra symetricka?

3 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR






Svetlo je elektromagneticke vineni

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

« Svétlo je charakterizovano frekvenci f a vinovou délkou A.
* Frekvence f urCuje kolikrat za sekundu vinéni kmitne, udava se v Hz = s

* VInova deélka udava vzdalenost, 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

1 cC=Af

c je konstanta, pak jestlize se zvysi vinova deélka,
musi se snizit frekvence, aby byl souCin konstantni.

Vinova délka A je nepfimo umérna frekvenci f.

E=hf

Cim je vétsi frekvence, tim je v&tsi energie zafeni.

Cim je vetsi vinova délka A, tim je mensi energie
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Viditelné spektrum

7

« Z celého spektra zareni je pouze mala cast viditelna.
* Viditelné spektrum je ohraniceno vinovymi delkami 400 nm a 700 nm.

400 nm 700 nm

7.5 1014 Hz _ 4.3 1014 H7
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http://science.hq.nasa.gov/kids/imagers/ems/visible.html

* Intenzita — pocet fotonu prochazejicich vdaném smeru
jednotkovou plochou za jednotku Casu

Intenzita je definovana jako vykon na jednotku plochy.

=2
S

Vykon je definovan jako energie za jednotku Casu.

Energie fotonu je E=hf , takZze celkova intenzita pro n fotonu je
nhf
~ SAt

V tomto modelu se fotony pouze pocitaji a nevnimaji se jako viny.
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 Latka pohlcuje svetlo
* Pro absorpci mono- chromatického svetla plati --l

e @ I

| ambert-Beeruiv zakon: i

[

* Absorbance je primo umerna koncentraci a tloustce vrstvy roztoku

lo
|
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Absorbance 1 a pomer dopadajiciho a prosieho
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Absorbance 2 a pomer dopadajiciho a prosieho

AHE)
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Absorbance 3 a pomer dopadajiciho a prosieho
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Luminiscence

* Emise svetla z nejaké latky; nastava z elektronovych excitovanych
stavu

* Podle puvodu délime luminiscenci na

1.fotoluminiscence 2. chemiluminiscence

1.fluorescence

2.fosforescence
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FLUOrescence

* Emise z excitovanych singletovych stavu

* Prakticky: fluorescenci pozorujeme behem

puzeni a po jeho vypnuti rychle mizi
* Doba dohasinani T (Lifetime) je prumérny cas,
Ktery uplyne od excitace po emisi — |
je tadové 1-10 nanosekund 1 == e

*pozn. : svetlo urazi za 1 ns 30 cm
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FOSFOrescence

* Emise z excitovanych (zakazanych)

tripletovych stavu

- Prakticky: fosforescence ma mnohem del$i — +— 4=
dobu dohasinani nez fluorescence 4 e
Doba dohasinani radove Sholet oot el

milisekundy az sekundy

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

Definition of Fluorescence

—-

Fluorophore molecule

molecular
probes
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Jak pozname ze struktury, ze molekula

muze byt fluorescencni?

*molekula je planarni ‘K

*molekula je aromaticka

obsahuje systém konjugovanych vazeb &
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Frank-Condonuv princip o nepohyblivosti

.lenosti®“ jader pri absorpci

Absorpce fotonu elektronem — excitace elektronu molekuly je velmi
rychly proces v fadu femtosekund (10-1°s). Protoze atomové jadro
je mnohem tezsi nez elektron, behem absorpce fotonu se
nepohybuje. Po absorpci fotonu - excitaci se cela molekula nachazi

v nestabilnim stavu - ,je horka" a vibruje, aby se zbavila energie -

,ochladila se”.
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Absorpce a emise energie molekulou

Excitovany stav

Energie

_—
Nl
OHI\)\

Zakladni stav

Vzdalenost
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Zarivé a nezarivé prechody mezi elektronovymi

vibracnimi stavy molekuly

absorpce fluorescence * Delka svisle sipky udava

velikost zmeény energie pri

. = prechodu.
i Szxz‘i;ﬁf;'if;iﬁiffe s, * Vodorovna osa udava dobu
u R ira eyt ofechodu — &im del$i &as
:;J-; e potfebny na prechod, tim
i heorpee uoreseence vice vpravo. Delsi &as = nizsi
: pravdepodobnost prechodu.

T~ 1015 s t~108s Tt~ 103-10%s
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Vznik absorpcniho ~ excitacniho spektra

Excitation Range L L
— . ExcitaCni~ absorpCni spektrum

_ udava pravdepodobnost, ze pri
Dye solution

dané vinové deélce dojde

k excitacl fluoroforu = jeho

elektronu dopadajicim svétiem.

Spektrum = pravdépodobnost

prechodu

Vyukovy material spoleCnosti Invitrogen

https://youtu.be/SGFIrljFNBM?si=k9cltOh8zORRPYyVmM&t=280
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https://youtu.be/SGFlr1jFNBM?si=k9clt0h8zORRPyVm&t=280
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Vznik emisniho spektra

Emission Range
A * Emisni spektrum urcuje

pravdepodobnost,

Dye solution

ze dojde k emisi fluorescence
o dané vinové délce = barve.
" Emisni spektrum zavisi na
fluoroforu a je typickou

AT AT charakteristikou fluoroforu.

are shown

Vyukovy material spole€nosti Invitrogen

https://youtu.be/SGFIrljFNBM?si=Y _|g-AfMxdP9_m9f&t=388
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Nezavislost tvaru emisniho spektra na

excitacnim svetle

Fluorescence Emission

* Tvar emisniho spektra se nemeni,
Excitation Emission kdyz Se méni VInOVé délka
excitacniho sveétla.

* Meni se pouze intenzita.

Frequency of event

T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750

Wavelength of light (nm)

23 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR
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Stokesuv posun

* Emitované svetlo ma vzdy mensi energii — vetsi vinovou délku A
nez je energie absorbovaného svetla — mensi A.

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

» Stokesuv posun = kem — }\“ex
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Vznik Stokesova posunu

Tepelna nebo disipacni energie na
Stokes Shift

molekularni Urovni oznacuje tepelnou
energii obsazenou ve vibracich atomu a
Excitation maximum ‘ i Emission maximum
molekul. Teplo je celkovou vibracni energii
vSech atomu a molekul tvoficich latku.

Kdyz molekuly ziskaji vice tepla, dodava

Frequency of event

jim vice energie, coz zpusobuje jejich

@0 450 500 530 600 650 700 790 rychlejSi vibrace a zvétSuje

Wavelength of light {nm}

mezimolekularni prostor mezi nimi.

26 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR


https://coolcosmos.ipac.caltech.edu/page/lesson_moving_molecules
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Stokesuv zakon

VInova délka emitovaneého svetla je vetsi nebo rovna vinove délce
excitacniho svétla

}“em 2 }“ex

Zména vinové délky je zpusobena tim,

Ze po absorpci zareni casto dochazi k castecne
ztraté energie molekul — tepla pri prechodu h, .
z vysSich excitovanych elektronovych stavu 520 nm 560 nm

LI A 4 4

Dusledek — Energie fluorescencniho — emitovaného svétla je nizsi,
nez energie absorbovana excitacnim zarenim.
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Experiment Sira G. G. Stokese

1852, Cambridge

Modré sklo

Slunce okna v kostele Sklenice vina G.G.Stokes
Propousti svétlos Roztok Propousti svétlo s
A <400 nm chininu A >400 nm
Excitacni filtr Emisni filtr
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Co se stane, kdyz zamenime filtry?

Cea)”

Pri zameéne filtru , {j. jestlize dame sklenici vina do drahy slunecnich
paprsku, prochazejici svetlo nema dost kratkou vinovou délku tj.
dostateCnou energi a jiz nemuze roztok chininu excitovat.
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Animovany uvod do principu fluorescence
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https://www.youtube.com/watch?v=SGFlr1jFNBM

Priklady fluoroforu

* Fluorofory nebo fluoreoscenéni barviva jsou

e = A (CZHSJZN o] ;[CZHE}E , ., . .,
O~ H 0 e molekuly, které fluoreskuji. Fluorescenci vykazuiji
o o @ COzH . | | .
— Flvarascell hodamine B zejmena aromatickeé slouceniny — polyaromatické

uhlovodiky nebo heterocykly).
g@\tcu:cmz—@—mcaalz

CoHg

H
" L
-~
HON 7N CH3N N NCHg
| I
~= CHg CH3

e chinin, fluorescein, rhodamin B — nemrznouci smési

clo;”

Pyridine 1

Quinine pro chlazeni motoru, fluorescencni znaceni brzdove

kapaliny

Quinine Fluoresceir Acridine JIR
Sulphate Orange

« POPOP - scintilatory

* Acridinova oranz, ethidium bromid — DNA

 Umbeliferon — ELISA

FLUOROPHORES - UV to Red

J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, ¢ AntraCén1 perylén — znecisteni zivotniho prOStFedi Oleji

Third Edition,Springer, 2006 _ . .
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Vyuziti fluorescence v geografii
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Fluorescein byl pouzit k dukazu, Ze feky Ryn a Dunaj jsou propojeny podzemnimi proudy.

32 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Kvantovy vytezek

33

Kvantovy vytézek Q je pomér poctu emitovanych a absorbovanych fotond.

. Udava ucinnost s jakou budici fotony vyvolavaji fluorescenci.
. Kvantovy vytéZzek muze byt maximalné 1.
. Ve skute€nosti je niZsi diky nezafivym prechodum molekul z excitovaného

stavu do zakladniho stavu.

Nejvétsi kvantové vytézky maji rhodaminové flourofory (~1) a fluorescein (0.95)

« Charakteristické je snizovani kvantového vytézku s rostouci teplotou — teplotni
zhaseni fluorescence.
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http://www.iss.com/resources/reference/data_tables/FL_QuantumYieldStandards.html

Excitacni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na excitacni vinové deélce pri
nemenne - konstantni vinoveé délce emitovaneho zareni.

A, SCan Ae= Konst.

4651100 520

a0 100

W]

420 460 500 540 580

Neprekryva se rozsah s konstantni A.
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Emisni spektrum

Intenzita fluorescence pfi ruznych vinovych délkach emitovaného
zareni pri nemenne - konstantni vinove délce excitujicino svetla.

A, konst Aem= ScCan
" SN
" / i N\
d i \,
2 ! i \,
/ A N,
3 7 /A .
-~ g jr \ \\1_‘
2 P / \ e
- / N T
o= - e Il I L

420 460 500 540 580

Neprekryva se rozsah s konstantni A.
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Neménnost tvaru emisniho spektra pri ruzném

excitacnim svetle

Tvar emisniho spektra je nezavisly na vinové

EXC"J:“O” Emission Excitation Emission )

| . r ' ' délce excitace.

/1\ ......................
R s |
F \ : ; Neménnost tvaru fluorescencniho spektra je

.......... f\ . . o _ )
% \: ; dtsledkem toho, Ze doba trvani excitovaného

21 : S e s
e e stavu a kvantovy vytezek slozitych molekul
é‘jg,l_; 5 .4;0. 3 k('m 20 ‘_\‘;h' 3 .6(§U 4 ,5'[ 2 D') o .,5'1
Wavelenath of liht (nm) | Waelenaiiofflalitonas v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho
Vyukovy material spole€nosti Invitrogen Za"lzen I’

https://youtu.be/oVxpaUfTuXI?si=EovpbligniLmGiBy&t=79

Poloha emisniho maxima se neméni pfi zméné
excitacni vinove delky.
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https://youtu.be/oVxpaUfTuXI?si=Eovpb1lgniLmGiBy&t=79

Zakon zrcadlove symetrie mezi excitacnim a

emisnim spektrem

Struktura vibracnich hladin u zakladniho a excitovaneho stavu
elektronu je stejna, proto absorpce a emise z odpovidajicich si
vibra€nich hladin muze nastat se stejnou pravdépodobnosti.
To ma za nasledek zrcadlovou symetrii absorpcniho spektra a
emisniho fluorescencniho spektra.

Praktické vyuziti: Pfi velmi malé koncentraci vzorku muzeme z fluorescenéniho emisniho
spektra zjistit jak asi vypada absorpc€ni spektrum, aniz by se pouzilo o nékolik radu vetsi

mnozstvi vzorku.
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Zrcadlova symetrie excitacniho a emisniho

spektra

A\! £/ % Excit
\_/ 0 stav
0—2
00— 2
\\ y/i Zaklad.
\v/ 0 Stav
Vzdalenost
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Excitacni a flourescencni emisni spektrum

realného roztoku

Quinine Solution

1800 ] = Ex citation
1 e Emission

Fluorescence Intensit
(@)]
Q
[w»]

250 | SCI)O | 35|0 | 4(|)0 | 45|0 | 5(|)0
A
Pfi méreni realnych vzorku se zrcadlova symetrie narusuje vlivem ionizace fluoroforu pfi

ruzném pH, komplexace fluoroforu s dalSimi molekulami v roztoku, nebo jednoduchym

prispévkem dalsich nefluorescencnich molekul k absorpCnimu ~ excitaCnimu spektru.
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Odpovedi

40

« Jak pozname ze struktury, Ze molekula muze byt fluorescencni?

planarni, aromaticka

» Jak souvisi vino se zasadnim objevem v oblasti fluorescence?
vino je emisni filtr

* ProC jsou excitaCni a emisni spektra symetricka? Jake je rozdeleni
energetickych hladin po excitaci.

stejné
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41

PFisté — |

ak se meri fluorescence”?

* Co je potreba, abychom mohli zmerit spektrum fluoroforu?

« Jak muzeme detekovat fluorescencni molekuly v gelu?
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1.000E6
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Q 1.750E5
c v]
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