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ABSTRAKT

PredloZzena bakalarska prace se zabyva problematikou fluorescencnich spektralnich metod
v materialovém inZenyrstvi. Fluorescence je fotochemicky proces, pii kterém dojde ab-
sorpci a nasledné emisi svétla. Probiha pti vinové délce viditelného a ultrafialového zateni.
Emitované svétlo ma jinou vinovou délku nez svétlo absorbované. Métime fluorescencni
spektrum, jako zavislost intenzity zafeni na vinové délce pomoci fluorescencniho spektro-

metru.

Kli¢ova slova: Fluorescence, absorpce, emise, Jabloniského diagram, Stokestiv posuv, fluo-

rescencni spektrofotometr,

ABSTRACT

Bachelor thesis presented is studying problematic of fluorescence spectroscopic methods
in material engineering. Fluorescence is a photochemical process in which takes place ab-
sorption and subsequent emission of light. It is realized at visible and ultraviolet radiation
wavelength. Emitted light has a different wavelength than the absorbed light. There is
measured fluorescence and absorbance spectrum, as a radiation wavelength dependency of

intensity of emitted as well as of absorbed light by means of fluorescence spectrometer.
Keywords:

Fluorescence, absorption, emission, Jablonski diagram, The Stokes shift, Fluorescence

spectroscopy
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Fluorescence je védni obor fotochemie, ktery byl objeven na konci 19. stoleti. Spada do
oblasti luminiscence, ktera je zalozena na emisi svétla z latky. Tato emise nastava pii na-
vratu elektronu z excitovaného stavu na stav zakladni. Zname vice druht luminiscence, ale
fluorescence je emise nejrychlejsi, jeji prechod z excitovaného stavu je 10°-10° s™'. Takto
rychli pfechod je mozny proto, jelikoZz emise nastane z nizké energetické hladiny S; se

stejnou multiplicitou.

-----

kvalitativni analyze. Dale pak nachazi uplatnéni v medicin€, potravinaistvi, biochemii.
Zvlastni obor jsou tzv. fluorescencni sondy. Kdy dojde k nevlastni fluorescenci, teda kdy
se na latku navaze fluoreskujici sonda pomoci nekovalentni vazby a dojde ke zmén¢ fluo-
rescence. Diky tomu pak dokdZeme oznacit proteiny, nukleonové kyseliny nebo také DNA

a pozorovat v lidském téle.

Proto se fluorescenci piiklada v posledni dobé stale vétsi obliba, nez fosforescenci a jinym

luminiscen¢nim procestm.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PODSTATA FOTOCHEMIE

V klasické chemii se zabyvame reakcemi latek v zakladnim stavu. Ve fotochemii se sou-
sttedime na stavy s vyssi energetickou hladinou (excitované stavy) a jejich piechod zpatky
na zakladni hladinu. Zékladnim principem fotochemie je absorpce svétla (fotonu) latkou a

nasledna reakce nebo zména elektronového stavu molekuly.

1.1 Svétlo

Svétlo je velmi vyznamnou formou energie. Diky svétlu vidime predméty, které bud’ sami
vyzafuji, nebo odrazeji, pohlcuji ¢i propoustéji svételné zateni. Je dokazéano, ze clovek
ziskd asi 90% informaci pomoci zraku, respektive pomoci svétla. JelikoZ si nedovedeme

predstavit, jak svétlo vypada, pfisuzujeme mu 2 charaktery — vinovy a ¢asticovy. [3]

1.1.1 Vlnovy charakter

V roce 1865 odvodil J.C.Maxwell teorii, ze svétlo je jednou z forem elektromagnetické
energie, kterd se $ifi ve formé& vin. Popsal to jako oscilaci elektrické a magnetické slozky
na sebe kolmé. VSechny druhy elektromagnetického zateni (radiové viny, infradervené
zéteni, svétlo, gama paprsky aj.) se pohybuji ve formé vin a ve vakuu rychlosti svétla. Vi-
ditelné zareni ma vinovou délku 400—750 nm. VInova délka je dana frekvenci. Vztah mezi

témito dvéma veli¢inami je: [10]

Kde A je vinova délka [m], ¢ je rychlost svétla ve vakuu [c=3.10°m.s™'] a f je frekvence[s™].

Obrazek 1 Elektromagnetické spektrum. [19]

Tato teorie popisu svétla vedla k objasnéni riznych vlastnosti, jako napt. odraz, polarizaci,

lom svétla. [1][17]
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1.1.2  Casticovy charakter

Pti popisu absorpce svétla nebo jeho emise vSak teorie o vinovém charakteru nestaci a pro-
to na zacatku 20. stoleti zavedl Max Planck, ze svétlo existuje jako ur¢ité mnozstvi ener-
gie, tzv. svételné kvantum. Svételné kvantum popisuje urcitou velikost energetické hladiny
ve, kterych mize ¢astice existovat. Tuto ¢astici nazyvadme fofon. Kdy velikost energie fo-

tonu udava vztah:

E=h-f
kde E je energie &astice [J], & je Planckova konstanta [h=6,6.107"1.s] a f je frekvence zafe-
ni [s™']. Foton je stabilni &stici, ma nulovou klidovou hmotnost a nulovy elektricky naboj.
Jelikoz se elektromagnetické zafeni pohybuje rychlosti svétla, musi se 1 foton pohybovat
rychlosti svétla. Proto energie zafeni je piimo umérna frekvenci. Energii, kterou foton ne-

se, 1ze absorbovat nebo emitovat s interakcemi s jinyma ¢asticemi. Tuto teorii se déale za-

byva kvantova fyzika. [1] [2] [15]
1.2 Zakladni fotochemické zakony a pravidla

1.2.1 Fotochemické zakony

Prvni fotochemicky zékon byl formulovan chemiky Christian von Grotthus a John Draper

na pocatku 19. stoleti:

,, Chemickou zménu soustavy vyvola pouze zareni soustavou absorbované. ‘

Druhy fotochemicky zdkon upftesiiuje platnost prvniho fotochemického zékona, ktery na

zakladé¢ vyvoje kvantové teorie odvodili Johannes Stark a Albert Einstein:

., Pocet aktivovanych molekul se rovna poctu absorbovanych svételnych kvant (fotonii.)
Jinymi slovy: 1 foton = 1 transformace.
Dalsi dilezity zakon je zdkon o zachovani energie:

V jakémkoliv izolovaném systému miize byt energie transformovana z jednoho druhu na

Jjiny, ale nemiize byt vytvorena nebo znicena. 1]
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2 LUMINISCENCE

Luminiscenci poprvé definoval jiz v roce 1889 E.Wiedemann, az na par malych uprav,

které¢ zavedl A. M. Gurvi€ je luminiscence znama jako:

., Luminiscence je definovana jako spontdnni zareni télesa, predstavujici prebytek nad tep-
lotnim zarenim, které je charakterizovano doznivanim, jehoz trvani znacné prevysuje peri-

odu svételnych kmitii* [3].

Jinak feceno, latka, kterd absorbuje zafeni o vhodné vinové délce, se nabudi do excitova-
ného stavu, tj. stav s vyssi energetickou hladinou. Tuto dodanou energii pak po urcité dobé
zpétné vyzari ve formé elektromagnetického zareni. Pfitom musi platit, Ze doba Zivota ex-

. , ;1 v v . v , G, -15
citovaného stavu musi byt delsi, nez perioda svételnych oscilaci ==10""s.

Luminiscenci vykazuje vétSina organickych latek, nositelem luminiscencniho zéfeni je

molekula. U anorganickych latek také dochazi k vzniku luminiscen¢niho zafeni, ale to jiz

wrwe

2.1 Rozdéleni luminiscence
Luminiscenci rozdélujeme podle zplisobu, jakym je dodavana excitacni (budici) energie.

e Fotoluminiscence — excitacni energie je dodavana ve form¢ viditelného nebo UV

zateni.

o Elektroluminiscence — energie je dodavana pfiloZzenim elektrického pole a pricho-

du elektrického proudu latkou. NejvhodnéjSimi latkami jsou vesmés polovodice se

Sirokym zakézanym péasem.

e Chemiluminiscence — existuje pouze pro urcity typ exotermnich chemickych reakeci,

kdy uvolnéné reakéni teplo nebo jeho ¢ast je vyzarena ve formé svétla.

e adalsi typy: Bioluminiscence, Katodoluminiscence, Mechanoluminiscence, atd.

vvvvvv

biochemii, u polovodict atd [1, 3].
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2.2 Fotoluminiscence

Pti fotoluminiscenci dochézi k interakci fotonu o frekvenci UV nebo VID zéieni s ¢astici a
dojde k pfedani energie valen¢nim elektronim molekuly. VétSinou se vyskytuje u organic-
kych molekul s dvojnymi vazbami (naptiklad aromatické uhlovodiky). Absorpce zavisi
prevazné na strukture a skupenstvi latky, ale také na teploté, pH a jinych faktorech prostie-
di. Pfi absorpci zafeni vyuziji valen¢ni elektrony dodanou energii na moznost dostat se na
vys$i hladinu do tak zvaného excitovaného stavu. V excitovaném stavu nevydrzi elektrony
dlouho, proto maji relativné kratkou dobu Zivota a dojde k ndvratu do zékladniho stavu.

Jak tyto procesy probihaji, vysvétluje Jablonského diagram [1, 5].

Vibracni relaxace (nezafive piechody)

82 Yniting
konverze

d

S B

1 Mezisystémova &
kornverze T
1

Fluorescence

Excitace
Fosforescence

Obrazek 2 — Jabloniského diagram: Sy — zakladni stav; S;,S, — excitované single-

tové stavy; T, T, — excitované tripletové stavy.
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2.2.1 Excitovany stav a jeho vlastnosti

Pti absorpci 1 fotonu molekulou v zakladnim stavu Sy, dojde k excitaci jednoho valenéniho
elektronu do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu s vyssi energii do tzv. excitovanych stavi.

Zname 2 druhy téchto stavii:

a) Singletovy stav - S — charakterizovany energii Eg, kde jsou spiny obou elektronil
antiparalelni; Stavy S,, S, ... - relaxuji v kratkém case nezativymi pochody do sta-

vu S;.

b) Tripletovy stav - T, T, — charakterizovany energii zakladniho stavu Er, kde jsou
spiny obou elektronii paralelni. Stavy Ty, T3, ... - relaxuji v kratkém case nezafi-
vymi pochody do stavu T;. Tento stav je ziskdn mezisystémovym zakazanym pie-

chodem ze stavu S; [1].

Pti excitaci molekuly jsou preorganizovany pouze elektrony. Tento jev se nazyva Franc-
kuv-Condoniitv princip. Elektron je pfed excitaci umistén na orbitalu 1s, po excitaci je pre-
mistén do orbitalu jiného typu napft. 2p (jiny tvar a symetrie), toto uréuje prostorovou dis-
tribuci elektronové hustoty a dochazi ke zméné elektrického dipolu. Pii prechodu z 1s do

s2 orbitalu je celkova zména dip6lu nulova, takze se nevytvari dipol [1].

Tvar molekuly v excitovaném stavu muize byt zcela jiny jak v stavu zakladnim, Je to zpi-
sobeno rozdilnou elektronovou konfiguraci. Elektronova konfigurace zptisobuje hybridiza-
ci atomi v excitovaném stavu a je doprovazena zménou délky vazeb nebo rozlozZeni elek-
tronové hustoty v atomu. Jako ndzorny priklad mizeme uvést excitaci benzenu ve stavu S

aT [1].

Obrazek 3 — Zména geometrie u benzenu ve stavu Sp a T.

2.2.2 Zhasinani excitovanych stavi

Jak jsem se uz zminil diive, tak doba Zivota excitovanych molekul je kratka, protoze do-

chazi k emisi ziskané energie absorpci, tzv. zhasinani excitovanych stavii. Dochazi
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k ptechodu z excitovaného stavu do stavu zakladniho. Tato emise se mize projevovat rtiz-

nymi zpusoby:

1) Zarivé prechody

2)

Excitované molekuly prechdzi z vyssiho energetického stavu do nizsiho, diky

tomu Ze vyzatuje energii ve formé¢ fotonu.

RozliSujeme mezi samovolnou (spontanni) emisi a stimulovanou emisi. Spon-
tanni je kdyZ k vyzareni dojde bez G¢inku vné&jSiho zdroje zareni. U stimulova-
né emise dochazi k tomu, ze u¢inkem vnéjsiho elektromagnetického zareni, kte-
ré vstoupi do excitované molekuly a vyvola elektromagnetickou poruchu mole-
kuly, kterd vede k vyzaieni energie ve formé fotonu o stejné frekvenci, jako do-
padajici vnéjsi elektromagnetické zareni [1].

Ptechod S;—S; je dovoleny emisni proces, ktery je charakterizovan rychlostni

konstantou k=10°-10" s™'. Tento pfechod se nazyva Fluorescence.

Ptechod T;—S, je zakdzany emisni proces, ktery je charakterizovan rychlostni

konstantou k,=1 02-10* s'. Tento piechod se nazyva Fosforescence.

Zabrzdéna fluorescence — diky slozitym vicestupnovym mechanismim je
mnohem pomalejsi pfechod na zékladni hladinu. Napf. triplet-triplet anihilace,

termicky aktivovana zabrzdéna fluorescence.

Rezonanéni fluorescence — vyznacuje se tim, Ze délka viny absorbovaného za-

feni je stejnd jako délka viny emitovaného zareni [1].

Nezarivé prechody

vyskytuji se mezi vibracné-rota¢nimi hladinami
nemeni se energie systému, proto nedochazi k emisi zareni

Vnitini konverze — dovoleny piechod mezi stavy se stejnou spinovou multipli-

citou, napf. S;—S,. A je charakterizovan rychlostni konstantou k.

Mezisystémovy piechod — zakdzany prfechod mezi excitovanymi stavy s rozdil-
nou spinovou multiplicitou, napf. S;—T;. Je charakterizovan rychlostni konstan-

tou K.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

- Vibraéni relaxace — ptechod z vyssich vibracnich stavti do zakladniho stavu za

uvolnéni tepla. [1]
3) Fotochemickeé reakce

- dojde ke zmén¢ latky, napi.: A+hy—B
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3 FLUORESCENCE

Fluorescence je spontanni jev, pii kterém dojde z excitovaného stavu molekuly k samovol-
nému vyzateni fotonu, tzv. emisi zafeni. Pro fluorescenci je charakteristicka doba dosvitu
po ukonéeni excitaci v ¥fadu 10° az 10” s, P¥i tomto piechodu dochazi ze stavu S; do stavu
So (zakladni stav). Pouze u nékterych molekul jako je napt. azulén, mtize dojit k pfechodu

ze stavu S,.
Chceme-li aby molekula fluoreskovala, musime splnit n¢které principy:

e Absorpce zafeni o dané vinové délce nesmi zplsobit chemickou pfeménu moleku-
ly.

e Mezisystémovy piechod ze stavu S; do T; musi byt natolik pomaly, aby nedoslo

k pfechodu diiv, nez dojde k fluorescenci.
e Bimolekularni procesy nesmi konkurovat.

e Geometrické usporadani molekuly pozitivné ovliviiuje u¢innost fluorescence [1].

3.1 Charakterizace fluorescenc¢niho spektra

Fluorescencni spektrum je ddna zavislosti absorbance systému na vinové délce. D4 se cha-

rakterizovat n¢kolika zédkladnimi pojmy.

3.1.1 Stokestv posun

Vroce 1852 G. G. Stokes na univerzit¢ v Cambrige sledoval priichod slune¢niho svétla
pfes okenni tabuli do nddoby s roztokem chininu. Pies sklenici vina pozoroval okem, jak

se z ultrafialového svétla stava viditelné svétlo [5].

Po tomto pokus definoval G. G. Stokes zakon, ktery je doted’ zndm pod nazvem Stokestv
posuv. Ukazuje na to, jak se zméni energie fotonu absorbovaného oproti fotonu, ktery vy-

zati fluorofor pii prechodu z excitovaného stavu do zakladniho stavu.

Rozdil mezi energii foton absorbovanych a vyzarenych je charakteristicka pro kazdou
molekulu a nazyva se Stokestv posun. Neboli vinova délka fluorescencniho zatfeni je vétsi

jako vilnovéa délka absorpéniho zafeni, viz. Obrazek 5 [5].
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Sluneéni

svétlo

Roztok

chininu ?

Zluta sklenice s vinem G.G.Stokes

@ i emisni filtr = 450nm

Modreé sklo okenni
tabule v kostele

Obrazek 4 — Stokestv pokus s roztokem chininu [5].

Tyto ztraty jsou vyvolané nezafivymi procesy (relaxaci vibracni energie a vnitini konver-
zi), kdyz se molekula nachézi v excitovaném stavu. Tento druh relaxace je znamy jako

Kashovo pravidlo. Proto emise nastane ze stavu S;.

Stokesiv posun

vilnova délka

Obrazek 5 — Stokestv posun.

Vyjimky ze zrcadlové symetrie absorpcniho a emisniho spektra jsou obvykle disledkem
rozdilného geometrického uspotadani atomovych jader v excitovaném stavu oproti uspoia-
dani ve stavu zédkladnim. Vyjimky tvofi i molekuly s citlivosti na rizné pH. Napft. fluorofor

1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfat (HPTS), ktery mé jiné emisni spektrum pii nizkém a vyso-
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kém pH. Je to zpiisobeno hydroxylovou skupinou, kterd je ionizovéana pii nizkém pH a

proto vykazuje vétsi Stokestiv posuv nez u molekul s vy$$im pH [5].

Dalsi vyjimky tvoti biochemické fluorofory, napt. fenol a tyrosin. U téchto latek zavisi na
koncentraci [5].
Sitka emisniho spektra je zavisla na teploté, ¢im vyssi teplota tim bude $iri emisni spekt-

rum a naopak, ¢im nizsi teplota tim uzsi spektrum [1].

INTENSITY
(=
w

200 450 =00 S50 E00
WAVELEMGTH 1 nimi)

350

Obrazek 6 — Absorpéni (pH= 1; 7,64 a 13) a emisni spektrum (pH=7) pro 1-
hydroxypyren-3,6,8-trisulfonat ve vode¢.

3.1.2 Zakladni vztahy fluorescencniho spektra
1) Kvantovy vytézek @y

Pomoci kvantového vytézku hodnotime ucinnost fluorescence. Kvantovy vytézek fluores-

cence je procento poctu emitovanych fotonti k poctu absorbovanych fotond.

Kde: vt...rychlost fluorescence; v,...rychlost absorpce

Kvantovy vytézek u fluorescence je zavisli na u€innosti vedlejSich deaktivaénich procest,
mezi tyto procesy patii mezi systémovy prechod z S; na T, a nezafivé prechody. @ repre-
zentuje ucinnost emise. Neni zavisly na vlnové délce excitaéniho zéfeni, tzv. Vavilovovo

pravidlo [1] [12].
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U fluorescence dosahuje kvantovy vytézek hodnot v rozmezi od 0 do 1. U nefluorescenc-

nich latek je kvantovy vytézek roven nule nebo velice blizky nule.
2) Kvantova ucinnost @

Kvantové ucinnost @ je pomér mezi poctem vzniklych nebo zaniklych ¢astic ku poctu mo-
It vzniklého absorpci 1molu fotonii. Vyjadiuje pravdépodobnost uskutecnéni jednotlivych

fotochemickych krokd.
3) Zarivy tok emitovany vzorkem
Je dan Lambert-Beerovym zakonem
A=¢ *c*d=-logT=1log Iyl

kde: A — absorbance [-]; ¢ - koncentrace rozpuiténé latky[mol.dm™]; d - tloustka absorbu-
jici vrstvy [m]; € - molarni absorpéni koeficient [mol'.cm™.dm]; T - transmitance (pro-
pustnost) [-]; Iy - intenzita vstupujiciho paprsku [W/m?]; I - intenzita paprsku po priichodu

absorbujicim prosttedim [W/m?]
4) Intenzita fluorescence

Pocet fotonli prochazejici v jednotkovou plochou za jednotku ¢asu.

Tabulka 1 — Fluorescence n¢kterych organickych molekul.

Molekula ; ki[s™] Kisc[s ] stav
Benzen ~0,2 2.10° 10’ i
Naftalen ~0,2 2.10° 5.10° I
Anthracen ~0,4 5.10’ 5.10’ i
Pyren ~0,7 10° 10° T[,T[*
Trifenylen ~0,1 2.10° 10’ o
Stilben ~0,05 108 10° o
1-chlornaftalen ~0,05 10° 5.10% o
1-bromnaftalen ~0,002 10° 10° L
1-jodnaftalen ~0,000 10° 10 o
Benzeofenon ~0,000 2.10° 5.10° N
Biacetyl ~0,002 10° 10® N,
Diazabicyklo[2.2.2]oktan ~1,0 10° 10° nt
Aceton ~0,001 10° 10° n,m
Hexafluoraceton ~0,1 10° 10’ n,rt*
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3.1.3 Doba zivota excitovaného stavu

Doba Zivota je Cas, ktery molekula stravi v excitovaném stavu. Je definovan, jako ¢as po-

trebny k poklesu na 1/e hodnotu pocatecni intenzity. Lze vyjadrit vztahem:

Kde t...doba Zivota excitovaného stavu; ke...rychlostni konstant poklesu emise.

Lze také definovat polocas Zivota excitovaného stavu 1/, a je to ¢as potifebny k tomu, aby

se intenzita snizila na polovinu poc¢ate¢ni hodnoty:

T = lnk_

Kde t1/;...polocas zivota excitovaného stavu; Ke...rychlostni konstant poklesu emise [1].

L1

L(O)

%1,0|
1/e 1 (0)

Obrazek 7 — Zavislost intenzity emise I, na case t [1].

3.1.4 Vliv prostiedi na absorp¢ni a emisni spektrum

V roztocich dochazi vlivem elektrostatickych interakci mezi molekulami fluoroforu a roz-
poustédla k solvataci fluoreskujicich molekul. Vlivem rizné solvatace molekul dochézi ke
zménam optickych spekter a to v diisledku toho, Ze se cast absorbované energie spotiebuje

na relaxaci molekul rozpoustédla kolem molekuly fluoroforu v excitovaném i zakladnim
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stavu. Z tohoto diivodu je emitovana energie fluorescencniho zatfeni mensi, nez by odpovi-

dalo samotnému elektronovému prechodu [12].

3.2 Fluorofory

Fluorofory jsou latky, které jsou charakteristické tim, Ze absorbuji zafeni o vinové délce
UV nebo viditelného zatreni a ndsledné ho pak emituji o jiné vinové délce. Emisni zafeni je
pak udavano funkéni skupinou, kterou molekula obsahuje. Typické fluorofory zname: chi-
nin (tonik), fluorescein, rhodamin B (nemrznouci smési, fluorescencni znaceni), akridinova

oranz (DNA) atd. [12].
Fluorofory délime na:

a) vlastni — vyskytuji se pfirozenou fluorescenci. Mezi latky vyznacujici se vlastni

fluorescenci patii proteiny tryptofan, tyrozin a fenylalanin

HNHz

| “I“'l:l iz
mtma_f“ HO_@"‘:HE_CH -.’\_;J’:- SHa=CH
H " ;
l!| £o0H COLrH [=n el
Tryptophan Tyrosine Phenylalanine

Obrazek 8 — Strukturni vzorce tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu.

b) nevlastni — pridava se ke vzorkim, tzv. fluorescencni sondy nebo znacky, které
pridaji nefluoreskujici latce fluorescenci. Pokud se k vzorkim vazi kovalentni vaz-
bou tak je nazyvame fluorescenéni znacky, pokud se vazi nekovalentni vazbou tak
je nazyvame fluorescencni sondy. Mezi nejznaméjsi patii fluorescein (FITC), rho-

damid (TRITC) a jiné derivaty [4-6, 8].

Fluorescein — FITC

Celym nazvem fluorescein isothiokyanat s oznacenim FITC, je nejbéznéji pouzivané znac-
ka pro oznaceni proteinli, peptida a jinych biomolekul. Jeho funkéni skupinou je isothio-

kyanat -N =C = S.
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Obrézek 9 — Fluorescein isothiokyanat. [8]
Jeho vyhodou je dobra nasdkavost, vysoky kvantovy vytéZzek fluorescence, ale hlavné jeho
snadnd méfitelnost. Jeho absorpéni maximum je 494 nm a emisni maximum je 521 nm.
Stanoveni se provadi pomoci skenové mikroskopie nebo pritokové cytometrie [6, 8].
Dulezité jsou jeho derivaty, kterym se priklada stale vétsi vyznam. Maji delsi dobu vysvi-

ceni a vice odolna vii¢i zméné pH [8].

3.3 Nastroje pro méreni fluorescence
1) Spektrofotometr — viz nize.

2) Fluorescencni skenery — moderni ptistroje na méteni fluorescenci dvojrozmérnych
makroskopickych objektti. Vyhodou tohoto piistroje je, Ze rozliSuje vice fluoroforti
se stejnymi emisnimi i excitaénimi spektry.

3) Fluorescencni mikroskopy — umoznuji pozorovat fluorescenci dvoj- nebo trojroz-
mérnych objekti.

4) Priatokové cyklometry — méti fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bunék a
umoziuji identifikaci a separaci jejich koncentracni rozlozeni dle jednotlivych ka-

tegorii (z angl. subpopulations) [12, 14].

3.4 Spektrofotometr

K méfteni fluorescenéniho zatreni latek se vyuziva spektrofotometrl s fluorescenénimi né-
stavci, které upravuji zareni na vhodnou vinovou délku. Pro ptipad fluorescence je tato

vlnova délka v rozsahu ultrafialové a viditelné oblasti. VétSinou se pouzivaji 2 nastavce,
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jeden pro excitaci a druhy pro emisi. Zakladni schéma fluorescencniho spektrofotometru

vypada takto: [16]

Zdroj # Excitatni monochromator » Vzorek
Zeslabeni FotondsobiE |« Emisnimonochromator
paprsku

l

Fotonasobié

Vyhodnocovacizafizeni

Y

Obrazek 10 — Blokové schéma fluorescen¢niho spektrofotometru.

Ze zdroje vychézi paprsek na rotujici zrcadlovy segment, ktery rozdé€li paprsek na dva.
Jeden paprsek vstupuje do excitaéniho monochromatoru, ktery upravi vinovou délku na
pozadovanou frekvenci (viditelné nebo UV). Druhy paprsek slouZi k jako srovnavaci. Po
prachodu prvniho paprsku monochromatorem dopada na kyvetu se vzorkem, kde vyvola
fluorescenéni emisi. Ta je sledovana v pravém uhlu k zdrojovému paprsku a dopada na
emisni monochromator, ktery izoluje vhodné vinové délky zateni pro méteni na vyhodno-
covacim zafizeni. Podle toho jak mame zapojeny vyhodnocovaci zatizeni, délime dva dru-

hy fluorescenénich spekter [16]:

1. Monochromator excitace je nastaveny na danou vlnovou délku, kterd je absorbovéana
vzorkem a zaznamenavdna vyhodnocovacim zafizenim dostaneme — emisni fluo-

rescenéni spektrum.

2. Monochromator a vyhodnocovaci zatfizeni je nastavenou na urcitou vinovou délku flu-
orescence, zaznamenavaji se excitace rtiznych vlnovych délek excitacnim monochro-

matorem a ziskdme — spektrum fluorescencni excitace [1].

3.4.1 Zdroj zareni

U fluorescencnich spektrofotometrii se nejcastéji vyuziva vysokotlaka xenonova oblouko-
va lampa. Tato lampa ma rozsah zafeni od 250nm do 750nm. Xenonova lampa je zdravi

Skodliva, jeji zareni poskozuje rohovku a sitnici, proto musi byt uchovana mimo dosah
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lidského oka. Plyn v lampé je pod vysokym tlakem az 10 atmosfér. Zivotnost je okolo

2000 hodin provozu. [5]

Xenon Arc Lamp

Reflector
Adpustrmer
e |

Obrazek 11 — Vysokotlaka xenonova obloukova lampa [5].

Mezi dalsi Casto pouzivany zdrojem zéafeni je vysokotlakéd rtutové lampa. Na rozdil od

Xenonové lampy ma vétsi intenzitu zateni, ale je soustiedéna do linky [5].

Mnohdy se v drahych pfistrojich vyskytuji i lasery. Jelikoz uz sami o sob¢ vysilaji mo-
nochromatické zafeni, neni nutné pied kyvetu davat monochromator. Toto zafeni ma roz-

sah vlnové délky mezi 360nm a 650nm [5].

3.4.2 Monochromatory

Monochromator rozkladd pomoci disperzniho elementu (hranol nebo difrakéni mfizce)
polychromatické nebo bilé zafeni na spektrum o zvolené vinové délce, neboli uzké spekt-
ralni pasmo. K tomuto mu slouzi 2 §térbiny, jedna na vstupu a druha na vystupu. Vstupni
Stérbina je Siroka asi 1 um a omezuje Sitku vstupujiciho zatizeni. Mfizka monochromatoru
byva zhotovena z keramického materidlu Zerodur, ktery ma nulovy koeficient teplotni roz-
taznosti. Mfizka rozklada zafeni na jednotlivé vinové délky, které pak dopadaji na vystupni
Stérbinu. Naklanénim mfizky urcujeme, kterou vilnovou délku chceme méftit. Takto kon-

struovany monochromator se nazyva Czerny-Turner.

Dalsi konstrukéni zafizeni monochromatora ke naptiklad Paschen-Runge, kde je konkavni
miizka umisténa na Rowlandové kruznici a dokaze meéfit né€kolik vybranych spektralnich

¢ar najednou [5, 16].
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Obrazek 12 — Monochromator typu Czerny-Turner: 1 — vstupni §térbina; 2 - zrca-

dla; 3 difrakéni mtizka; 4 — vystupni $térbina; 5 — fotonasobic.

3.43 Kyveta

V kyveté je umistén vzorek. Kyveta musi byt z materidlu, ktery bude propoustét UV a vidi-
telné zareni, proto se pouziva kiemenné sklo. Kyveta musi byt dokonale Cista, jinak by
dochdzelo k nezadanému rozptylu svétla a doSlo by k chybé méteni. Umisténi kyvety je
vzdy tak, aby paprsek emitovaného zaieni se snimal kolmo na paprsek excita¢niho zafeni.

[16]

3.4.4 Fotonasobié

Bézné pouzivany jako detektor pro UV a viditelné zareni. Pfeménuje dopadajici elektro-
magnetické zafeni na elektricky proud, ktery je snadno méfitelny. Proud, ktery projde fo-
tonasobicem je pifimo umérny intenzité svétla dopadajici na detektor. Sklada se
z fotokatody a anody a sériové zapojenych dynod. Foton dopada na fotokatodu a na zakla-
d¢ fotoelektrického jevu zpusobi emisi elektronti. Elektrony dopadaji na dynody, které jsou
sefazeny od nejmensiho kladného potencialu k nejvétsimu. VéEtSinou je takto za sebe faze-
no 8 az 12 dynod. Na povrchu dynod dojde k sekundarni emisi elektronti. Takto sefazené
dynody dokazou zesilit slaby elektricky proud vyzatreny z fotokatody az milionkrat. Zesi-

leny proud elektronti je pak snadno méfitelny na zdznamovém zatizeni. [11]
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Obrazek 13 — Fotonasobic. [11]

3.5 Analytické vyuziti fluorescencni spektrofotometrie

3.5.1 Kbvantitativni analyza

Fluorescen¢ni spektrofotometrie se vyuziva piredevSim ke méfeni koncentrace, kde nejde
koncentrace stanovit pomoci absorbance. Detekéni limit je aZ okolo 10™? mol.dm’. Je
schopna méfit velké rovinné molekuly s konjugovanymi dvojnymi vazbami. V kvantitativ-
ni analyze pracujeme metodou kalibracnich kiivek. Kdy si pfipravime sérii standardnich
vzorku a zndmé, ale rozdilné koncentraci. Tyto standardy proméfime a vyhodnotime zavis-
lost intenzity zafeni na obsahu slozky. Poté zméfime vzorek a z grafu odecteme jeho kon-

centraci. [16]

3.5.2 Kvalitativni analyza

Pomoci kvantitativni analyzy mizeme stanovit co za latku je ve vzorku obsazena. Protoze
kazda latka ma své charakteristické emisni spektrum, lze takto latky od sebe rozeznavat.
Emisni fluorescen¢ni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce (ener-
gii). Jelikoz existuje nékolik pfistroji na méfeni emisnich spekter a miize dojit k riznym

vysledkim pro stejné latky, proto rozliSujeme 2 druhy spekter: [16]

a) Nekorigovana — jsou zkreslena charakteristikami piistroje. Jsou zkreslena piede-

v§im z toho diivodu, Ze detektor je riizné citlivy na rizné vinové délky.
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b) Korigovand — jsou to naméfend emisni spektra vynasobena piislusnym korekénim

faktorem pro kazdou vlnovou délku. Tato korigovana spektra by méli byt uvadény

v literaturach, aby nedochazelo k chybam. [18]

Ukézka nékterych absorp¢nich a emisnich spekter:
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Obrazek 14 — Absorp¢ni a emisni spektrum yterbia v kiemenném vldkné [13].
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ZAVER

V dobé¢, kdy G.G.Stokes délal své prvni pokusy s chininem, netusil, Ze fluorescence ziska
takové moznosti uplatnéni jaké miizeme sledovat dnes v technické, biomedicinské a obec-
né analyticko-chemické praxi. V dneSni dobé se mlizeme setkat s ni skoro na kazdém kro-
ku. At uz v medicing, biochemii, barvivech nebo analytické chemii, kde zejména aplikace
fluorescenéni mikroskopie ma nenahraditelnou ulohu ve vyzkumu bunécnych systémd.
Z technickych aplikaci se s jevy fluorescence setkavame také na bankovkach, jako ochrana
proti padélani. Nejvétsi rozvoj zaznamenava u fluorescen¢nich sond a znacek. Diky tomu
sledujeme pohyb proteint, lekii v téle. Nebo také ke sledovani znecisténi vod, pohyb fyto-
planktonu. Jejich pozorovani je relativné snadné, at’ uz lehké instrumentaci nebo oznaco-

vani. K detekci pouzivame fluorescencni mikroskopy a pratokové cyklomety.

V analytické chemii vyuzivame fluorescenci ke kvantitativni, ale i kvalitativni analyze.
Protoze vétSina molekul, ma jiné emisni spektrum, proto je jejich rozeznani jednoduché.
Nejvétsi vyhodou je moznost pouziti i pti velice nizkych koncentraci, tyto koncentrace
miZzou byt, az v adech 10™"? mol.dm™. U klasické absorpéni spektroskopie je detekéni

limit okolo 10 mol.dm™.

Mezi nejvétsi nevyhodu fluorescence patii, ze ne vSechny molekuly mizou fluoreskovat
nebo jim ptidat fluoreskujici znacku. Proto ma fluorescence Siroké, ale ptfitom ohranicené

moznosti pouziti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
A ... vlnova délka [m]

c ... rychlost svétla [m.s™]

f ... frekvence [s7]

E ... energie Castic [J]

h ... Planckova konstanta [h=6,6.10>%).s]

k ... rychlostni konstanta fluorescence [s™']

kp ... rychlostni konstanta fosforescence [s1]

kic ... rychlostni konstanta vnitini konverze [s1]

kisc ... rychlostni konstanta mezi systémového prechodu [s'l]
®s ... kvantovy vytézek fluorescence [-]

A ... absorbance [-]

c ... koncentrace latky [mol.dm-3]

€ ... molarni absorp¢ni koeficient [mol-1.cm-1.dm)]

T ... transmittance [-]

lo ... intenzita svételného toku na vstupu [W/m2]

| ... intenzita svételného toku na vystupu [W/m2]

T ... doba zivota [s]

T1/2 ... polocas Zivota excitovaného stavu [s]

ke ... rychlostni konstanta poklesu emise [s-1]
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