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Svetlo je elektromagnetické vineni

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

» Svetlo je charakterizovano frekvenci f a vinovou délkou A

* Frekvence f udava kolikrat za sekundu vinéni kmitne, udava
sevHz=s1

* VInova délka udava delku, kterou za jeden kmit svetlo urazi,
udava se v nanometrech nm = 109m

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

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

c=Af

c je konstanta, pak

jestlize se zvysi vinova deélka,
musi se snizit frekvence, aby
byl soucCin konstantni.

Vinova délka A je nepfimo
umeérna frekvenci f

Cim je vétsi frekvence, tim je
vetSi energie zareni.

Cim je vetsi vinova délka A,
tim je mensi energie zareni.

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



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

Z celeho spektra zareni je pouze mala Cast
viditelna.

Viditelné spektrum je ohraniCeno vinovymi
délkami 400 nm a 700 nm. 10200 101 a0 08 0% a0 m“
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Intenzita

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



Absorpce

 Latka pohlcuje svetlo

* Pro absorpci mono- -n
chromatickeho svetla — &
» Lambert-Beeruv zakon: —
Absorbance je primo umerna koncentraci
a tloustce vrstvy roztoku

| =1,-10° A=s.c-] :IoglOII—O

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

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

Podle puvodu délime luminiscenci na

1. fotoluminiscenci 2. chemiluminiscenci
Luminiscence se déli na:

2. fosforescencl



Fluorescence

« Emise z excitovanych singletovych stavu

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

« Doba dohasinani T (Lifetime) je prumérny
cas, ktery uplyne od excitace po emisi —
je radové 1 - 10 nanosekund

* pozn. : svetlo urazi za 1 ns 30 cm
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Fosforescence
———————————————————————————————————————————————————————————

* Emise z excitovanych (zakazanych)
tripletovych stavu

* 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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Frank-Condonuv princip
0 ,lenosti jader” pri absorpcl

Absorpce fotonu elektronem (excitace
molekuly) je velmi rychly proces v radu
femtosekund (10-'°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 (a
,ochladila se").
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Absorpce a emise energie molekulou
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Zariveé a nezarive prechody mezi
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elektronove vibracnimi stavy molekuly
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Barevny animovany uvod do
principu fluorescence

http://probes.invitrogen.com/resources/educ

ation/tutorials/lintro/player.ntml
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http://probes.invitrogen.com/resources/education/tutorials/1Intro/player.html
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Stokesuv zakon

VInova délka emitovaneho svetla je vetsi nebo
rovna vinové délce excitacniho svétla

hom 2

ex

7\ To je dano tim, ze po absorpci
zareni Casto dochazi k Castecne
ztraté energie (tepla) pfi prechodu
z vyssich excitovanych

Mgy Aem elektronovych stavl do

LI 40"V 4

excitovaneého stavu. 15



Stokesuv posun

Emise ma vzdy mensi energii
(vetsi vinovou delku) nez je

energie absorbovana (mensi ).

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

\
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1852, Cambridge

i

Modré sklo

Slunce okna v kostele Sklenice vina G.G.
Propousti svetlos  Roztok Propousti svetlos  gigkes
A <400 nm chininu A >400 nm

2 Excitacéni filtr Emisni filtr 17



Po zaméné filtru — fluorescence mizi

1%

Pfi zameéné filtru , tj. jestlize dame sklenici vina do drahy slune€nich paprskd,
prochazejici svétlo jizZ nemuze roztok chininu excitovat.
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Typicke fluorofory

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

Typickymi flourofory jsou napfriklad:
chinin (tonik)

fluorescein, rhnodamin B (nemrznouci smeési, fluorescencni znaceni)
*POPOP (scintilatory)

*Acridinova oranz, ethidium bromid (DNA)
umbeliferon (ELISA)

eantraceén, perylén (zneclisténi zivotniho prostredi oleji)
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Vyuziti fluorescence v geografii
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Quinine Pyridine 1

Quinine
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 maximalné 1.

Ve skutecnosti je nizSi diky nezarivym prechodim
molekul z excitovaneho stavu.

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

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

Charakteristické je snizovani kvantového vytezku s teplotou-
teplotni zhaseni luminiscence 22


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

Excitacni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na
excitacni vinové délce pri konstantni
vinove délce emitovaného zareni

Mg, SCAN  Agy,= konst.
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Emisni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na vinoveée
délce pri konstantni excitacni vinove delce

A, = konst. Mgy SCan
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Nemennost tvaru emisniho spektra

Tvar emisniho spektra je nezavisly na
vinoveé deélce excitace.

Tento jev je dusledkem toho, ze doba
trvani excitovaneho stavu a kvantovy
vytézek slozitych molekul v roztoku
nezavisi na vinové deélce budiciho zareni
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Barevny animovany uvod do
fluorescencni spektroskopie
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http://probes.invitrogen.com/resources/education/tutorials/2Spectra/player.html
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Energie

Zrcadlova symetrie absorpcniho a
excitacniho spektra

% EXcit.
\e-A= 0  stav 0—2 0=2
0—2
02

\ 7/5 Zaklad.

N §

\ g stav
Vzdalenost Vinova délka A
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Zakon zrcadlove symetrie mezi
absorpcnim a emisnim spektrem

Struktura vibracnich hladin u zakladniho a
excitovaneho 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 flourescencéniho emisniho spektra zjistit jak vypada absorpcCni
spektrum, aniz by se pouzilo o nékolik fadu vétsi mnozstvi vzorku
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Flourescencni excitacni a emisni
spektrum realneho roztoku

Excitation
— Emission
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Fluorescence Intensit

Pfi méfeni realnych vzorkd se zrcadlova symetrie narusuje vlivem
ionizace fluoforu pfi rizném pH, komplexace fluoroforu s dalSimi
molekulami v roztoku, nebo jednoduchym prispévkem dalSich
nefluorescencnich molekul k absborbénimu (excitaénimu) spektru.
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* Co je potreba, abychom mohli zméri

A 4

spektrum fluoroforu?
¢ Jak muzeme detekovat fluorescen

r

cn

molekuly v gelu?
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30



