Pristrojoveé vybaveni pro detekci
absorpce a fluorescence

Fluorescencni metody ve védach o zivé prirode

Ctirad Hofr



Absorpce

« Latka pohlcuje svetlo

* Pro absorpci mono- -1
chromatickeho svetla m— 0

» Lambert-Beeruv zakon: —

Absorbance je primo umerna koncentraci
a tloust’ce vrstvy roztoku

A=c-Cc-| = IoglollO | =1, 107¢°

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



SgektroFOTOmetr

* Pristroj pro mereni absorpce svetla vzorkem

Absorbance je mérena pri ruznych vinovych
delkach
Vysledkem je absorpcni spektrum latky

T nfl =

zdroj Stérbina  vybér vinové délky vzorek detektor




Zdroje zareni a jejich pouziti
e ——————————————————————————————————————
 Wolframova zarovka (mereni absorpce ve
viditelném spektru)

 Deuteriova lampa (méreni absorpce v UV
spektru)

« Xenonova vybojka (zdroj pro casove ustalenou
fluorescenci)

Pulzni zdroje pro casové proménnou fluorescenci
e Laser

LD a LED diody



Wo”ramova zarovﬁa - walte‘ne

Sklenéna banka naplnéna inertnim plynem. Uvnitr je
wolframoveé vlakno, které je zahfivano stejnosmernym
proudem. Produkuje velké mnozstvi tepla. Pouze 5-10 %
energie se uvolnuje ve forme svétla.
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Deuteriova Iamga

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

* Plnena deuteriem v plynném stavu
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Xenonova vx’boika

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

250 300 350 400 450 500 550 600
wavelength, nm

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon



LASER

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 absorpci svétla dojde ke stimulaci molekuly a ta vyzafri foton

Fotony nasledné zpusobi emisi dvojnasobného mnozstvi fotonu

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

zrcadlo (Castecné l pulsy
propustné)

*
(. A RARLS ;ﬁmi (0))

Latce je neustale dodavana energie, aby byly molekuly stale v excitovaném stavu

Fotony se odrazeji uvnitr prostoru mezi dvéma zrcadly

Fotony v pulzech prochazeji CasteCné propustnym zrcadlem

Vzdalenost pulzu je dana velikosti prostoru mezi zrcadly a rychlosti cyklu

Spektrum je ¢arové - pouze jedna vinova délka
http://www.edumedia-sciences.com/a392 12-laser.html 8



http://www.edumedia-sciences.com/a392_l2-laser.html

LD - Laser Diode

Laser diode
housing

Collimating lens

assembly Beam Collimation &

/\ Temperature Stabilization

\
X | |

/ | |

Anamorphic
Prism pair

Thermoelectric
cooler
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LED

Light Emiting Diode

* Nizky prikon

e Vysoka ucinnost

e dostateCné uzky spektralni rozsah
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Zdro'!e zareni a '!e'!ich pouziti

 Wolframova zarovka (mereni absorpce ve
viditelném spektru)

* Deuteriova lampa (mereni absorpce v UV
spektru)

» Xenonova vybojka (zdroj pro ¢asové ustalenou™

fluorescenci)

Pulzni zdroje pro casove promeénnou fluorescenci:

e Laser
LD a LED diody
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Monochromator

Vyuziva rozptylu svetla a vybira ze spektra
vinovou delku nebo jejich rozsah

KuZel rozptyleného
Stérbina svetla

Rozptylené

sveétlo
\
\

Normal
to groove face

Blaze

Uhel
Uhel
odrazu
Normalni

—_—— QT _— mfrizka

........ DOpadajici
svétlo

\ T Sifka

zlabku

3 http://www.shsu.edu/~chm tgc/sounds/Czechdir/Grating%20Czech.swf Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon 12



http://www.shsu.edu/%7Echm_tgc/sounds/Czechdir/Grating%20Czech.swf
http://www.shsu.edu/%7Echm_tgc/sounds/Czechdir/Grating%20Czech.swf

Fotoelektrickz’ !ev

© 0O hf = W+ Ek
EL // W — energie potfebna k
© 0

vyrazeni elektronu
e e E, -Kinetick&a energie volného

e elektronu po vyrazeni
e °o ©

Nobelova cena
A. Einstein, 1921

http://www.youtube.com/watch?v=v5h3h2E4z20
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http://www.youtube.com/watch?v=v5h3h2E4z2Q

Detektor — fotonasobiC gPMTz

Fokusacni elektroda\ ©

fotoelektron
/

Bocni okno

24 mm? \FT

Vakuum

foton i 104 pa
Fotokatoda S Nasobice
= elektron(
gz (dy no d y)

’/;/,/f:j: J
~___— Anode
e

3 Light Detectors: PhotoMultiplier Tube (R928 Side-0n) Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon 1 4



Diode array detektor

e Pas svétlocitlivych diod

 Na kazdou diodu dopada svetlo o daném
rozsahu vinovych délek

* VVyhoda: najednou se snima celé spektrum

Light Sensors

Elif*y;“

Lamp

http://www.youtube.com/watch?v=zbTM36_7jlg&feature=related
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http://www.youtube.com/watch?v=zbTM36_7jIg&feature=related

CCD detektor
Charge Coupled Device

Integration of .'.,, LI b 4in % T
Photon-Induced | | I Ralndrops r N
Charge W ""'.. ‘ o

Parallel v
Bucket —

) A%, IIF.-. m.'mm lq.
¥ AE-_...J?-.....M..-M

Array

Serial R%Plsler

Shift to Output
Figure § Conveyer Belt ' (€)
Bucket Brigade CCD Analogy ﬁ:ﬂ';.’f,%.‘r‘."

Contalner

a)

C)

svétlo= fotony (kapky) dopadaji na
elektrody, uvoliuji elektrony, které
se akumuluji ve formé naboje

po ukonceni expozice
(integrac¢niho ¢asu) je akumulovany
nahoj z kazdého pixelu (bodu na
detektoru) postupné po radach
presunut na krajni detekéni seriove
pole (registru)

Naboj z kazdeho pixelu je pak

zmeéren a preveden na el. napéti

Vysledkem je obraz svétlych pixelu
a tmavych pixell podle velikosti
napéti tj. podle poctu fotonu, které
dopadly do daného bodu
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Jak pracuje CCD

=1, y=1
RGB=(254 240 224)
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Animovane schéma spektroFOTOmetru

o nfl =

Wolframovéa Stérbina  mfizkovy Kyvetaz  Fotonasobic
zarovka(Vis)/ monochromator UV/Vis

deuteriova lampa propustného

(UV) skla

http://www.youtube.com/watch?v=pxC6F7bK8CU
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http://www.youtube.com/watch?v=pxC6F7bK8CU

Nanodrop

-

NanoDrop 1000 Specifications

Sample size 1 microliter

Path lengths irmrn and 0.2mm

Light Source wenon flash lamp

Detector Type 2048-element linear silicon CCD

Wavelength range Z20-750 nm

Wavelength accuracy inm

Wavelength resolution 3nm (FWHM at Hg 546 nr)

Absorbance Precision 0.003 absorbance (1rmm path)

Absorbance Accuracy 2% (at .76 absorbance at 257 nm)

Absorbance Range 0.02-75 (10mm equivalent absarbance)

Detection Limit 2 ngdmnicroliter {dsDMA)

Maximum Concentration 3700 ng/microliter (dsDMA)

Measurement Cycle Time 10 seconds

Dimensions (footprint) Z0crm ¥ 1dcm

Weight 1.6 kg

http://www.nanodrop.com/LikeltsHotVideo.aspx
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http://www.nanodrop.com/LikeItsHotVideo.aspx

Complete solution for submicroliter and standard volume applications

20



Nanoghotometer

dilution 1d

| -

— ¥ —— i
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Mo ovaporaton, volate tolvems posslbis.

EASY TO COMTROL

Fuggsd kay pad for fast mathod
slecrion and casy daia emry

*Microliter
Cell from top

Q

V.

*Microliter

mirror Cell details

pipette
cap

sample mirror
window

- "\ window

Y

S S
LabelGuard LabelGuard

cap
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Geometrie pri mereni absorbance

—Pl:lib

Dopadajici Kyveta Prochazejici
svetlo shora svetlo
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Bouzdelny I'OZSHH pro mereni

Rozsah s linearni odezvou: tj. Ze plati ABS = c¢l

ABS=0.1-1.0

Nejpresnejsi oblast: tzn. na hodnoty se
muzeme nejvice spolehnout v intervalu

ABS =0.3-0.7

23



Co sledovat pri mereni?

24



Pristroje pro mereni fluorescence
——————————————————————————

1. spektrofluorimetry — méri stredni signal celého vzorku
umisteneho obvykle v kyveté nebo v jamce mikrodestiCky

2. fluorescencni skenery (vCetne CteCek mikrodestiCek)
— méfi fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objektu
(elektroforetickeé gely, bloty, chromatogramy)

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

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

25



SEektroFLUOROmetr

£
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Detektor

Emisni
monochromator

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon26



Filtr

Vyhody ve srovnani s monochromatorem:
Levneé, kompaktni, vysoce uc€inné, vysoce propustne

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

Cut-off or long pass Band-pass Short-pass
;f\ | |
Clean-up Notch N.D

Snizeni intenzity

-




Zdroie svetla a fiItrx barevne

Molecular Probes Tutorial Series—OQverview
of Filters and Light Sources

https://www.youtube.com/watch?v=xJGmMARIB
asU
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https://www.youtube.com/watch?v=xJGmARfBasU

Geometrie Eﬁ mereni fluorescence

Emitované
svétlo

&

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

X
—Iq

%
> | Kyveta

Dopadajici
excitujici svétlo
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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 E o g
vrstvy vzorku vzdalenejsi od roviny 2t
dopadu budiciho zareni na vzorek I
jsou excitovany nizsi intenzitou
1r Quinine Sulfate

svetla, nebot Ccast budiciho zareni je n O1M H,SO,

FLUORESCENCE INTENSITY at 450 nm

absorbovana povrchovymi vrstvami.

Tato chyba se projevuje jen u silngji N R
YN ° v 0 0.1 0.2 0.3 0.4

a\lIDSOI‘I?UJICIgl‘J rO,ZtOku’ ale, pri A OPTICAL DENSITY at 346 nm

presném mereni kvantovych vytézku

je nutno ji vzdy uvazovat a korigovat.

Prevzato z J.R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Third Edition,Springer, 2006
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VIIv Koncentrace tiuoroforu na tvar

- v

Anthracene

1074M

10~3M

1 1 1 1

FLUORESCENCE INTENSITY
1

0360 380 400 420 440
WAVELENGTH (nm)

Vysoka koncentrace zpUsobuje snizeni emisniho
signalu u nizSich vinovych délek u antracenu. To je

zpUsobeno zpétnou absorpci fluorescence

antracenem v oblasti, kde se spektrum absorpcCni a

emisni nejvice prekryvaji tj. v oblasti 370-400 nm.

Low Medium High

R6G

Low

Medium
—— High

FLUORESCENCE [INTENSITY
o
o~
T

0 1 1 o pe—
520 S60 600 640 680
WAVELENGTH (nm)

Nejvétsi vliv koncentrace na emisni spektrum je pozorovan u
fluorofuru s malym Stokesovym posunem — velkym pfekryvem
absorp&niho a emisniho spektra.Obrazek u ukazuje ffi
koncentrace Rhodaminu 6G vzrustajici zleva do prava a
pFislusnou zménu barvy emitovaného svétla. Tento efekt
pozorujeme diky reabsorpci kratSich vinovych délek z emisniho

spektra. To posouva cele spektrum k del8im vinovym délkam pfi

vysSich koncentracich fluoroforu.

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

31



U‘IV nas!avenl swky S!GFBIH na !var

1.0

N p-Terphenyl in
5 x Cyclohexane
z | .
E obs. slits
Z
- == 105 nm
L
O 0.5F \ ==== 10 nm
z
L
Q
(V2]
L
@
O
-]
—
L

O

300 350 400

WAVELENGTH (nm)

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



Caste CHyBy prll prI l|praveI

o Koncentrace fluoroforu je prilis vysoka —
pouzivejte zredené roztoky s Abs pod 0.05

« Kontaminace rozpoustedla nebo kyvety
- U neznameho vzorku vzdy overujte pozadi
tj. zmerte fluorescencni spektrum samotné
Kyvety pouze s rozpoustedlem

 Pevné Castice v roztoku — prefiltrujte roztok
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T —
Dokumentacni system

IIinteliﬂentnl’ temna komora*“

Umoznuje stanovit hodnotu lokalni
opticke absorpce i fluorescence

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

Zdrojem selektivniho budiciho
zareni jsou LED diody na bocCnich
stranach

Emise je sledovana (digitalnim)
fotoaparatem nebo chlazenym CCD
detektorem

34



Fluorescencni scanner
.|
e Snima oblast a sleduje zavislost intenzity
emise fluorescence pri danem excitacnim
zareni

*Pouziva se k detekci fluorescencne
znacenych a barvenych molekul po
elektroforetické separaci I aaaaaaaa

nnnnnnnnn



Fluorescencni scanner - schéema

FLUOR Stage

< i sample I\ | I -

Sample
Sub scanning S el
‘__,-:-:f: . FLUOR Stage
Light collecting Hﬂ_,_f“’f & \ Main scanning

guide - —
,’\ q  SHG Laser (532nm)

LD Laser (635nm)

LD Laser 650nm)

S
<o

*Example of @ possible laser configuration

3 Prevzato z produktové dokumentace firmy FujiFilm 36



CCD Camera E

3

Light

Source
Sample

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

Fluorescencni mikroskog

Hlavni rozdil oproti spektrometrim :
nepouziva monochromatory,ale excitaéni a emisni filtr

Excitation
Filter

=TTy

N\

-

Observation Collector
Lens

Diaphragms
" | Field Aperture

Emission
Filter

Dichroic
Beamsplitter

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/
lightpaths/fluorescence/index.html
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CteCcka mikrodesticek

LIGHT SOURCE

MICROPLATE

EMISSION
FIBER

SAMPLE DETAIL

EXCITATION MONOCHROMATOR

EMISSION MONOCHROMATOR

Pfevzato z pfistrojové dokumentace
Biotek
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Literatura

e Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence
Spectroscopy. Third Edition, Springer +
Business Media, New York, 2006.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNi SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
http://www1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani
Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této

prednasky laskavé poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem. 39
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