Komentar k prezentaci ,Fluorescence” a motivacni demonstracni
pokusy

slide 1: avod
slide 2: Co je fluorescence?
Pfedpoklddam, Ze Z4ci odpovi néco ve smyslu ,svétlo”, ,sviceni”...

Ve skuteénosti ,,svétlo” jsou vSechny pojmy zminéné ve schématu a fluorescence je jen malou ¢asti
Z nich.

slide 3: Incadescence

Podle obrazkd Zaci mohou hadat, jaka fyzikalni veli¢ina kromé svétla se uvolfiuje u znazornénych
proces(.

Incadescenci lze také prelozit jako zativost, oba pojmy jsou vSak velice mdlo pouzivané, proto jsem se
priklonila k zachovani anglického vyrazu. Navzdory tomu, Ze pojem je vyuzivan madlo, je tento jev
velice Casty. Jednd se uvolnéni energie ze systému produkci svétla a zaroven tepla. Déje se tak
napfiklad u Zarovky, slunce, plamenu nebo u roztavenych kovl ¢i hornin - ladvy. Demonstrace
studentdim ve vyuce s pouZitim plamene ¢i Zarovky se pfimo nabizi.

nasledujici pojem neni v prezentaci uveden a shrnuje do sebe vSechny nasledujici jevy:

Luminiscence je pojem pochdzejici z latiny, ktery byl poprvé pouzit jiz vroce 1888 Elhardem
Wiedemannem. Soustfeduje v sobé vSechny jevy, pfi kterych dochazi k produkci svétla, ale nikoliv
tepla. Casto je oznacovéna jako studené svétlo.

slide 4: Triboluminiscence

Triboluminiscence je emise svétla vznikajici plsobenim mechanickych sil na uspofadané krystaly. Jiné
jevy vyuzZivajici ke vzniku svétla taktéZz mechanickou silu Ize sdruZit pod pojem mechanoluminiscence.
Sem patfi naptiklad svétlo vznikajici natahovanim lepidla pti rozlepovani samolepici obalky. Zdrojem
energie pro excitaci atom( je pravé tato mechanickd energie (tento pojem ale nebyl zahrnut
v pfevzatém Uvodnim obrazku v prezentaci, proto jsem pojmy zahrnula do sebe.

- pfi rozlepovani zalepené samolepici obalky vznika svétlo (musi byt absolutni tma, ve vyuce je Spatné
pozorovatelné; doporucuji zadat za domdci ukol

- svétlo pfi drceni krystalll neni v ,,domdacich” podminkach pozorovatelné (pravdépodobné kvili malé
sile pUsobici na krystaly a neprlihledné tfeci misce

slide 5: Chemiluminiscence

Jak ndzev napovida, je chemiluminiscence jev, kdy svétlo vznika jako produkt chemické reakce.
Respektive chemickou reakci se uvolfiuje energie, kterd je nasledné vyuzita k excitaci atomu
(absorpce energie). Ty pak ptijatou energii vyzafi ve formé svétla.



Ve vétsiné chemiluminiscencnich reakci se energie uvolni reakci dvou latek, treti latka zvana
luminofor je schopna energii pfijmout a nasledné vyzafit ve formé svétla (naptiklad u zdbavnich
Hlightstick” tycinek). Existuji vsak i latky, které po zreagovani mohou energii pfijmout a vyzarit samy
bez pfitomnosti luminoforu (napf. luminol). Luminofory (napfiklad eosin, rhodamin B, fluorescein -
viz obrazek 1) jsou latky s rozsahlym systémem konjugovanych vazeb, jimi emitované barvy se mohou
nachdzet v Siroké casti svételného spektra (Tabulka 1).
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Obrazek 1: A - eosin, B - rhodamin B, C - fluorescein

Tabulka 1: Fluorescen¢ni barviva (luminofory) a barvy jimi emitovaného svétla

Barvivo Emitovand barva
fluorescein zeleno-Zlutd
rhodamin B cervena

eosin Zluta

nilska modf A cervena

kumarin zelend

Pokusy vhodné k demonstraci:

1. luminol
- oxidace luminolu peroxidem vodiku v zasaditém prostiedi s katalyzatorem Fe**
- svétlo vznika smisenim roztok( A a B 1:1 (je mozno je pfipravit predem)

roztok A: V 60 ml destilované vody rozpustte 0,4 g uhli¢itanu sodného a 0,1 g luminolu. Po rozpusténi
obou latek pridejte 2,4 g hydrogenuhli¢itanu sodného, 5 g uhli¢itanu amonného a 0,4 g Cervené
krevni soli (hexakyanoZelezitan draselny). Po rozpusténi vSech latek doplrite vodou na 100 ml.

(nékdy uvadény katalyzator Cu®* nenf pfili§ vhodny, nebot ionty jsou peroxidem rychle oxidovany na
Cu* a svétlo je pak pozorovano pouze jako velice kratky zablesk)

roztok B: 6 ml 30% peroxidu vodiku doplfite vodou do 100 ml
(roztok A Ize pfipravit i jednoduseji, ale pak je potfeba pfipravovat si vidy erstvy pfed demonstraci:

Jednu pecic¢ku hydroxidu sodného rozpustime v 60 ml destilované vody, priddme 0,1 g luminolu. Po
rozpusténi doplnime vodou na 100 ml)



- luminol sviti modre, pred smisenim A a B Ize do roztoku A pridat nékolik krystalk( fluorescencéniho
barviva pro zménu barvy - fluorescein (Zlutd), eosin (oranzova), rhodamin (Cervena)

2. bis(2,4-dinitrofenyl)oxalat (DNPO)

- pfi oxidaci peroxidem vodiku v aprotickém rozpoustédle a nasledném rozpadu DNPO vznikd
energie; tato energie je pohlcena pridanym fluorescenénim barvivem a vyzarena v podobé
viditelného zareni

20 mg fluorescencniho barviva (fluorescein, rhodamin, eosin a pod.) rozpustime v 30 ml ethylacetatu
(aprotické rozpoustédlo) a prfiddme 0,5 ml 30% peroxidu vodiku. Pfiddme asi 50 mg DNPO, roztokem
michame.

- roztok pfipravujeme na misté, nebot neni stabilni

3. ,lightsticks“ (svitici tyCinky)
- tyc€inka se sklada ze dvou trubicek vloZenych do sebe - vnéjsi plastova a vnitini sklenénd
- rozlomenim vnitfni ty¢inky dojde ke smiseni roztok( a uvolnéni fotont

- princip je stejny jako u DNPO - ve vnéjsi vrstvé je peroxid ve smési tercbutanolu s dibutylftalatem
(smés aprotickych rozpoustédel), ve vnitfni vrstvé je bis(2,4,6 - trichlorfenyl)oxalat (analog DNPO)
s fluorescenénim barvivem

slide 6: Bioluminiscence

Bioluminiscence je produkce svétla Zivym organismem a to bud pfimo jeho vlastni merabolickou
drahou nebo s pomoci symbiotickych organisma. V soucasné dobé zname bioluminiscenéni bakterie,
prokaryota, houby, ZivociSné houby, korySe, hmyz a ryby. Mnoho organismi se vyvinulo
v hlubokomorskych ekosystémech, kde pfirozené pretrvavd tma. Svétlo tam organismy vyuzivaji
k lakani zvédavé kofisti, anebo partnerl k rozmnoZovani. Noctiluca Zije v pfibojovych zdnach,
rozsvécuje se pri ndrazu vin na pobrezi. Meduza Aequoria victoria poslouzila jako zdrojovy
organismus pro izolaci genu pro GFP (green fluorescent protein), zelené svétélkujici protein, ktery se
dnes pouziva ke znaceni preparatd v biologii. V naSich podminkach se lze setkat se svétluskou, na
které se dfive provadély bioluminiscencni pokusy. Dnes je vSak svétluska chranénd, pokusy s ni
nemohou byt provadény.

Princip bioluminiscence byl zkouman uz od 17. stoleti, ale odhalil ho az v 19. stoleti Raphael Dubois.
Pomoci svételnych organ( svétlusek a teplé a studené vody zjistil, Ze pro vznik svétla je potieba kyslik
a substance, kterou nazval luciferin (lux = svétlo, feré = nesu). Enzym, ktery reakci spousti pak nazval
luciferaza.

slide 7: Atom

Tento snimek slouZi jako opakovaci pro ucivo chemie a fyziky o stavbé atomu. DUleZity je poznatek o
elektronovém obalu - usporadani elektronl ve vrstvach o rdznych energiich, které se smérem od



o

stfedu zvysuji. Hodi se i znalost znazorfiovani elektronovych orbitall pomoci ,rameck(“ (Hundovo

pravidlo).
Slide 8: Fluorescence

Pti fluorescenci svétlo vznika tak, Ze atom ¢i molekula nejprve pfijme energii fotonu (excituje se) a
nasledné dojde k emisi této energie opét ve formé svétla. Mezi excitaci a emisi dochazi navic ke
ztraté casti energie kvili zvySenym vibracim atom( nebo molekul (tzv. vnitfni pfeména). Z toho
dlvodu ma emitované svétlo vidy delsi vinovou délku neZ svétlo excitacni, a s tim spojenou nizsi
energii. Tento jev je oznacovan jako StokesUv posun. K produkci svétla dochazi pouze v dobé osvitu
excitaénim paprskem, protoze fluorescence je kratkodoby jev (~10™ - 107 s). Princip je popsan na
schématu, které zobrazuje obrazek 2.
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Obrazek 2: Energetické zmény v atomech/molekulach b&hem fluorescence. Céstice pfijme energii
E ve formé svételného zareni, jeji energie se zvysi ze zdkladni hladiny EO na hladinu E2. Vibracemi
a vyzarovanim tepla dochazi ke ztraté energie, Castice se dostava na energetickou hladinu E1.
Poté dochazi k emisi svétla a ¢astice se opét dostava do zakladniho stavu EO. Emitované svétlo

ma nizsi energii (zelend Sipka) neZ excitacni svétlo (modra Sipka).

Slide 9: Fosforescence

Tento jev je v hlavnich rysech velice podobny fluorescenci. | zde dochazi k excitaci ¢astic svétlem a
nasledné emisi energie v podobé svételného zareni. Hlavni rozdil spociva v délce trvani. Rlzné zdroje
uvadi rizna ¢asova rozmezi, ~ 10” - 10 s nebo minuty aZ hodiny. Divodem tohoto zpoZdéni jsou
zmény uvnitf atomU a molekul, takzvané mezisystémové prechody spojené se zménou spinu.

Pokud ma atom ¢i molekula ve svém zdkladnim stavu v jednom orbitalu dva elektrony, musi se podle
Hundova pravidla lisit spinem (znazornuje se Sipkami). Pokud jeden z elektronl pfijme energii,
excituje se a ,preskoci“ do vyssi energetické hladiny. Nasledné vyzafuje mald mnoizstvi energie,
nejcastéji vibracemi ve formé tepla, a jeho energie zvolna klesa. Pfi tomto vyzatovani energie, tzv.

vhitfni pfeméné, se mlze stat, Ze elektron preskoci mezi orbitaly na stejné energetické hladiné a



zméni pfi tom spin. Tento jev, ktery neni prilis ¢asty, se nazyva mezisystémovy prechod. Pfi dalsim
vydeji energie teplem a klesani v energetickych hladindch dojde k tomu, Ze s nasledujicim poklesem
enegrie by musely v jednom orbitalu byt dva elektrony se stejnym spinem, coZ neni mozné - pfechod
je spinové zakazany. V tomto okamzZiku dochazi k ¢asové prodlevé, kdy elektron musi nejprve pfi
preskoku do orbitalu o stejné energii zménit spin a aZ poté mlze vydat energii ve formé svétla a
obsadit zakladni hladinu. Schéma je znazornéno na obrdazku 3.
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Obrazek 3: Energetické zmény v atomech/molekuldch béhem fosforescence. Castice pfijme
energii E ve formé svételného zareni, jeji energie se zvysi ze zékladni hladiny EO na hladinu E2.
Vibracemi a vyzafovanim tepla dochazi ke ztraté energie, ¢astice se dostdvd na energetickou
hladinu E1. Pfi mezisystémovych preskocich dochazi ke zméné spinu. V této fazi nemize dojit
k prechodu do zakladniho stavu EO, protoZe prechod je spinové zakazany. Nejprve musi dojit
pomoci preskokl k ndvratu pdvodniho spinu a az potom muzZe byt vyzafena energie ve formé
svétla a castce se opét dostava do zakladniho stavu EO. Emitované svétlo ma nizsi energii

(oranzova Sipka) nez excitacni svétlo (modra sSipka).

Fosforescence i pres sloZitost své podstaty je studentidm znama diky fosforeskujicim hrackam,
privéskiim na klice a podobné. Na nich Ize fosforescenci také s Uspéchem demonstrovat.“Nasviceni
objektu je |épe provadét s UV diodou, je to rychlejsi a intenzivnéjsi nez s klasickou zarovkou.

Slide 10: Svétlo

opakovaci snimek znazornujici viditelné spektrum a vztah vinové délky s energii zareni - dlkaz
nepfimé uméry ,,¢im kratsi vinova délka, tim vyssi energie”.

Odavodnéni toho, pro¢ se ztratou energie Castic tepelnymi vibracemi dochazi ke zméné barvy
emitovaného svétla smérem od modré k cervené. Vzhledem k tomuto jevu je v putovnim mikroskopu
pouZzita dioda emitujici modré svétlo (s relativné vysokou energii), tak je moZno pozorovat vétsi pocet
barev, nebot zbytek viditelného spektra ma nizsi energii.



E —energie

h — Planckova konstanta — energie jednoho kvanta zareni = 1 foton o frekvenci ny
ny — frekvence

¢ — rychlost svétla

lambda — vinova délka

posun = Stokes(v posun

Slide 11: Fluorescencni mikroskop

Svétlo z modré diody (modra Sipka) osvétluje preparat, kde excituje Cdstice. Ty nasledné emituji
zareni o nizsi energii (zelena Sipka). Obé zareni postupuji optickou soustavou vzhlru. Kdyby v tomto
okamziku dorazily az do okuldrd, vidéli bychom pouze intenzivni excitaéni modrou, UV navic
poskozuje zrak. Z tohoto dlvodu je paprskiim do cesty postaven filtr, ktery odfiltruje pravé modré
excitacéni svétlo. Ostatni paprsky projdou do okuldru.

Z tohoto dlivodu mlzeme v putovnim mikroskopu pozorovat vicebarevné obrazky.
Slide 12 - parozZnatka (Platyceria), vytrusnice

Slide 13 - ostfice - list

Slide 14: Fotografie z profesionalniho fluorescen¢niho mikroskopu

Tyto mikroskopy maji filtry, které obvykle propousti jen Uzké spektrum barev, filtrG maji nékolik.
Najednou mlzZeme v preparatu excitovat vice barev, pres filtr vSak vidime pravé jednu. Filtry se
mohou stfidat.

Na obrazku jsou dvé fotografie lidskych fibroblastd (Hela bunky) téhoZ mista na preparatu
pozorované se dvéma rtznymi filtry. Kazdé z barviv barvi jinou strukturu v burice a ma jinou barvu.

DAPI - DNA, modra a phalloidin — aktin, ¢ervena

Slide 15: snimky zhotovené pozorovanim se dvéma ruznymi filtry se pak skladaji dodatecné na
pocitaci za vzniku vicebarevnych obrazkd (barev je mozno tolik, kolik rdznych barviv je v preparatu
pouZzito)

Slide 16: VyuZiti fluorescence

Fluorescenci Ize vyuzivat v mnoha oborech napfiklad biologii, chemii, medicing, ale i v béZném Zivoté
- rozjasnovace v pracich prascich, zvyrazfovaci fixy, bankovky s vy$si nominalni hodnotou, doklady,
jizdenky hromadné dopravy (napf. v Praze), tonic (obsahuje chinin) nebo koreni kari (kumarin) a jiné.

TBC - tuberkuldza - znaceni auraminem
chlorofyl, porfyriny, vitaminy - maji také fluorescenci

luminol reaguje s krvi - hem obsahuje Zelezo - znamo z televize



Fluorescein se pouziva k obarvovani vodnich tokd napf. pfi monitorovani podzemnich fek. | malé
mnozstvi je ve vodé detekovatelné a béhem nékolika dni se pfirozené odbourava.

Nékteré GMO organismy byly navrhovany tak, aby v sobé obsahovaly GFP, ten by se aktivoval az
v urcitém prostiedi. Tak by se napfiklad mohla spoustét luminiscence pfi znecisténi okoli organismu.

Zarivky: Elektrickym vybojem uvnitf zafivky dochazi ke vzniku UV zafeni. To excituje barvu na povrchu
zarivkové trubice a dochazi ke vzniku svétla.



