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Abstrakt: Fluorescence je v dnesni dobé Siroce vyuzivanym jevem. Ukazuje se,
7e v blizkosti kovovych nanostruktur muze dochézet k vyraznému zesileni fluo-
rescence, coz muze mnoha praktickd vyuziti. V této praci se zabyvame piipravou
téchto kovovych nanostruktur, konkrétné v podobé tenkého filmu tvoreného mno-
ha stiibrnymi ostrivky, a naslednym meérenim zesileni. K vyhodnoceni zesileni
fluorescence zkousime ruzné metody, z nichz dvé vedou k pouzitelnym vysled-
kum. Soucasti prace je popis pripravy nanostruktur, vyklad pouzitych metod a
naméfené emisni a excitacni spektra pouzitych fluorofort.
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Abstract: Today, fluorescence is a broadly used phenomenon. It is known, that in
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Uvod

Fluorescence mé v dnesni dobé velmi Siroké vyuziti. Nachazi uplatnéni v optoelek-
tronice, mediciné, biologii ¢i analytické chemii. Pomoci fluorescence lze napiiklad
stanovit koncentrace plynii rozpusténych v kapalinach, fluorofory lze pouzit jako
indikadtory pH, existuje cela fada fluorescen¢nich sond, které fluoreskuji pouze
v piitomnosti specifickych molekul. Nékteré latky se dokonce stavaji fluorofory,
az kdyz se navazi napiiklad na bunéé¢nou membranu. Diky tomu lze snaze sle-
dovat nékteré bunééné procesy, nebot bunééné membrany pak pod mikroskopem
zietelné sviti.

P1i urcéovani koncentraci latek byva casto, zejména v mediciné, rozhodujici
nizky detekéni limit koncentrace hledané latky. Z tohoto hlediska je zajimavé
zabyvat se moznostmi zesileni emise téchto fluorescen¢nich sond. Ukazuje se, ze
k vyraznému zesileni emise muze dojit, je-li v blizkosti fluoroforu piitomen kov
v podobé malych ¢astic nebo nanostruktur. V této praci se zabyvam chemickou
piipravou téchto nanostruktur a provadim testovaci méreni zesileni fluorescence
na nékolika vybranych fluoroforech riznymi metodami.



1. Fluorescence

1.1 Zakladni informace

Princip fluorescence je podrobné popsan napi. v [1|. Fluorescence je specialnim
pripadem jevu obecnéjsiho - luminiscence. Luminiscenci nazyvame pohlceni en-
ergie latkou a jeji nasledné vyzareni v podobé svétla. Latka schopné luminiscence
se nazyva luminofor, pficemz timto luminoforem miuze byt samostatny atom, mo-
lekula ¢i smés riznych molekul. K samotné absorpci a nasledné emisi vSak dochézi
v rdamci jednoho atomu. Mechanismus luminiscence je ve své podstaté jednodu-
chy. Prijme-li dany atom urcité mnozstvi energie, prejde jeden z jeho elektront
do vysstho energetického stavu. Atom je excitovan. Tento excitovany stav vsak
neni stabilni a elektron opét klesne do nizsiho stavu. Odpovidajici rozdil energii
muze byt vyrovnan vyzarenim fotonu piislusné vlnové délky.

V zéavislosti na povaze excitovaného stavu délime luminiscenci do dvou kate-
gorii — fluorescence a fosforescence. Fluorescence je emise fotonu pii prechodu
z singletniho excitovaného stavu, fosforescence ze stavu tripletniho. Pojmenovani
stavi singletni a tripletni souvisi s degeneraci prislusné energetické hladiny: uva-
Zujme soustavu dvou ¢astic se spinem 1/2, napiiklad elektron a proton. Celkovému
spinu 0 odpovida pouze jeden stav, kdezto celkovému spinu 1 odpovidaji 3 stavy.
Odtud tedy nézvy singlet a triplet. Podrobné je problematika popsana napft. v [2].

Elektron v singletnim excitovaném stavu je navic doplnén elektronem v zak-
ladnim stavu, ktery ma vSak opac¢ny spin, a navrat vybuzeného elektronu do zak-
ladniho stavu je povolen. Oproti tomu elektrony v tripletnim stavu maji stejnou
orientaci spinu jako elektron v zakladnim stavu a jejich névrat je tedy zakazan.
Zésadni rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci je tedy v dobé zZivota prislusnych
excitovanych stavi, kterd v pripadé fluorescence ¢ini fadové 10 ns, kdezto u fos-
forescence se pohybuje v rozmezi milisekund az sekund, obc¢as i minut.

7 popsaného mechanismu by plynulo, Ze energie vyzareného fotonu bude pres-
né odpovidat rozdilu energii mezi jednotlivymi hladinami, u skute¢nych fluorofort
vsak byva nizsi. To je dano tim, Zze bézny fluorofor obvykle byva vétsi molekula
a jednotlivé energetické hladiny elektronti jsou dale stépeny na nékolik vibrac¢nich
podhladin. Elektrony v excitovaném atomu zpravidla zaujmou misto na néjaké
z vy&sich vibraénich hladin a nasledné v fadu 107'2 s nebo rychleji piechézi
do nizgich vibra¢nich hladin. Tento pfechod nebyvé spojen s vyzarenim fotonu.
fotonu o energii, kterd je tedy mensi, nez energie fotonu absorbovaného. Tomu-
to jevu se tika Stokesuv posun. To se projevi i na prislusnych emisnich a ab-
sorp¢nich spektrech. JelikoZ je energie emitovaného fotonu nizsi, je celé emisni
spektrum oproti absorpénimu posunuto k nizsim energiim, potazmo vétsim vl-
novym délkam.

Tyto procesy lze schématicky zakreslit v takzvaném Jablonského diagramu,
ktery je na obrazku 1.1.
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Obréazek 1.1: Jablonského diagram

1.2 Popis fluorescence

Vv

a doba Zivota. Kvantovy vytézek @ se zavadi jako pomér mezi poétem emito-
vanych a absorbovanych fotoni za jednotku ¢asu. Oznacime-li ¢etnost prechodu
z excitovaného stavu do zakladniho spojenych s emisi fotonu I' a ¢etnost prechodu
bez emise fotonu k,,, lze kvantovy vytézek vyjadrit

r

=

(1.1)
Cetnost k,,, (nr = non-radiative) zahrnuje obecné nezarivé prechody do zaklad-
niho stavu bez ohledu na jejich mechanismus ¢ pfic¢inu. Zatimco ¢etnosti I' a k.
se mohou v principu pohybovat od nuly do nekonec¢na, kvantovy vytézek muze
nabyvat pouze hodnot v rozmezi od 0 do 1. Jednotkovy kvantovy vytézek mé tedy
ziejmé ten fluorofor, jehoz kazdy excitovany elektron pii navratu do zakladniho
stavu vyzaii foton.

Doba zivota se obvykle definuje jako pramérna doba, kterou luminofor (mo-
lekula, atom, ...) setrva v excitovaném stavu. Ze zavedeni vytézku @ je ziejmé,
ze doba zivota 7 je dana vztahem

1

T:7F+kmf

(1.2)

Jednim z procest, ktery stoji za nezafivym vyprazdiovanim excitovanych
stavii je takzvané zhdSeni fluorescence (fluorescence quenching). Zhéseni fluo-
rescence je vSak velmi 8iroky pojem a zahrnuje fadu mechanismi, které snizuji
vysledny kvantovy vytézek. K tomu mize dochazet napiiklad tak, ze je pritom-
na latka, kterd dohromady s fluoroforem tvoii nefluorescen¢ni komplex. Za zvy-
Sovanim ¢etnosti nezafivych prechodi muzet stat dynamické (kolizni) zhéaSeni.
Pii ném je excitovany elektron srazen do zékladniho stavu jinou molekulou. Tedy
fluorofor, ktery by osamocen dosahoval kvantového vytézku blizkému 1, nemusi
v roztoku fluoreskovat vibec, nebot miize byt kompletné zhasen.

4



Jinym efektem, ktery muze ovlivnit intenzitu fluorescence je FRET - Fluores-
cence Resonance Energy Transfer. K tomuto jevu dochézi, kdyz se emisni spek-
trum fluoroforu (donoru) prekryva s absorpénim spektrem jiné latky (akceptoru).
Dochézi pak k dipol-dipélové interakci mezi donorem a akceptorem, kterd méa
za nasledek deexcitaci donoru. Akceptor pritom viilbec nemusi byt fluoroforem,
ale pokud je, stava se pro ného FRET dalsim zdrojem excitace.

Po jednoréazové excitaci (napiiklad pulsem, zpravidla mnohem krat$im nez je
doba zivota fluorescence) se elektrony za¢nou vracet do zékladnich stavi a pocet
excitovanych molekul se postupné snizuje a klesa tak i intenzita fluorescence.
Pribéh poklesu intenzity méa tvar rozpadového zakona:

I(t) = Ipe ", (1.3)

kde 7 je pravé doba zivota fluorescence.



2. Radiative Decay Engineering

Zde vychézim z [1], [3] a [4]. Pojmem Radioactive Decay Engineering (RDE)
rozumime obecné zménu podminek, ve kterych sledujeme fluorescenci daného
fluoroforu, za ucelem zmén v ¢etnosti prechodi spojenych s emisi zafeni (idedlné
jejiho zvyseni).

2.1 Kovem zesilena fluorescence

Ukazuje se, ze v blizkosti kovovych povrchi nebo ¢astic miize dojit k vyraznym
zménam v charakteru emise. Fluorescenéni spektroskopické experimenty se ob-
vykle provadéji na vzorcich, jejichz celkovy rozmér je mnohonasobné vétsi nez
priamérné rozméry jednotlivych fluorofort (zpravidla molekul). Fluorescence, kte-
rou takto pozorujeme, je tedy proces, ktery vlastné probihé ve volném prostoru
(v dobrém pfiblizeni). Pravé pfitomnost kovu, at uz v podobé filmu nebo jed-
notlivych ¢astic, tuto situaci vyrazné meéni.

7 teoretického hlediska by bylo tieba vyfesit Maxwellovy rovnice pro danou
situaci. V kratkosti lze Tici, ze zmény v ¢etnosti pfechodt jsou disledkem interakeci
excitovanych fluorofort s volnymi elektrony v kovu, ktery je nasledné polarizovan
a svym polem tak ptisobi na fluorofor.

Dle [3] prfedpokladame, Ze pritomnost kovové vrstvy navysi ¢etnost zarivych
prechodi o I',,. Kvantovy vytézek pak je

r+r,

L 2.1
a odpovidajici doba zivota
1
= 2.2
" T T+ b 22)

Vidime tedy, ze doba zZivota se v pritomnosti kovovych struktur zkracuje. Blizsi
pozornost si vSak zaslouzi otazka, do jaké miry se zméni kvantovy vytézek. V grafu
na obrazku 2.1 je vynesena zavislost zesileného kvantového vytézku @), na neze-
sileném )y pro ruzné hodnoty I',,,. Rovnici kiivek v grafu lze ziskat z rovnic 1.1

a 2.1:
(G +1)

Qm(Qo) = G+l (2.3)

kde G = TI',,,/T". Zajimavé je, Ze zesileni nezavisi na hodnoti k,,.. Je ziejmé, Ze
u fluorofort s kvantovym vytézkem blizko jedné nelze ocekavat vyrazné zvétseni,
zatimco u fluorofort, které prili§ nezari, mize v blizkosti kovovych struktur dojit
k silnému zesileni.

2.2 Urceni zesileni

Nabizi se dva experimentalni pristupy k uréeni zesileni. Prvnim z nich je sle-
dovani absolutni intenzity fluorescence. Teoreticky by mélo stacit zméfit intenzitu



1,0

0,6

O 0,5

0.4

0,3

1
027 G=r /T= 2
1

0,1

0,0 T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

Q,

Obréazek 2.1: Kovem zesileny kvantovy vytézek @, v zéavislosti na nezesileném
Qo pii ruznych pomérech zarivych prechodu v pritomnosti kovu a bez kovu

samostatného fluoroforu a poté v pritomnosti kovu a intenzity porovnat. Tento
pristup v8ak narazi na jisté prekazky, o kterych pisi v ¢asti 3.3.

Jinou moznosti je ¢asové rozliSené méreni. Pii tomto postupu je fluorofor ex-
citovan fadou kratkych svételnych pulsi, jejichz ¢asové rozestupy jsou podstatné
delsi nez doba zivota fluorescence (aby fluorofor stihl dohasnout) a méfi se pribéh
intenzity v ¢ase. Prolozenim naméreného prubéhu kiivkou 1.3 lze stanovit dobu
zivota fluorescence. Dojde-li v blizkosti kovu k zesileni, namétime tedy kratsi
dobu zivota nez u samostatného fluoroforu.



3. Priprava a méreni

3.1 Metoda pripravy SIF

P1i pripravé laboratornich sklicek s kovovou vrstvou jsem nésledoval postup po-
psany v [3], jedna se tedy o pfipravu stiibrného filmu (SIF - Silver Islands Film).
Priprava je ryze chemicka. Pred samotnym nanesenim stiibrné vrstvy je nut-
no sklicka dikladné vycistit. Vhodnym zptlisobem se zda byt ponoreni sklicek
do smési 95-98% H,SO, a 30% H,04 alespon pies noc. Samotné naneseni kovu
pak probiha v 30 ml kadince s magnetickym michatkem. Do rychle michaného
roztoku AgNOj3 (0,22 g v 26 ml destilované vody) se prida 8 kapek cerstvého
5% roztoku NaOH, ktery zptisobi tvorbu tmavé hnédych srazenin. Poté se prida
necely 1 ml NH30H, ktery vzniklé srazeniny znovu rozpusti.

Za teploty 5°C a stalého michani se do smési vlozi destilovanou vodou oplach-
nuté a ocisténé desticky a prida se Cerstvy roztok D-glukézy (0,35 g v 4 ml des-
tilované vody) a smés se nechd 2 minuty michat. Néasledné se smés neché zvolna
zahrat na 30°C, pricemz se po¢ne zakalovat a barva postupné prechézi od zlutoze-
lené po zlutohnédou. Nakonec se sklicka vyjmou, oplachnou destilovanou vodou
a vlozi na minutu do sonikatoru, ktery je zbavi Spatné uchycenych c¢astic stiibra.
Vysledkem by méla byt stfibrnd vrstva tvorena rovnomérné rozmisténymi os-
truvky o velikosti 300-400 nm .

3.2 Vlastni priprava

Pripravu stiibrné vrstvy jsem nejprve testoval na obycejnych sklickdch do mik-
roskopu, protoze kifemenné desticky jsou drahé. Ridil jsem se postupem pop-
sanym vyse, ale byl jsem nucen se ve dvou krocich trochu odchylit. Nepodarilo se
mi pripravit ledovou lazen, nebot ledova¢ vypovédél sluzbu. Piipravu jsem tedy
provedl bez ptfesné kontroly teploty, jenom na michacce jsem nechal roztok chvili
zahiivat. Zmény teploty v rdmci postupu ziejmé slouzi pouze k regulaci hustoty
stiibrnych ostruvki, za pokus to tedy stélo.

Takto jsem tedy pripravil prvni dvé sklicka. Vysledkem byla souvisla, stiibtité
leskla vrstva, kterd se pozvolna vytracela v misté, kam dosahovala hladina roz-
toku. Obé sklicka jsem poté ponofil do destilované vody a ulozil do lednice. Do lab-
oratore jsem se dostal az po dvou tydnech od pfipravy, ale navzdory predpove-
di v [3] jsem na sklickich neshledal zadné degradujici zmény. Obé jsem osusil
fénem a proméril jejich absorbanci. Spektra jsou vidét na obrazku 3.1. Meéril
jsem na spektrometru Varian a spektrum je korigovano na pozadi proméfenim
absorbance ¢istého sklicka, které vyrazné absorbuje v UV pasmu.

P1i dalsim pokusu jsem jiz reguloval teplotu. Mél jsem k dispozici ledovou
lazen, v niz se mi teplotu podafilo snizit na 6°C. Nasledny ohfev jsem realizoval
primo na magnetické michacce, ktera je k tomu vybavena. Nechal jsem tak smés
se sklicky ohrat na 30°C, poté jsem sklicka oplachl destilovanou vodou a umistil
do sonikatoru. Z jednoho sklicka vsak skoro cela vrstva odpadla. Domnivam se,
Ze je to nedostateénym ocisténim, které jsem z ¢asovych duvodu realizoval pouze
po dobu cca pil hodiny, namisto celono¢ni lazné.
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Obrazek 3.1: Spektrum absorbance sklicek 1 a 2

Proméril jsem téz absorbanci tetiho sklicka a vysledné spektrum je vyneseno
v grafu na obrazku 3.2, spoletné se spektry prvnich dvou sklicek. Absorbance
tretiho sklicka je o poznani nizsi nez u prvnich dvou, coz nasvédcuje tomu, Ze
stiibrné ostruvky jsou rozmistény ridceji.

V dalsich pokusech jsem kontroloval ¢as, ktery sklicka stravila v lazni. Ukazalo
se, ze rychlost tvorby vrstvy zavisi na dalsich, jemnéjsich faktorech, které jsem
blize neidentifikoval. Pfi jednom pokusu jsem dobu ohfevu volil 3,5 minuty a
poté nechal michat dalsich 5 minut. Vysledkem byla uspokojivé pokryté skla. Pti
dalsim pokusu se vsak jesté po 10 minutach od pocatku ohfevu nezacal tvorit
ani zakal v roztoku. Po celkovych 18 minutéch jsem skla vyjmul (na vnitini sténé
kadinky se jiz utvorila leskla, stiibrna vrstva). Vrstva na sklech z této varky vsak
byla zna¢né nekvalitni - pfi manipulaci (napf. osuSeni pfilozenim k buni¢ing) se
vrstva na rozdil od predchozich velmi snadno stirala.

Jedno sklicko se SIF bylo zobrazeno elektronovym mikroskopem TM-1000
firmy Hitachi. Ze snimkti na obrazku 3.3 je patrné, ze velikost stfibrnych os-
truvka se pohybuje v rozmezi od 100 do 400 nm. Vysledné vrstvy jsou tedy
uspokojivé. Na pozorovaném sklicku byl SIF misty poskozen, ¢ehoz jsem vyuzil
ke srovnani. Na snimcich v levém sloupci je neporusena oblast, na snimcich vpra-
vo je oblast s pozustalymi stiibrnymi ostrivky po setfeni SIF. Je vidét znacné
rozdilnou hustotu ostravki.
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Obrazek 3.2: Spektrum absorbance sklicek 1, 2 a 3

3.3 Hledani zesileni

K zesileni fluorescence mé dojit v pritomnosti stfibrné vrstvy. Kdyz jsem vsak
fluorofor ([Ru(bpy)s]**) nanesl na sklitko, nebylo patrné zda k n&jakému zesilen{
vibec dochézi nebo ne, protoze dopadajici excitujici svétlo se zéroven odrazi
od st¥ibrné vrstvy, coz znesnadiuje spolehlivé porovnéani zesileni. Navic dle [3]
ma vliv kovu pouze omezeny dosah - pFiblizné do 50 A je fluorescence zhasena a
k zesileni dochézi pouze do vzdalenosti fadove 100 A. Takze zesilena fluorescence
mé jen maly podil na celkovém pozorované intenzité - zastfena velkym mnozstvim
nezesilené fluorescence z objemu vzorku. Situace je ilustrovana na obrazku 3.4.
V obrazku je vyznacena oblast o tloustce d,, ve které je fluorescence zhaSena,
oblast tloustky d,,, ve které je emise zesilena (Cernéd kolecka znazornuji SIF).
Obrazek je prevzat z [3], proto jsou v ném zakreslena kiemenné sklicka a SIF je
na obou stranach vzorku.

Bylo tedy tfeba, aby se excitované svétlo odrazelo stejné jak v misté, kde je
fluorofor ve styku se SIF, tak i v misté, kde neni. Jelikoz se pfi piipravé sklicka
pokryji SIF z obou stran, zkusil jsem jich pripravit nékolik tak, Ze na kazdé strané
jsem odstranil pilku vrstvy (obrazek 3.5). Toho jsem docilil tak, Ze jsem sklicka
polepil lepici paskou pred nanasenim SIF. Hranice SIF jsou pak ostré. Priprava je
vSak velmi nespolehliva a pracné. Polepeni vyzaduje mnoho ¢asu a pfi zahiivani
roztoku se pomalu rozpousti lepidlo a paska se odlepi. Vyzkousel jsem postup i

v v

a vydrzet na slunci. Vysledek byl vsak stejny. Navic bych tézko odhadoval vliv
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Obrazek 3.3: Snimky SIF z elektronového mikroskopu: A) Oblast s dobrym kry-
tim SIF; B) Oblast se setfenym SIF, pozistalé ostrivky; C) a D) stejné oblasti
snimané v rezimu s vét$im kontrastem
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Obréazek 3.4: Fluorofor mezi dvéma kifemennymi sklicky, z [3]
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SIF

sklo
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Obrazek 3.5: Sklicko s kontrolovanym pokrytim SIF

Obrazek 3.6: a) Rhodamin 610/glycerol; b) Rhodamin 610/voda

lepidla na fluorescenci. Tento postup se tedy ukazal byt nevhodny.

Jako alternativu jsem zvolil lak na nehty. Pofidil jsem obycejny bezbarvy lak
na nehty, kterym jsem nasledné pfetiel cast SIF. Vrstvou laku, o které s jisto-
tou predpokladam, Ze je silnéjsi nez 100 A, jsem tak oddslil fluorofor od SIF.
Pro prvotni testovani jsem zvolil Rhodamin B. Malé mnozstvi (fadové 5 pl) jsem
umistil na sklicko se SIF a lakem a pfekryl krycim sklickem. Nésledné jsem vzorek
pozoroval pod obyéejnou UV lampou (UV staéi k excitaci Rhodaminu B). Vodny
roztok vSak velice rychle vysycha a v fddu minut jiz neni schopen fluorescence,
zkusil jsem proto rozpustit trochu Rhodaminu v glycerolu.

Vzorky s Rhodaminem v glycerolu a ve vodé jsou na obrazku 3.6. Na prvni
pohled je vidét, ze jsem dosahl dvou riznych vysledki. Vyzkousel jsem proto jesté
jak ovlivni fluorescenci vrstva laku na jinak ¢istém skle (tj. bez SIF), vysledek je
na obrazku 3.7. Chovéni je zde stejné jako v prvnim pripadé: roztok v glycerolu
fluoreskuje silnéji mimo lak, u vodného roztoku je to naopak. Pfi¢inou je zfejmeé
odligné chovani glycerolu na lakové vrstvé - glycerol ma tendenci z laku stéct (coz
jsem pozoroval pii nanaSeni), v disledku ¢ehoz se mimo lak tvoii silngjsi vrstva.
Ta ve vysledku i silnéji sviti. Kromé toho je vrstva laku sama o sobé dosti silna,
nebot lak je velmi husty. Pro dalsi pokusy jsem tedy zkusil lak nafedit acetonem.

Ztedénym lakem bylo mozné vytvofit znatelné ten¢i vrstvu. Opét jsem nanesl
Rhodamin B v glycerolu. Redéni laku pineslo ocekavany vysledek - tloustka
vrstvy naneseného roztoku poklesla, pozorované intenzity se ponékud vyrovnaly
(viz obrazek 3.8).

Pf#i nanaSeni roztoku jsem zkusil jesté kryci sklicko ponékud pfitlacit, abych
minimalizoval rozdily mezi vrstvami roztoku na laku a na SIF, tim se vSak vesk-
ery okem pozorovatelny rozdil v intenzitach prakticky vyrusil (obrazek 3.9). To
je ostatné vidét i na priloZeném intenzitnim fezu. Ukazalo se, Ze pozorované in-
tenzita znacné zavisi na tloustce vrstvy laku a na pritlaceni kryctho sklicka. Neni
tedy mozné takto zesileni fluorescence pozorovat, metodu jsem proto opustil.
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Obrazek 3.8: Rhodamin 610/glycerol - a) nefedény lak; b) fedény lak
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Obrazek 3.9: Nahote: Rhodamin 610/glycerol - a) nefedény lak; b) fedény lak,
diikkladné pritlacené kryci sklicko; Dole: intenzitni fez podél bilé ¢ary v hornim
obrazku

3.4 Porovnani fluorofort s vysokym a nizkym kvan-
tovym vytézkem

Vzhledem k artefakttim pii prostych intenzitnich méfenich bylo pfistoupeno k mé-
feni pomérovou metodou s vnitini referenci. Bylo pozorovano zesileni fluorescen-
ce na smési dvou fluorofori, z nichz jeden ma vysoky kvantovy vytézek (nemuze
tedy dojit k vétsimu zesileni fluorescence), druhy, referenéni, ma nizky kvantovy
vytézek. Kazdy ma maximum emise na jiné vinové délce. Smichame-li takové
fluorofory ve vhodném poméru a umistime-li je na ¢isté sklo, pozorujeme v emis-
nim spektru dvé stejné vysokd maxima (dusledek volby koncentraci). Umistime-li
vSak tutéz smés na sklo se SIF, mél by byt vrchol odpovidajici fluoroforu s nizkym
kvantovym vytézkem vyrazné vétsi oproti emisnimu vrcholu reference.

Tato metoda byla vyzkousena pro [Ru(bpy)s]** se dvéma riiznymi reference-
mi (Fluorescein a Rhodamin 560) a pro Erythrosin B s DCM jako referenci.
Porovnanim absolutnich intenzit emisnich maxim u jednotlivych fluoroforu byl
stanoven pomér, ve kterém je tfeba je misit, aby ve vysledné smési zafily se stej-
nou intenzitou. Poté byla promérena emisni spektra smési kazdé dvojice na skle

a na SIF.
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Jelikoz neni v mych moznostech umistit oba vzorky do spektrometru napros-
to stejné, bylo vysledné zesileni vypoc¢teno z poméru namérenych emisnich ma-
xim. Intenzitu ve vSech pripadech normuji na maximum emise reference. Vysled-
ky pro fluorescein a [Ru(bpy)s]** ilustruje tabulka 3.1. Své vysledky jsem poté
porovnal s vysledky skupiny profesora Lakowicze [3]|. Ten ale mé&fil v trochu jiném
experimentalnim uspofadéani: roztok s fluoroforem umistil mezi dvé kiemenné
sklicka, ktera byla obé pokryta SIF. Z mého méfeni lze tedy ocekavat vysledky
ramcové poloviéni. Je vidét, Ze v rdmci hrubého odhadu vysledky odpovidaji.

Vysledky méfeni pro uvedené dvojice jsou na nasledujicich stranach, dodatec-
né informace k pouzitym fluoroforim jsou v Piiloze 1
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3.4.1 [Ru(bpy)s]*" a Fluorescein

Tabulka 3.1: Zesilen{ fluorescence [Ru(bpy)s|*", s Fluoresceinem jako referenct
rel. intenzita na skle ‘ rel. intenzita na SIF ‘ zesileni ‘ vysledek z [3]
0,97 | 2,45 | 253 | 4,7

Excitac¢n{ vlnova délka: 450 nm

1,0 +

Fluorescein

0,9

0,8 -

0,7 4

0,6
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Obréazek 3.10: Emisn{ spektrum smési Fluoresceinu a [Ru(bpy)s|*™ ve vodé na skle
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Obréazek 3.11: Emisn{ spektrum smési Fluoresceinu a [Ru(bpy)s]** ve vodé na SIF
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3.4.2 [Ru(bpy)s]*" a Rhodamin 560

Tabulka 3.2: Zesileni fluorescence [Ru(bpy)s]*", s Rhodaminem 560 jako referenci
rel. intenzita na skle | rel. intenzita na SIF | zesilent | vysledek z [3]
0,98 | 1,84 | 187 | 4,7

Excitac¢ni vlnova délka: 450 nm
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Obrazek 3.12: Emisni spektrum smési Rhodaminu 560 a [Ru(bpy)s]*T ve vods
na skle
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Obrazek 3.13: Emisni spektrum smési Rhodaminu 560 a [Ru(bpy)s]*T ve vods
na SIF
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3.4.3 Erythrosin B a DCM

Tabulka 3.3: Zesileni fluorescence Erythrosinu B, s DCM jako referenci
rel. intenzita na skle | rel. intenzita na SIF | zesilent | vysledek z [3]

0,96 | 1,97 | 2,04 | 2,95

Excitac¢ni vlnova délka: 500 nm

ErB DCM
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Obréazek 3.14: Emisni spektrum smési Erythrosinu B a DCM ve vodé na skle
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Obrézek 3.15: Emisni spektrum smési Erythrosinu B a DCM ve vodé na SIF
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Vyhodnoceni zesileni pro dvojici Erythrosin B a DCM je velmi piiblizné. DCM
ma totiz pomérné iroké emisni spektrum, coz vede k tomu, ze se vrcholy DCM
a Erythrosinu B slévaji. Navic se v blizkosti vrcholu Erythrosinu objevil dalsi vr-
chol, pochazejici ziejmé z rozptylu. Bylo tedy nutné pouzit hranovy filtr, v nasem
piipadé LP 527, jehoz transmitance je v grafu 3.15 vynesena zelenou barvou.
Kromé toho se v okoli maxima Erythrosinu objevila dodate¢né struktura, ktera
svym tvarem pripomina emisi ¢istého SIF bez fluoroforu. Spektrum v grafu 3.15 je
jiz na tuto nezddouci dodateénou emisi korigovano. Korekce ale vysledky zménila
pouze nevyznamné a ramcovému vyhodnoceni zesileni fluorescence tato struktura
neprekazi.
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3.4.4 ANS

Pro ANS nebyla k dispozici vhodna reference, proto byla prométrena absolutni
intenzita fluorescence, nejprve ve vodném roztoku na ¢istém skle a poté na SIF.
V grafu 3.16 je vidét, ze signal na SIF je fadové 100 krat vetsi. Je vsak tieba
uvazit, ze excitujici svétlo se odrazi od SIF, takze k excitaci mtuze dojit realné
dvakrat. Lze tedy ocekavat, ze zesileni je 50-100 nasobné Vzhledem k absenci
reference je méfeni pouze orientaé¢ni.

Na obrazku 3.17 vidime vynesené relativni intenzity fluorescence na skle a
na SIF. Emisni spektrum na SIF vykazuje dodate¢nou strukturu a navic se zietel-
né posunulo ke kratsim vlnovym délkam. Dle [3] je vS§ak modry posuv u fluorofort
citlivych na prostfedi bézny, z ¢eho usuzuji, Ze se jedna vskutku o fluorescenci
ANS na SIF a struktura je pravdépodobné pouze nevyznamnym vedlejSim arte-
faktem.

Excitacni vinova délka: 380 nm

107
w108 5
o
o
o
o
8
N —— ANS sklo
c
I —— ANS SIF
£ 10°

104 T T T T T T

420 440 460 480 500 520 540 560

A [nm]

Obréazek 3.16: Emisni spektrum ANS ve vodé na skle a na SIF
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Obrazek 3.17: Emisni spektrum ANS ve vodé na skle a na SIF

3.5 Casové rozlisend méreni

Zda k zesileni dochazi, bylo ovéfeno jesté pomoci ¢asové rozliSenych méfeni na vy-
branych fluoroforech (ANS, [Ru(bpy)s|*"). Zmérené dohasinani intenzity fluores-
cence bylo prolozeno multiexponencidlou:

I(t) =" ae ™,

kde «; jsou amplitudy jednotlivych exponencial a 7; ptislusné doby zivota. V obou
pripadech s dobrou presnosti vystacily dvé exponencialy, vysledky jsou shrnuty
v tabulce 3.4. Uvadim i vypocet stfedni doby Zivota

7=> fim, kde f; =

U obou latek je vidét, ze se stfedni doby Zivota v pritomnosti SIF zkracuji, takze
k zesileni skutecné dochazi. Excita¢ni vinové délky byly 318 nm v piipadé ANS,
475 nm u [Ru(bpy)s)**.

Tabulka 3.4: Namétrené doby zZivota

Tlns] 7 [ns] 7 [ns] o Qg fi fo | zesileni
ANS 21,59 0,85 25,25 0,832 0,159 0,150 0,850 115
ANS SIF 5,19 0,75 9,06 0,964 0,091 0,466 0,534 ’
Ru(bpy)s 368,82 6,39 370,37 0,189 0,762 0,004 0,996 1.36
Ru(bpy), SIF | 271,40 5,57 277,78 0,493 0,412 0,023 0,977 ’
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Diskuze

Jako pouzitelné metody pro urceni zesileni se tedy jevi pomérové méteni s vnitini
referenci (¢ast 3.4) a Casové rozliené méfeni (3.5).

Vysledky prvni pomérové metody jsou v porovnan s vysledky z [3] uspoko-
jivé. Jista nepresnost zde vznikd pii vkladani vzorku do spektrometru, nebot
je v podstaté nemozné dva riizné vzorky umistit stejné. Piesnéjsi méreni by
vyzadovalo drzak na vzorky, ktery by umoznoval jemnou a kontrolovanou ma-
nipulaci. V nasem piipadé byl vzorek (sklicko) vsunuto do nafiznutého gumové
Spuntu a takto vloZen do drzaku na kyvety ve spektrometru. Sance na presnou
reprodukovatelnost polohy je tak miziva.

Moznou komplikaci pouzité referenéni metody je projev FRET (¢ast 1.2).
V pripadé mych méfeni se vSak tento efekt neprojevil. Srovnanim emisnich a
excitacnich spekter (Pifloha 1) je vidét, Ze u dvojic Fluorescein s [Ru(bpy)s]**
a Rhodamin 560 s [Ru(bpy)s]*" k prekryvu spekter nedochézi. U dvojice DCM
s Erythrosinem B se emisni spektrum Eryhtrosinu ¢asteéné prekryva s absorpénim
spektrem DCM, ale vzhledem k tomu, ze DCM poslouzilo jako reference, muze
FRET pozorované zesileni pouze zmensit.

Metoda sama je veskrze nenarocné a pomérné rychla. Je vhodné pro ram-
cové urceni zesileni emise daného fluoroforu pobliz kovovych nanostruktur, jsou-li
k dispozici vhodné referen¢ni fluorofory.

Casové rozlisené méfent laserovymi pulsy je metody v principu mnohem pfes-
néjsi, je ale tfeba si uvédomit, ze namérené zesileni je slabsi nez ve skutecnosti. Je
to tim, ze k zesileni dochazi pouze v malém objemu pobliz SIF, kdezto ve vétsiné
objemu vzorku je charakter emise nepozménén (viz ¢ast 3.3 a obrazek 3.4). Pro-
loZzeni dohasinéni fluorescence multiexponencidlou je pak samozifejmé ovlivnéno
dohasinanim neovlivnéné emise. Vypoctena stfedni doba zivota fluorescence je
pak nutné vétsi, nez doba zivota zesileného fluoroforu. To je ostatné vidét na vy-
sledcich méfeni - méfeni doby zivota u ANS ukazalo ptiblizné ¢tyinasobné zesileni,
kdezto odhad ziskany pomeérovou metodou naznacuje 50-100 nasobné zesileni.
U [Ru(bpy)s]*T je situace obdobna. K ziskdni presnéjsich vysledkt by bylo tieba
dukladnéjsiho rozboru situace a pripravy vzorku, jak je popsano v [3].
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Zaver

Metoda chemické piipravy SIF (Silver Islands Film) byla tispésné reprodukovéana.
Vysledkem byla souvislé vrstva tvorené stfibrnymi ostravky o velikosti v rozmezi
100 az 400 nm. Jeden vzorek SIF byl nasnimén elektronovym mikroskopem
(obrazek 3.3).

Bylo vyzkouseno nékolik metod hledéni a urceni zesileni fluorescence, z nichz
se dvé ukazaly byt pouzitelné. Prvni z nich byla pomérova metoda s vnitini ref-
erenci, ktera je snadna na provedeni a nenaro¢na na vybaveni. Tato metoda dava
dobré orienta¢ni vysledky, které jsou pro vybrané fluorofory shrnuty v tabulce 3.5.

Druhou metodou byla ¢asové rozlisend méteni, jejichz smyslem bylo stanovit
zménu doby zivota fluorescence danych fluorofort po pftilozeni k SIF a tim i vy-
sledné zesileni fluorescence. K ziskani relevantnich vysledku by vsak bylo tfeba
metodu jesté poupravit (viz Diskuze a [3]).

Bylo tedy ovéfeno, ze kovové nanostruktury skuteéné mohou zesilovat emisi
fluorescence a v prubéhu prace byla proméfena emisni a excitacéni spektra vy-
branych fluoroforii, kterd jsou uvedena v piiloze.

Tabulka 3.5: Namétrené doby zZivota
fluorofor reference zesileni
[Ru(bpy),)** | Fluorescein 2,53
[Ru(bpy),]** | Rhodamin 560 | 1,87
Erythrosin B DCM 2,04
ANS X 50-100
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Priloha 1 - Pouzité fluorofory

V této priloze uvadim zakladni informace o pouzitych fluoroforech. U vybranych
fluoroforu prikladam i namérend emisni a excitacni spektra. Spektra byla mérena
na spektrometru Fluoromax 2 (ISA, Jovin Yvon - SPEX).

ANS

8-anilinonaftalen-1-sulfonové kyselina; 1,8-ANS

ANS se pouziva jako fluorescencni molekularni sonda, ktera se véze na pro-
teiny. ANS se ve vodném prostiei vyznacuje velmi nizkym kvantovym vytézkem,
ale vazana do hydrofobnich oblasti proteini dosahuje vytézku vétsiho.

SN
HN O=§=0

Obrazek P1: Struktura 1,8-ANS
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Erythrosin B

rel. intenzita
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Obrazek P2: Emisni a excitac¢ni spektrum Erythrosinu B ve vodé

Obrazek P3: Struktura Erythrosinu B
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DCM

4-(dicyanomethylene)-2-methyl-6-(p-dimethylaminostyryl)-4H-pyran
DCM se pouziva jako laserové barvivo
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Obréazek P4: Emisni a excitacni spektrum DCM ve vodé

Obrazek P5: Struktura DCM
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Fluorescein

rel. intenzita
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Obrazek P6: Emisni a excitac¢ni spektrum fluoresceinu ve vodé
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Obréazek P7: Struktura fluoresceinu
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Rhodamin 560

Rhodamin 560 se pouziva jako laserové barvivo.
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Obréazek P8: Emisni a excitacni spektrum Rhodaminu 560 ve vodé

Obrézek P9: Struktura Rhodaminu 560
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[Ru(bpy)s]**

Tris(bipyridine)ruthenium (1)
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Obrazek P10: Emisn{ a excita¢ni spektrum [Ru(bpy)s]**
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Obrazek P11: Struktura [Ru(bpy)s]**
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