OBSAH

1. Elektromagnetické zafreni a spektralni metody
1.1. Popis vlastnosti elektromagnetického zareni

1.2. Spektralni charakteristiky zareni

1.3. Radiometrické charakteristiky

1.4. Rozdéleni spektralnich metod

1.5. Polarizace zareni

1.5.1. Polarimetrické pristroje

1.5.2. Spektropolarimetrie

1.6. Koherence
2. Optické prostredi a elektromagnetické zareni

2.1. Interakee litky s elektromagnetickym zifenim

2.1.1. Maxwellitv model

2.1.2. Lorenz - Drudeiiv model

2.1.3. Kvantova teorie optickych p¥echodi v semi-klasickém p¥iblizeni
2.1.4. Kvantova teorie interakce

2.2. Elasticka a neelastick4 interakce optického zafeni s litkou

2.2.1. Elastick4 interakce optického zafeni s latkou (rozptyl, odraz, lom, ohyb)

2.2.2. Neelasticka interakce optického zafeni s latkou (absorpce, emise)
2.3. Mikrostruktura atomi a molekul
2.4. Zakladni a excitované stavy atomu

2.5. Energetické hladiny a pohyby molekul
2.6. Sifeni elektromagnetickych vin v optickém prostiedi
2.7. Vztah mezi absorbci svétla a vnimanou barvou

2.8. Latky studované v optické spektroskopii - (v biofyzice)
2.8.1. Chromofory

3. Optické spektroskopické aparatury

3.1. Zakladni schéma optické spektroskopické aparatury

13
16
19
21
22
22
24

24
24
25
25
26
26

26

27
28
30
31

36
39

41
41

44

44



3.2. Zdroje optického zdreni 46

3.2.1. Zé¥eni slunce a oblohy 50
3.2.2. Umélé tepelné zdroje 53
3.2.3. Zdroje vybojové - vybojky 55
3.2.4. Lasery 58
3.2.5. Zarivky 62
3.2.6. LED a LEP 63
3.2.7. Zdroje zareni pro infracervenou spektroskopii 63
3.2.8. Synchrotronové zareni 64

3.3. Monochromatizace optického zareni (filtry, hranoly, mrizky, interferometry) 65

3.3.1. Filtry : 66
3.3.2. Hranoly 70
3.3.3. Mirizky 74
3.3.4. Monochromatory 79
3.3.5. Interferometry 82
3.4. Detektory zafeni 84
3.4.1. Typy detektori 85
4. Absorpce elektromagnetického zareni 96
4.1. Metody absorp¢ni spektroskopie 96
4.2. Zakladni vztahy absorpéni spektroskopie 96
4.3. Podminky absorpce zireni 97
4.4. Typy elektronovych prechodi 101
4.5. Vibronickd struktura absorp¢nich spekter 103
4.6. Vliv mezimolekulovych interakei na elektronova absorpéni spektra 104
5. Utlum elektromagnetické viny v absorbujicim prostiedi 108
5.1. Intenzita absorpcniho pasu 108
5.2. Utlum elektromagnetické viny v absorbujicim prost¥edi 109

5.3. Lambertuv zikon 111



5.4. Absorpéni koeficient v kondenzované fizi, Beeritv zikon 111

6. Metody zaloZzené na méreni propustnosti, odrazu a rozptylu 1117
6.1. Méfeni absorpénich spekter 117
6.2. Zdroje chyb p¥i méreni absorpénich spekter 118
6.2.1. Odchylky vinové délky 118
6.2.2. Sum 118
6.2.3. Nahodné (bo¢ni) svétlo 119
6.2.4. Rozptyl svétla 120
6.2.5. Spektralni $ifka Sterbiny 121
6.2.6. Vliv rychlosti skenu 123
6.2.7. Urceni srovnavaci ¢ary 124

6.3. Metody zaloZené na méfeni propustnosti (absorpéni spektrofotometr

jednopaprskovy, dvoupaprskovy) 124
6.4. Piiprava vzorki pro méfeni propustnosti 130
6.5. Reflexni metody 134
6.6. Refraktometrie 136
6.7. Turbidimetrie 137
6.8. Nefelometrie 138
6.9. Fotoakusticka spektrometrie 138
7. Uziti UV a VIS absorpéni spektroskopie 141
7.1. Uziti elektronové absorp¢ni spektroskopie v biofyzice 141
7.2. Analytické vyuziti UV a VIS spektroskopie 145
7.2.1. Uréeni koncentrace latky 145
7.2.2. Uréeni molarniho absorp¢niho koeficientu 146
7.2.3. Diferenc¢ni spektroskopie 147
7.2.4. Derivacni spektroskopie 150

7.3. Kalibraéni k¥ivka - stanoveni koncentrace 151



7.4. Koncentrované roztoky

7.5. Velmi ziedéné roztoky

7.6. Soucasné stanoveni koncentrace ve smési obsahujici dvé nebo vice slozek
7.7. Studium chemickych rovnoviah

7.8. Spektrofotometricka titrace

7.9. Vyutziti absorpce v UV a VIS oblasti v analytické chemii
7.9.1. Stanoveni kovii a nekovii

7.9.2. Stanoveni organickych latek

7.10. Kineticka méreni ("'Rate measurement'")

8. Infracervena spektroskopie, mé¥ici technika a metody
8.1. Infradervena spektroskopie (IC)

8.2. Vibraéni spektra

8.3. Rotacni a rotacné-vibracni spektra

8.4. Mé¥ici technika a metody spektrilni analyzy IC oblasti (disperzni - klasické

a interferenc¢ni - fourierovské spektrofotometry)

8.4.1. Infracervené disperzni spektrofotometry

8.4.2. FT-IR (fourierovské spektrofotometry)

8.4.3. Vyhody FT-IR

8.5. Interpretace a uziti vibra¢ni spektroskopie v biofyzice

8.5.1. Pouziti vibra¢ni spektroskopie ke strukturni analyze biofyzikalng
zajimavych molekul

8.6. Infracervené analyzatory plynu

9. Uvod do luminiscence a fluorescence. Teoreticky zaklad

9.1. Zakladni charakteristiky luminiscence

9.1.1. Definice luminiscence

9.1.2. Zakladni veli¢iny charakterizujici luminiscenci

9.1.3. Zékladni tFidéni luminiscence podle doby dohasinéni a podle

druhu excitacni energie

9.1.4. Zakon zachovani energie p¥i luminiscenci - Stokestiv zikon

151
153
154
156
156

156
157

158
159
160
160
162
162

165
166
167
170
173

174

175
177
178
178
178

179
180



9.2. Fyzikilni principy luminiscence roztoki izolovanych organickych molekul

9.2.1. Charakteristika luminiscence na zikladé piechodii mezi elektronové
vibra¢nimi hladinami slozitych molekul

9.2.2. Fyzikilni definice nezifivych deexcitaénich procesi

9.2.3. Fyzikalni definice zaFivych deexcitaénich procesi (luminiscence)

9.3. Fosforescence a tripletovy stav polyatomické molekuly

9.3.1. Vznik a deaktivace nejnizsiho tripletového stava

9.4. Kvantovy vytézek a doba dohasinéni fluorescence

9.4.1. Kvantovy vytéZek a doba dohasinéni fluorescence izolovanych molekul

9.4.2. Vliv mezimolekuldrnich interakei na kvantovy vytézek a dobu
dohasinani fluorescence

10. Spektra fluorescence organickych latek. Od teorie k aplikaci

10.1. Vlastnosti organickych fluorofori

10.2. Priciny pasového charakteru spekter absorpce a fluorescence

10.3. Zakon zrcadlové symetrie mezi absorpcénim a fluorescenc¢nim pasem

10.4. Vliv prostredi na absorpéni a emisni spektra

10.5. Vybrané p¥irodni fluorofory, jejich spektralni vlastnosti a aplikace

10.5.1. Fluorescence aminokyselin a proteinii

10.5.2. Nukleotidy

10.5.3. Dalsi priklady prirozené fluorescence makromolekuldrnich latek

10.6. Zakladni oblasti aplikaci umélych fluorofora

10.6.1. Fluorescen¢ni markery bilkovin

10.6.2. Membrinové sondy

10.6.3. DNA sondy

10.6.4. Fluorescenc¢ni indikatory

11. Experimentalni za¥izeni pro méreni spekter fluorescence a
zasady jeho pouziti v praxi

11.1. Zakladni typy méfeni spekter fluorescence

11.2. Spektrofluorimetry pro méreni v ustaleném stavu

11.2.1. Jednopaprskovy spektrofluorimetr

11.2.2. Zakladni konstrukéni pozadavky na spektrofluorimetry

11.2.3. Dvouvinové fluorimetry

11.3. Komponenty spektrofluorimetri a jejich funkce

11.3.1. Zdroje zareni

11.3.2. Monochrométory

181

182
184
184
186
186
187
187

189
195
195
196
198
202
205
205
208
210
211
211
213
214
214

216
216
218
218
220
223
226
226
227



11.3.3. Detektory zifeni

11.3.4. Vzorkovy prostor

11.4. Korekce excita¢nich a emisnich spekter fluorescence

11.4.1. Korekee excita¢nich spekter

11.4.2. Korekce emisnich spekter

11.5. Zasady pro spravné méfeni a interpretaci spekter fluorescence

11.5.1. Priprava vzorku a obvyklé chyby

11.5.2. Vybér vinovych délek a spektralni Sifky Stérbiny pro detekei
emisnich a excitacnich spekter

11.5.3. Vybér rychlosti skenovani spektra

11.5.4. Fotovybéleni ('"'Photobleaching'")

11.5.5. Urceni pozadi méreni

11.5.6. Stanoveni zdkladnich charakteristik spekter fluorescence

11.5.7. Vliv teploty na emisni spektra

12. Vliv mezimolekularnich interakei na fluorescenci
v biologickych vzorcich

12.1. Zh4Seni fluorescence

12.1.1. Dynamické zhaSeni fluorescence

12.1.2. Statické zhaSeni fluorescence

12.1.3. Kombinace statického a dynamického zhaSeni

12.1.4. Zakladni biofyzik4lni aplikace zh43eni fluorescence

12.2. Pienos excitacni energie

12.2.1. Rezonanéni teorie prenosu excitacni energie

3 SIS el ot . 6 g
12.2.2. Experimentalni ovéFeni zavislosti kps na R, pro rezonanéni pienos

excitaéni energie
12.2.3. Poznamka k vyménnému pienosu excitacni energie

13. Literatura

227
228
230
233
234
235
235

239
242
243
243
245
246

249
249
250
253
255
257
262
263

267
271
272



