TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
FAKULTA TEXTILNI

BAKALARSKA PRACA

LIBEREC 2009 MARTINA PANKOVA



TECHNICKA UNIVERZITA V LIBERCI
FAKULTA TEXTILNI

W

Studijni program: B3107 Textil
Studijni obor: 3107R007 Textilni marketing

e
S

IDENTIFIKACIA TEXTILNYCH VLAKIEN
POMOCOU FLUORESCENCIE
IDENTIFICATION STAPLE BY FORCE OF
FLUORESCENCE

Martina Pankova

KHT- 644

Veduci bakalarskej prace: Ing. Larisa Ocheretna

Rozsah prace:

Pocet stran textu... 39
Pocet obrazkov..... 25
Pocet tabuliek....... 5
Pocet grafov ......... 0

Pocet stran priloh. 21



Zadanie bakalarskej prace

(vlozit original)



PROHLASENI

Prohlasuji, ze predlozena bakalatska prace je plivodni a zpracoval/a jsem ji samostatné.
Prohlasuji, Ze citace pouzitych prament je Gplnd, Ze jsem v praci neporusil/a autorska
prava (ve smyslu zakona ¢. 121/2000 Sb. O pravu autorském a o pravech souvisejicich
s pravem autorskym).

Souhlasim s umisténim bakalarské prace v Univerzitni knihovné TUL.

Byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na mou bakalafskou praci se plné vztahuje
zékon ¢.121/2000 Sb. o pravu autorském, zejména § 60 (Skolni dilo).

Beru na védomi, ze TUL ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti mé
bakalarské prace a prohlasuji, Ze souhlasim spfipadnym uzitim mé bakalarské
prace (prodej, zaptjceni apod.).

Jsem si védom toho, Ze uzit své bakalaiské prace ¢i poskytnout licenci k jejimu
vyuziti mohu jen se souhlasem TUL, kterda ma pravo ode mne pozadovat pfiméteny
prispévek na uhradu nékladl, vynaloZenych univerzitou na vytvoteni dila (az do jejich

skutecné vyse).

V Liberci dne 27. 05. 2009



PODAKOVANIE

Rada by som sa na tomto mieste podakovala vSetkym, ktori mi pomahali pri
vypracovani bakalarskej prace, a to ¢i uz praktickymi radami, alebo psychickou
podporou.

Konkrétne mojej bakalarskej vedticej Ing. Larise Oceretnej z Katedry
hodnotenia textilii za nenahraditelni podporu, odborni pomoc a praktické rady
a taktiez by som chcela pod’akovat’ za ochotu doc. J. Cerného z Prirodovedeckej fakulty
na Karlovej univerzite.

Nakoniec by som rada pod’akovala svojej rodine, ktora mi svojou financnou a

psychickou podporou pomohla tspesne dostudovat’.



ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva identifikaci vybranych textilnich vlaken pomoci
fluorescence. Prvni ¢ast prace se vénuje historii a vyvoji mikroskopie, rozdélenim
mikroskopu, zplisoby pozorovani a popis fyzikalniho jevu fluorescence.

Ukolem experimentu je nejprve zjistit pomoci svételného mikroskopu s UV
zéafenim pfitomnost autofluorescence u vybranych piirodnich a syntetickych textilnich
vladken. Dale by mn¢l experiment objasnit pii jakém zpiisobu pozorovani je intenzita

autofluorescence nejvyssi.

KLICOVE SLOVA:

= fluorescence,

= jdentifikace textilnich vliken pomocou fluorescence.

ANNOTATION

Bachelor's thesis deals with the identification of selected fibers using
fluorescence. The first part of the work deals with the history and development of
microscopy, the distribution of the microscope, methods of observation and description
of the physical phenomenon of fluorescence.

The task of the experiment is first to help determine the light microscope with
UV light autofluorescence in the presence of selected natural and synthetic textile
fibers. Furthermore, the experiment had to clarify in what way the observation is the

highest intensity autofluorescencie.

KEY WORDS:

= fluorescence,

= identification of textile fibers using fluorescence
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Uvod

Dnesna doba kladie vysoké ndroky na detailny vyskum vsetkych materialov.
Nejde len o materidly pre Specialne zameranie, ale 1 materidly pouzivanych v beznom
Zivote.

Snahou vyskumu tychto materidlov je zistit' presné chemické zlozenie, presné
fyzikalne vlastnosti, mechanické vlastnosti, Strukturdlne vlastnosti a iné, ktor¢ moézu
mat’ vplyv na konecny stav a vyuzitie materialu. Vyrobky z tychto materidlov musia
spliovat’ celu radu noriem ako su napr. konsStruk¢éné, technologické, bezpecnostné,
zdravotné, estetické atd’.

Pre detailny vyskum charakteristik materidlu je zaroven nutné vylepSovat
doterajSie pristrojové techniky a konStruovat nové na zaklade novych poznatkov
z inych oblasti, ktoré¢ sa v danej dobe nahromadili. Jednym z klasicky vyuzivanych
pristrojovych technik pre skimanie materidlu je mikroskop. Jeho druhy sa pouzivaju
v oblasti strojnickom, archeoldgii, medicine, kriminalistike a taktiez v textilnom.

Tato predkladana praca sa bude venovat’ vyuzitia svetelného mikroskopu s UV
svetlom pre prirodné a syntetické vldkna. Pomocou tohto mikroskopu je snaha zistit’, ¢i

vybrané textilné vlakna maji schopnost’ autofluorescencie a ich intenzitu.

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie
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1. Historia vyvoju mikroskopov

Zaklad mikroskopu vznikol uz pred 2000 rokmi, ked” Rimania pouzivali
zvacSovacie skla. V 16. storoc¢i bol vytvoreny prvy naznak mikroskopu, ktory pomohol
sledovat’ a Studovat’ veci, ktoré su tazko viditelné vol'nym okom. [17]

Mnoho vedcov pre svoj vyskum potrebovali zdokonalovat’ jednotlivé pristroje,
to plati taktiez aj u mikroskopoch. Najznamej$imi vedcami, ktori dopomohli k zlepSeniu

rozliSovacich vlastnosti mikroskopu boli:

e Zacharias aHans Janssen, vroku 1590 wvytvorili prvy zloZzeny
mikroskop. [9] [18]

e (Qalileo Galilei, ktory doplnil mikroskop o konvexnu a konkavni
SoSovku.

e Christiaan Huygens , ktory v neskorSom  17. storo¢i jednoduchy dvoj

SoSovkovy systém, ktory bol achromaticky korigovany.

Predovsetkym vdaka Christiaan Huygens to bol velky krok dopredu
v zdokonal'ovanie mikroskopie. Tento mikroskop sa vyraba aj dnes ale i v dnesnej dobe
v porovnani s modernejSimi mikroskopmi mé uz niekol’ko nedostatkov ako napr. mala
vel'kost’ zorného pol'a. V polovici 19. storo¢ia uz bola optika pre mikroskopov takmer

dokonala. [6]

V sucasnej dobe princip mikroskopov zostava rovnaky, ale je daleko
pokrocilejsi. Dizajn mikroskopov sa ¢oraz viac meni, su doplnené o pridavné zariadenia
ako napr. pocita¢, kamerovy systém ainé. Mikroskopy maji svoje uplatnenie

v medicine, bioldgii, pri skimani textilnych vlékien, v kriminalistike atd’.

2. Mikroskop a mikroskopia

Mikroskop moéze byt definovany ako opticky pristroj, sluziaci ku zvic¢Sovaniu
zobrazovania malého objektu. [18]

Zmyslom mikroskopie je pozorovanie malych objektov, ktoré st 'udskym okom
neviditel'né alebo slabo viditeI'né. Existuje vel'a réznych typov mikroskopov liSiacich sa

svojou schopnost’ou jasne rozliSovat’ jednotlivé ¢asti obrazu.

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie
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Pod oznacenim mikroskop sa obvykle mysli opticky mikroskop, ktory k

zobrazeniu pouziva svetelné luce. Existuju vSak aj mikroskopy vyuzivajlce iné principy
a sposoby zobrazenia, napr. elektronovy mikroskop, polarizacny mikroskop a iné.
Podl’a zlozitosti konstrukcie sa delia zvécSovacie optické pristroje na jednoduché

(lupy) a zlozité (mikroskopy). [9] Schéma mikroskopov viz. obr. 1.

Microscopes
Cptical TEM éEm SPM
N = P -
lih F F STM SHOM
_',:
e @

E"""""

Obr. 1 Prehl'adné schéma mikroskopov [vysvetlivky: Optical (Opticky), TEM (Prenos
elektronickym mikroskopom), SEM (Rastrovy elektronovy mikroskop), SPM (Skenovacie
mikroskopické sondy), AFM (Mikroskop atomovej sily), STM (Skenovanie tunelovym
mikroskop), SNOM (Skenovanie oblasti umiestneny blizko mikroskopu)] [18]

2.1 Typy mikroskopov vyuzivané pri skimani textilii

V sucasnej dobe je ponuka mikroskopov vel'mi velka. Mikroskopy sa rozlisSuji
podla pouzitia, podl'a konstrukcie, mikroskopy pre Specialne ucely atd’. V tejto kapitole
bola pozornost venovand obzvlast mikroskopom, ktoré sa vyuzivaju pri skumani
textilnych materidlov. Medzi ne patri:

o Elektronovy mikroskop vyuziva namiesto svetla prud elektronov, podobnych
Ziareniu s velmi malou vInovou dizkou A. Zvi&Seny obraz vznikd dopadom
elektrénov na fluorescencné tienidlo alebo na fotograficku platiiu. Obraz vznika
prechodom elektronov skimanym predmetom alebo jeho odtlackom v podobe
tenkej blany (transmisnd mikroskopia), alebo odrazom elektronov od jeho

povrchu (odrazova mikroskopia), resp. sa vytvori elektronmi emitovany z

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 10
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povrchu skimaného predmetu (emisnd mikroskopia). Pri  konstrukcii
elektréonového mikroskopu sa vyuzil poznatok, ze prid elektronov prechadzajici
elektromagnetickou alebo elektrostatickou SoSovkou podlieha tym istym
zékonom ako svetelny lu¢ prechadzajtci optickou Sosovkou. V elektronovom
mikroskope st teda optické SoSovky nahradené elektromagnetickymi SoSovkami.
Elektronovy mikroskop je d’alej vybaveny aj vakuovou cerpacou ststavou,
zdrojom vysokého napétia na urychlovanie elektrénov a zdrojom stabilného
prudu pre magnetické SoSovky. Pre svoju neocenitel'ni schopnost’ maximalneho
zvacSenia 250 000-krat ma Siroké uplatnenie. Pouziva sa v biologii, fyzike 1
chémii, metalurgii a v paleontologii. Prvy elektronovy mikroskop zhotovili v
roku 1933 nemecki fyzici E. Rusk a M. Knoll.

® Rastovy elektronovy mikroskop (SEM) zvicSuje povrchové detaily v postupnych
obrazoch. Tieto obrazy sa snimaju rastrovanim la¢om elektronov (zaklady M.
Knoll -1935, zhotovenie Ardenne v Nemecku 1938). V rastovom mikroskope
elektronovéa optika urychluje a koncentruje tzky zvézok elektronového luca,
ktory vychadza z elektronovej dyzy. Vychylovaci systém pohybuje la¢om v
smere riadkov bod za bodom po povrchu vzorky, podobne ako pri snimani
televizneho obrazu. V tom istom slede prebicha riadkovanie i na obrazovke
oscilografiu. Obraz vynika ostrou kresbou a plastickost’ou.

e Konfokalni mikroskop umoziuje odstranit’ z obrazu objektu Sum, ktory vytvara
svetlo alebo emitovana fluorescencia z tych rovin vzorkou, na ktorych nie je
zaostrend optika. [7] Tento mikroskop je podrobne popisany viz. kap. 3

o Fluorescencny mikroskop je zaloZzeny na poznatku, Ze niektoré latky po dopade
svetla urditej vinovej dizky Ziaria svetlom inej vinovej dizky. Fluorescencia sa
vyvoldva zdrojom ultrafialového ziarenia (ortutova vybojka, oblukovka),
ktorym sa predmet osvetl'uje.

Tymto mikroskopom sa daji skimat’ aj nefluoreskujuce latky, ktoré su
zafarbené fluoreskujiicou latkou. [13] Tento mikroskop je podrobne popisany

viz. kap. 4.1.

2.2 Speciilne mikroskopické metédy

Pri vyskumu sa m6zu vyuzit' nie len rozne druhy mikroskopov, ale taktiez rozne

metddy pozorovania pre zlepSenie kone¢ného obrazu.

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 11



'i Fakulta textilna Technicka univerzita v Liberci

e  Mikroskopia v tmavom poli - princip tejto metdédy spociva v tom, ze vhodnou
clonou zadrzime centralne luce a nechame prechadzat’ len luc¢ okrajovo. Tieto
luce st vsak Sikmé, a preto sa do objektivu vobec nedostanu, takze zorne pole je
tmavé. A vSak dopadnu tieto okrajové luce na nejaky drobny predmet
v preparatu, odrazaju sa od neho a mo6zu potom vniknit’ do zorného pola. Potom
cely objekt alebo niektoré jeho Struktury intenzivne svietia na temnom pozadi.
Pri pozorovani v tmavom poli sa kontrastne zobrazuje i vel'mi drobné Castice
a organizmy takmer neviditelné pri pozorovani vo svetelnom poli.

o Fazovy kontrast - zafarbené preparaty pohltia cast’ nimi prechadzajiceho svetla,
ato rozne podla ich stupiiovania pre svetlo (absorpéni obraz). Tim sa meni
amplitida ich vin, zatial o jeho faza zostava nezmeneni. VyuZziva sa
v biologickych oboroch.

o Interferencni mikroskop - je dokonalejsi a zlozitejsi oproti fAzovému kontrastu.
Vyuziva polarizované svetlo. Lu¢ sa deli na dve, pricom jeden z nich prechidza
objektom, kde sa meni jeho faza, a druhy 1a¢ prechadza bez zmeny. Ked sa
obidve luce stretnu v objektive, zacnu spolu interferovat’. To mé za nasledok, ze
pozorujeme farebny obraz preparatu.

o  Wyuiitie ultrafialového svetla (taktiez oznacovana ako Cytospektrofotometria
,alebo fluorescencnd mikroskopia)- ultrafialové Ziarenie ma kratsiu vlnova dizku
ako je viditelnd cast’ spektra a teoreticky by bolo mozné dosiahnut viacsie
rozliSovacie schopnosti. Nevyhodou je, Ze zivé objekty su ultrafialovym svetlom
rychlo umftvované.

e Infracervené svetlo - vyuziva sa pri pozorovani malo priechladnych objektov.
Vyhodou je, Ze Struktara buniek je ostrejSie a kontrastnejSie zobrazena.

e Polarizacni mikroskop

o PouZitie X- luca vo vyskumu bunky (rontgenova mikroskopia, historadiografia,
difrakcia X- lucu)

[13]

3. Konfokalny mikroskop

Konfokalna mikroskopia pontka niekolko vyhod oproti klasickej optickej
mikroskopie. Napr. kontrolovatelnost’ hibky ostrosti, odstranenie zlého obrazu

nezaostrenia informacii a schopnost zhromazdovat' sériovych optickych usekov

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 12
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z tuénych vzorkov (napr. biologické tkaniva). KIi¢om konfokalnych pristupoch je
pouzitie priestorovych filtracii na odstrdnenie nezaostrené¢ho svetla alebo Ziarenia vo
vzorke, ktoré su silnejSie ako v rovine zamerania. V poslednych rokoch dochéadza k
vyuzivaniu konfokalnej mikroskopie vdaka cCiastocne relativnej l'ahkosti a s velmi
vysokou kvalitou obrazu. Tento mikroskop doplneny o UV zdroj je dobrym néstrojom
pre pozorovanie vel'mi malych objektov, ako st bunky (v bioldgii), mikrovlakna (pre
textil) a pod. [2] Schéma viz. obr. 2 prechod svetelného luca pomocou konfokélneho

mikroskopu.

T— Detektor

¥ = Diarowany detektaor
Zamerané

emizné swetlo “bnkajtie

Zamerania
fluorescendéeho

emisného swetla
— Dwaojfarebne

zrkadlo

Laserowy 2dnaj

L2

Zdroj swetla
diefcowej clony

Ohniskowa
rowing

Obr. 2 Princip prechodu svetelného 1i¢a v konfokalnom mikroskopu [7]

Zdrojom svetla je spravidla laser, svetlo prechadza tzkou Strbinou, ktoré je
zaostrené do jedného bodu vzorku. Svetlo emitované z tohto bodu je potom snimane
detektorom. Aby svetlo sa dostalo az k detektoru musi znova prejst’ cez Strbinu, ktora
lezi v mieste, kam objektiv zameriava svetlo zo zaostreného bodu objektivu.

Svetlo emitované z osvetlenych ale nezaostrenych bodov je zaostrované mimo
Strbinu a do detektora nedopadd. Signal z detektoru je posielany do pocitaca, ktory
dostava informacie o suradniciach snimaného bodu. Cely objekt je preskenovany tymto
spésobom bod po bodu vrdéznych optickych rovindch. Toto skenovanie je
automatizované a ovladané riadiacim pocitacom. Z nahromadenych informécii pocitac

zobrazi celkovy obraz skenovaného vzorku. [7]

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 13
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4. Fluorescencia a fluorescen¢na mikroskopia

Urcité zlaCeniny maji  schopnost k tomu, aby absorbovali nahodné
elektromagnetické ziarenie a tym dokazu previest' elektrony k vySSej energetickej
hladine, ¢ize excitovanému stavu. Elektrony v excitovanom stavu sa snazia znovu
dostat’ do zakladného Stadia a preto nabitd energia sa musi urcitym spdsobom uvolnit’,
tuto energiu nazyvame tzv. stratend energia. Stratend energia sa vylucuje a pomocou
svetla o dlhdej vinovej dizke ako svetlo, ktoré spdsobilo excitaény stav. Tymto
sposobom sa prevadza neviditelné UV svetlo do viditeIného svetla o dlhsej vinove;j
dizky. Tento fyzikalny jav sa nazyva fluorescencia. [11]

Photoluminescencia je jav, ktord vznika pri posobeni UV alebo viditeI'ného
svetla na molekuly. V tychto molekulach sa absorbovana energia spiatne uvolnuje. Pri

uvolnovani stratovej energie vznika svetielkovanie.

Photoluminescencia je formalne rozdelena do dvoch kategorii:
» Fluorescencia

» Fosforescencia

Rozdiel medzi fluorescenciou a fosforenciou:

- Fluorescencia je vlastnost molekul absorbovat’ svetlo v uréitej vinovej dizke A a
nasledne emitovat’ svetlo o dlhsej vinovej dizke A v kratkom intervale. DiZka tohto
intervalu je definovana ako fluorescenéna Zivotnost’.

- Proces fosforescencie dochadza podobnym sposobom ako u fluorescencie, ale s

ovel’a dlhSou Zivotnost'ou excitovaného stavu.

(2]
4.1 Fluorescen¢ni mikroskop

Prikladom fluorescencného mikroskopu moze sluzit’ svetelny mikroskop s UV

zdrojom na ktorom je mozne pozorovanie autofluorescencie, viz. obr. 2.

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 14
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Obr. 2 Svetelny mikroskop s UV svetlom

KIdcovou vlastnostou fluorescenéného mikroskopu je schopnost odhalit’
fluorescencné objekty, ktoré si niekedy slabo viditeI'né, alebo dokonca vel'mi jasné
vzhladom k tmavému (Casto ¢iernemu) pozadiu.

Moderny fluorescenény mikroskop kombinuje vysoky vykon optickych prvkov
s pocitatovou kontrolou a digitdlne snimanie obrazu pre dosiahnutie sofistikovanosti.
To d’aleko presahuje prosté pozorovanie 'udskym okom. Mikroskopia dnes do znac¢nej
miery zavisi na elektronickom spracovani obrazu. Tymto spdsobom je mozné rychlejsie
ziskavanie informacii pri nizkej urovni svetla, alebo vizualne pozorovanie nezistenej
vlnovej dizky. Tieto technické zlepSenia nie si obycajné prikraslované, ale su
zékladnou sti¢ast’ou mikroskopického svetla ako systém.

Na rozdiel od inych optickych mikroskopov, fluorescenéni mikroskop je
schopny rozoznat’ Struktaru objektu na molekuldrnej irovni a to na zaklade vlastnosti
fluorescen¢ného ziarenia. Preto pomocou fluorescencnej mikroskopie sa da napr.
odhalit’ - presné umiestenie vnutrobunkovej zlozky oznacené konkrétnym fluoroforom
(fluorophores).

Fluorofor je latka, ktora je schopna absorbovat svetlo urditej vinovej dizky
anasledne emitovat svetlo o dlhej vlnovej dizky. Fluorescencia taktiez umoziuje
vySetrovanie pH, viskozity, indexu lomu, i6nova koncentraciu, membranovy potencial a
polaritu rozpustadla v zivych bunkéch a tkanivéch. [4]

Fluorescencny mikroskop sa deli na dva zakladne typy a to :

a) Transmisny fluorescencny mikroskop u tohto mikroskopu prechadza svetlo
excitatnym filtrom. Na preparat svetlo prichadza zdola, viz. obr. 3b ako

u klasického svetelného mikroskopu. Pre osvetlenie mikroskopu sa pouziva
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kondenzator za tienovy, ktory odraza svetlo tak, ze dopada svetlo na preparat z

boku. Prechddzajice excitacné svetlo tak prechddza mimo objektiv ado

objektivu sa dostane emitovana fluorescencia. [7]

e Barierovy fiter

Timavé pole

:_\ e pole e
! kondenzators

kondenizétora

Fitter budiéa

Obr. 3 a) Schéma transmisného fluorescenéného mikroskopu b) Zobrazenie cesty excitaéného

a emisného svetla[7]

b) Epifluorescencny mikroskop u tohto mikroskopu, viz. obr. 4 excitacné svetlo
prechadza objektivom, dopadd na preparat a emisné svetlo sa vracia spit’ do
objektivu. Pouziva sa zvlaStny typ zrkadla, nazvané dichroické zrkadlo. Toto
zrkadlo odraza maximum excitacného svetla do objektivu a prepista maximum

emisného svetla do okulara. [7]

_:I-Eian'erc-vfr i
filter

Cichroické
zricadlo;

i =

Obr. 4 a) Schéma epifluorescenéného mikroskopu b) Zobrazenie cesty excitaéného a emisného

svetla [7]
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Pre lepSie pozorovanie emisného ziarenia sa vyuziva dvojica filtrov z dovodu,

ze intenzita emisného Ziarenia je vzdy nizSia ako intenzita excita¢ného ziarenia.
Tieto vSetky tri zakladné cCasti sa nachadzaju v tzv. fluorescencna kocke
viz. obr. 5:

1) Excitacny filter prepista z viacfarebného spektra iba cast' nevyhnutnu pre
excitaciu fluorescencie a zobrazuje prechod svetla o zhodnej ¢i obdobnej vinovej
dizky ako svetlo emisné, ktoré by vytvaralo pozadie.

2) Barierovy filter prepusta iba emisnu cast spektra azobrazuje prechod
excitaénému svetlu. Rozdiel medzi excitatnym a emisnym svetlom je vo farbe.
Excitacné svetlo je intenzivnejsie, takze by v nom fluorescencné emisne svetlo
nebolo I'udskym okom viditeI'né.

3) Dichroické zrkadlo (dvojfarebné zrkadlo) je to vlastne zrkadlo zvycajne v 45°
uhlu, ktory slizi na odraZzanie excitovaného svetla a preptstanie fluorescencie

do okulara. [12] [7]

I

ClkLlar Barierowy flrtnlar

Dichroické Irli:adlcu

Excitacny fitter

Fdraj avetla
|

WYY
Cikjekti

Obr. 5 Schéma fluorescenénej kocky [12]
Fluorescencni mikroskop pouzivany v experimentdlnej casti tejto bakaldrske;

praci sa sklada z tychto Casti viz. obr. 6.
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Obr. 6 Schéma fluorescen¢ného mikroskopu: 1) Okulér, 2) Univerzalni vertikalny
iluminator, 3) Packa pre uvolnovanie UV svetla , 4) Lampova skrinka pre halogénova
ziarovku, 5) a 6) PoI'né clony, 7) Posuv vzorku po ose x a ose y, 8) Koliesko makro posuvu,
9) Koliesko nastavenia intenzity svetla, 10) Drziak preparatu, 11) Napajaci zdroj, 12)
Revolverovi nosi¢ objektivov, 13) Paka zavierky, 14) Revolverova hlava zrkadlovych
jednotiek [10]

5. Fluorescen¢né farbiva

Fluorescencné pigmenty su jednymi zo stavebnych prvkov pre vsSetky
fluorescenéné materidly. Fluorescenciu jednotlivych vzoriek mozeme sledovat
pomocou fluoroforov. Fluorofor je latka, ktord je schopna absorbovat svetlo urcite;

vlnovej dizky a nasledne emitovat’ svetlo o dlhsej vlnovej dizky.

Boli poznané dva druhy fluoroforov:
» vonkajsie
» vnutorné
Vnutorné fluorofory sa nachadzaju v prirode. Materidly, ktoré ich zahriiuja su

autofluorescenéné. Najznamejsi vnutorny fluorofor je chlorofyl. U materialov, ktoré

maju nevyrazné fluorescencné vlastnosti, alebo slabi autofluorescenciu, sa pridava
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k vzorkdm vonkaj$i fluorofor, ktory zvySuje ich intenzitu. Takym to vonkajSim

fluoroforom je napr. fluorescein alebo rhodamin. [11]

Pokial’ vlakna budu zafarbené doporuc¢enymi fluoroformi citlivost’ fluorescencie

mdze byt zvysSena.

Typy fluorescencnych pigmentov:
a) anorganické fluory
b) optické bielidlo

¢) fluorescenty pre denné svetlo

Tieto typy sa od seba odliSuji predovsetkym chemickou Strukturou. Vdaka

chemickym a optickym vlastnostiam maju rozdielne aplikacie. [15]

a) Anorganické fluorescencné materialy si mozno najmenej vyuzivané pre
priemyselné aplikécie. Tieto materidly, spravidla zloZzené zo zinku alebo kadmium
sirnik dotovaného s malym mnozstvom iného prechodu alebo prvkov vzacnych zemin,
su velmi stabilné. Nevyhodou je, ze su mierne jedovaté vzhl'adom k tazkym kovom
pritomnych v zmesiach, pomerne nizku kvantovia uUCinnost ¢o ma za nasledok
fosforeskovanie a to je neziaduci ucinok.

Typické aplikdcie anorganickych fluoroforov s bezpecnostné dokumenty (neviditel'né
oznacenia na znamkach, bankovkach)ziarivky. [15]

b) Optické bielidla su urcit¢ triedy organickych zlucenin, ktoré maju vel'mi
Specifické fluorescencné vlastnosti. Pouzivaju sa ako vybielenie materialov v textilnom,
papierovom a plastovom priemysle. Priddva sa modra zlozka, ktord zlepSuje vzhlad
pastelovych farieb. Typickymi funkciami skupin na vysoko nenasytené organické
zluceniny st modifikovanie pre zvySenie rozpustnosti a vstrebavanie v zavislosti od
substratu na ktorom su pouzité. [15]

¢) Fluorescenty pre denné svetlo je pomerne nova, ale najviac pouzivana trieda z
organickych zlucenin. Tieto materidly maji vyzarovanie a emisné maxima vo viditel'nej
oblasti spektra a preto svetlo moze sposobit’ podrazdenie pouzitych materidlov. Tieto
materidly maji niekol’ko aplikacii, od Ziarivych farebnych papierov az po plastové
vyrobky. Tieto materidly sa vyuzivaji na ochranné odevy a znacky pre bezpecnost’

cestnej] premavky. Tieto dve aplikacie sa cCasto kombinuju s fluorescencnymi
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komponentmi pre denne svetlo s retroreflexnimi materidlmi pre nocné pouZzitie

k zvySeniu ich nocnej viditel'nosti. [15]
5.1 Databaza fluorescenénych farbiv a aplikacii

Uplny prehlad fluorescenénych farbiv, ich vlastnosti a aplikacia je k najdeniu na
webovych strankach Fluorophores.org. Tato webova stranka je uzitocnym zdrojom
(databaza fluorescencie, spektra fluorescencie), ktory napomaha vedcom vyuzivajicich
fluorescenciu ndjst’ vhodné fluorescencné farbivo pre studium konkrétneho objektu.

Na tejto webovej stranke http://lamp3.tugraz.at/~fluorbase/BrowseSubstance.php je

nutné si vybrat’ z nasledujucich poziadaviek viz. priloha 6:

» Aplikacie: Posobenie enzymu, Oznacenie proteinu, Proteinova Skvrna,
ph- indikator, Ion- indikéator, Oxygen- indikator, Skiimanie membrany
a tuku, Odhalenie odumretych buniek, dsDNA — detektor, Teplotny
ukazovatel’, atd’.

» Triedy farbiv: Xanten, Akridin, Oxazin, Polyen, Cyanin, Oxonol,

Benzimidazol, Indolenine, Styryl, atd’.

» Maximalne excitaéné svetlo: od 300 do 900 nm

» Maximalne emisné svetlo: od 300 do 900 nm [5]

Vysledkom bude zoznam vhodnych fluorescencnych farbiv pre urcita aplikaciu.

Kazd¢ farbivo je doprevadzané detailnym popisom, zahriiujicimi informéciami a to:

» Nazov » Poznamky

» TUPAC —nazov » Prekladatel’

» CAS-¢islo » Odkazy

» Trieda latky » Dostupnost’

» Molekulova hmotnost’ » Aplikacia

» Chemicka formulacia » Popis

» Referencie » Graf emisného a absorbovaného
» Interval latky ID svetla
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6. Fluorescencia ako nastroj pre identifikaciu Zivych

a nezivych objektov

Fluorescencia ako jav sa zistuje uzivych anezivych objektov pomocou
fluorescenéného mikroskopu. Identifikdcia objektov na zdklade ich fluorescencie sa
vyuziva v biologii, archeologii, v kriminalistike atd’. V textilnom priemyslu je vyskum s

vyuzitim tohto mikroskopu na pociatku.
6.1 Vyuzitie fluorescencného mikroskopu v biologii

Klasicka svetelnd mikroskopia slizila po mnoho desatroc¢i ako jeden z hlavnych
nastrojov bioldgie pre sktimanie zivych objektov. Tato svetelnd mikroskopia
nedostacovala k zistovaniu novych poznatkov, prekonavanie rozlohy rozliSovania
objektov pod troviiou najkratiej vinovej dizky A viditelného svetla a sledovanie
niekol’ko bunecnych Struktar. Prelom v prekonavani rozlohy limity bol objav
elektronove] mikroskopie, kde fotony st nahradené elektromagnetickym vlnenim.
Velmi citlivé simultanne pozorovanie niekolko S$truktir s mnohymi roéznymi
aplikaciami umoznil objav fluorescencného mikroskopu. Pri skimani Zivych buniek sa
vyuziva zeleny fluorescencni protein, nazyvany fluorofor. Fluorofor ako bolo
spomenuté v kap.5 je latka, ktora je schopna absorbovat’ svetlo uréitej vlnovej dizky
a nasledne emitovat’ svetlo o dlh3ej vinovej dizky. Svetlo réznych vinovych dizok bolo
mozne od seba oddelit’ pomocou filtrov. To znamend, Ze do okularov prenikne iba
pozitivni emitovany signdl na Ciernom pozadi, tym sa vyrazne zvySuje citlivost’ celej
techniky.

Fluorofory st detekované pomocou fluorescenéného mikroskopu. Tento pristroj
je vel'mi podobny klasickému svetelnému mikroskopu, ale je doplneni o vel'mi silny
zdroj svetla adve typy filtrov. Prva sada filtrov je umiestend medzi zdroj svetla
a vzorku, ktord umoziuje excitovat’ jednotlivé fluorofory svetlo o vybranych vinovych
dizkach. Druha sada vpusta do objektivu svetlo, ktoré bolo emitované prislusnym
fluoroforom.

Dnes je k dispozicii niekol’ko desiatok roznych zmesi heterocyklickych zlucenin,

ktoré sa od seba lidia absorpénymi a emisnymi vlnovymi dizkami. Touto paletou
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fluoroforov bolo mozné pokryt celé¢ spektrum viditelného svetla a s vyuzitim
prislusnych filtrov bolo mozne simultanne nezavislé pozorovanie niekolko Struktur.
Kazda Struktira bola ,,ofarbena* Specifickou reagencii s kovalentné naviazanym
fluorofom s prislu§nymi absorpénymi a emisnymi charakteristikami. Ziarenie

z jednotlivych fluoroforov bolo mozné oddelit’ pomocou prislusnych filtrov.

Pozname tri druhy fluoroforov, ktoré sa vel'mi dobre viazu na bunecné Struktary:
a) modra emisia DAPI
b) cervena emisia TRITC

c) zelena emisia FITC

Obecnou komplikaciou fluorescencnej mikroskopie je to, Ze fluorofory su
intenzivnym Zziarenim rozkladane a stracajii schopnost’ absorpcie a emisie — tzv.
photobleaching. Pri absorpciach a nasledujucich emisiach najviac dochddza k
uvolnovani volnych radikéalov, ktoré mozu poskodzovat’ fluorofory, spdsobovat’ tak
photobleaching (foto bielenie) a v neposlednom rade negativne ovplyviuja
zivotaschopnost’ buniek. Pri praci zo zivymi bunkami je preto zasadné (obzvlast’ pre
dlhodobé pozorovanie) obmedzovanie ich expozicie svetelnym ziarenim z vysoko
energetickych zdrojov. Toho bolo mozné dosiahnut vyuzitim clon vpustajacich do
objektu excitatné svetlo iba pri expozicii a najcitlivejSie kamery alebo foto - ndsobice.
Standardnou sucastou fluorescenénej mikroskopie je vyuZitie softwera pre obrazovii
analyzu, ktord umoznuje spracovavat obrazovy vystup kvantitativnym i kvalitativnym

sposobom. [1]
6.2 Vyuzitie fluorescenéného mikroskopu v archeologii

Na zaklade ¢lanku Identification of single archaeological textile fibres... [9] boli
ziskané informacie o vyuziti fluorescencného mikroskopu v archeologii.

Fluorescencny mikroskop pomohol identifikovat’ textilné vldkna, ktoré sa nasli
v mftvom mori, nazvané ,,jaskyne listy* ¢ize COL. Textilie COL su z druhého storocia
nasho letopoCtu. Bola ndjdena kompletna tunika ainé druhy obleCenia zrdznych
druhov materidlov zo zivocisSnych (vlna) a rastlinnych lykovych vlakien (I'an). Vyhodou

tohto mikroskopu bolo neposkodenie materialu.
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6.3 Fluorescencia textilnych vlakien

Informacie, ktoré boli mozné ziskat’ z obrazu fluorescenéného mikroskopu boli
kombinécie chemickych a Strukturdlnych rysov vzorkou. Tymto spdsobom bolo mozné
ziskat' informdacie o vzorkéach, ktoré pri inych osvetlovacich podmienkach neboli
viditeI'né.

Hlavné dva dévody preco sa vyuziva fluorescenény mikroskop pre skumanie
vlakien:

» Pozorovanie Struktry vlakna
» Zistenie pritomnosti, alebo nepritomnosti substancie (fluoroforov) na vlaknach.

Mnoho prirodnych a niektoré chemické vlakna majt prirodnu fluorescenciu (tzv.
autofluorescencia) v excitovanom stave pri uréitych vinovych dizkach. Pokial’ vlakna st
chemicky upravené, mohlo dojst’ k zmene autofluorescencie. Fluorescenény mikroskop
taktiez bol vyuzivany k vySetrovaniu histérie chemickych Specifickych vlakien, ako
napr. u polyvinylchloridu (PVC, pri jeho praktickom pouziti), pokial’ je vystaveny
slnecnému svetlu dochédza k jeho degradécii, ¢o je zvetravanie syntetického polyméru.

[11]

7. Prieskum trhu a potencionalny dodavatelia farbiv pre

identifikaciu vlakien pomocou fluorescencie

Pre identifikaciu zmesi textilnych vlakien bolo mozné teoreticky vyuzit tieto
farbiva: fluorescein alebo rhodamin. Tym, ze nie su dostatocné informacie
o fluorescenénych pigmentov pre textil, bolo by vhodné ich preskiimat’.

Po ziskani zakladnych informacii o fluoroforov bol uskutoneny prieskum trhu.

Boli najdeny tito potencionalny dodavatelia:

Sandragon s.r.o [15]

Tato firma ndm odporucila farby pre zvysenie intenzity fluoroforov. Fluorescein
a thodamin v tab. 2 st vhodné k priamemu zafarbeniu viny a hodvéabu. Pre I'an a bavinu
nam boli odporucené farbiva cibacronové viz. tab.1. Tieto farby by som odporucila k

d’alSemu skiimaniu fluorescencie.
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Tab. 1 Typ cibracron pre bavlnu a I'an

Nazov farby Cena v K¢/ mnoZstvo ‘
Cibracronova ¢ierna F2B 260Ke¢/ 20 g
Cibracronova ¢erven FB 200 K¢/ 20 g
Cibracronova modra FGFN 260Ke¢/ 20 g
Cibracronova modra FR 260 K¢/ 20 g
Cibracronova oranZova FBR 200 K¢/ 20 g
Cibracronova Zita F3R 200Ke¢/ 20 g
Cibracronova zZIta F4G 220Ke/20 g

Tab. 2 Fluorescein a thodamin pre vinu a hodvab

Nazov farby Cena v K¢/ mnoZzstvo ‘
Fluorescein (vol’'na kyselina) 510 K¢/ 100g
Fluorescein (disodna sol’) 710 K¢/ 100g
Rhodamin B 550 K¢/ 25 g

Dalsim Ceskym dodavatelom je Penta [17], ktory ma vo svojej ponuke
fluorescein a rhodamin viz. tab. 3.

Tab. 3 Fluorescein a rhodamin pre vinu a hodvab

Nazov farby Cena v K¢/ mnoZzstvo

Fluorescein (vol'na kyselina) 279 K¢/ 100 g
Fluorescein (disodna sol’) 399 K¢/ 100g
Rhodamin B 272Ke/25 g

Po preskimani trhu by bolo vhodne najskor vyuzit ponuku firmy
Sandragon s.r.0.

Experimentalna cast’ tejto predkladanej bakalarskej prace nebola zamerana na
skimanie fluoroforov, ale na identifikaciu vybranych textilnych vldkien pomocou

fluorescencie.

a
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8. Pozorovanie fluorescencie u textilnych vlakien

Hlavnym cielom praktickej Casti tejto bakalarskej prace bolo zistit’, ¢i vybrané
Speciadlne neosetrené prirodné a syntetické vldkna sa javia ako autofluorescenty.
Pre skiimanie boli vybrané tieto syntetické a prirodné vlakna (viz. tab. 4)

Tab. 4 Prehlad skiimanych vlakien

Syntetické viidkna ~ Prirodné vlikna
Polyamid (leskly) Celul6zové vldkna:
Polyamid (matovany) e Bavlna
Polyester e Viskodza
Polyakrylnitril e Len (technické vlakno)
Polypropylén e Len (kotonizované — elementarne
vlakna)
e Konopy
e Juta

Zivotisne vlakna:
e Hodvab
e Vlna (Merino)
e Vina (KriZzeneckd)

Syntetické a prirodné vlakna boli pozorované v prechddzajicom a UV svetle.
V prechadzajiicom svetle vzorky vlakien boli pozorované z dévodu ich identifikécie
aza ucelom hodnotenia kvality vytvorenych prepardtov - tzn. urCenie necistot,

vzduchovych bublin, ich umiestenie v preparatoch a pod.
Vybrané vzorky vladken (viz. tabulka 4) boli podrobené nasledujicim Stadiam:

a) Pozorovanie UV svetle preparatov bez imerznej kvapaliny ¢iZze ,,na sucho*
a s pouzitim destilovanej vody ¢ize v imerzii.
b) Zistenie vplyvu okolnych svetelnych podmienok pri vytvarani snimkou vlakien

v UV svetle.
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¢) Urcenie rozdielov v intenzite autofluorescencie pozorovanych prirodnych
a syntetickych vlakien.

d) Z predchadzajucim experimentom suviselo i pozorovanie zmesi vladkien v UV
svetle.

e) Pozorovanie textilnych vldkien v UV svetle rozdeleného do rdznych
spektralnych oblasti — v modrom, zelenom, cervenom a bielom spektru. Zistenie
vhodnosti pouzitia viacerych filtrov pre UV ziarenie s cielom identifikacie

textilnych vlakien.

Pri prvych Styroch pozorovani bol pouzity svetelny mikroskop doplneny UV

vybojkou viz. obr. 2 Vysledky pozorovani st uvedené niZsie.

8.1 Vplyv sposobu pripravy preparatu na pozorovanie fluorescencie

vlakien

Vysledky pozorovania vldkien v UV svetle bez imerznej kvapaliny ¢ize ,,na
sucho* a s pouzitim destilovanej vody (tzn. s imerziou) st uvedené v prilohe 1 a 2. Na
zdklade konzulticii spanom doc. J. Cernym ( Prirodovedecka fakulta, Karlova
univerzita, Praha ), za imerznu kvapalinu pre pozorovanie textilnych vlakien bola
zvolena destilovana voda. Dévodom k tomu sluzil i fakt, Ze na pracovisku doc. Cerného
bola vytvorena rada snimkou s fluorescenciou vlakien. A snahou bolo podobné
vysledky ziskat na pracovisku KHT. V textilnej praxi pre pozorovanie vlakien
v prienom smeru sa prevadza vyroba rezov do plechovej dosticky. Tieto preparaty su
na ,,sucho“. Z vysSie uvedenych ddévodov, aby vysledky s fluorescenciou vlakien
v pozdiznom a prie¢nom smeru boli porovnatené, bolo rozhodnuté o pripravu dvoch
sérii preparatov: s imerzii a na ,,sucho.

Z pozdizneho pohladu syntetickych vlakien pozorovanych v prechadzajicom
svetle je patrny rozdiel medzi vzorkami ,,na sucho* a vzorkami s imerziou. Pri vlaknach
v imerzii boli Pah$ie najdené spravne hibky ostrosti. Bolo ukézané, Ze skrutené vlakna
z imerziou zaujali prevazne horizontdlnu polohu, na rozdiel od preparatu ,,na sucho®,
kde skrutené vlakna sa museli fixovat’ na podloznom sklicku pomocou lepiacej pasky

viz obr. 7 a, b.
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Obr. 7 a) Polypropylén ,,na sucho* s fixaciou koncov vlékien, b) Polypropylén ,,na sucho* vo

vol'nom stave (u obidvoch snimkach bolo pouzité zvicSenie objektivu 20x)

Obrazok 8 Polypropylén v imerzii (pri zvacSeni objektivu 20x)

Po identifikécii vldkien v prechddzajucom svetle boli vzorky vldkien pozorované
v UV svetle.

Ako bolo vidiet' na snimkach, spdsob pripravy preparatov nezanechal velky
rozdiel medzi vzorkami vlakien pozorovanymi ,,na sucho® asimerzii. Tomu vsak
nebolo u vzorkou v UV svetle.

Pri pozorovani obidvoch sérii vzorkou v UV svetle boli pozorované tieto

odlisnosti, pripadné komplikacie pri vytvarani snimkou:

» U niektorych vlakien pozorovanych v imerzii, bolo zlozitejSie hl'adanie spravne;j

hibky ostrosti, okolo tychto vlakien bol vytvoreny tzv. povlak viz. obr. 9 a.
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Obr. 9 Fluorescencia matovaného polyamidového vlakna: a) polyamid v imerzii b) polyamid

,»ha sucho* (u obidvoch snimkach bolo pouzité zvacsenie objektivu 20x)

» Niektoré vlakna boli prejavované ako autofluorescencéné v pripade v imerzii,

naopak tomu bolo pri pozorovani rovnakého vldkna ,,na sucho® viz. obr. 10 a, b.

Obr. 10 Fluorescencia lesklého polyamidového vldkna: a) polyamid v imerzii

b) polyamid ,,na sucho*

(u obidvoch snimkach bolo pouzité zvacsenie objektivu 20x)

V tejto etape vyskumu bolo zistené, ze pre Stidium fluorescencie vlakien je
vhodnejsi ,,suchy* sposob pripravy preparatov. Odporaca sa v preparatoch prevadzat
fixdciu vlakien, v pripade vysSieho stupila zakrutenia. Tieto zavery vyplyvaju
z podrobného Studia vybranych textilnych vlakien v prechadzajucom a UV svetle viz.

Priloha 2.

8.1.1 Vplyv intenzity okolnych svetelnych podmienok na pozorovanie

fluorescencie vlakien

U druhého experimentu snahou bolo zistit, ako svetelné podmienky
v laboratoriu ovplyviiuji snimanie obrazku (viz. Priloha 4). V pripade zhotovenia

obrazku vldkien v UV svetle boli volené automatické nastavenia expozi¢nej doby.
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Tzn. trvanie ktoré sa meni samovolne v zavislosti na okolnych svetelnych

podmienkach. V laboratorii, kde je mikroskop umiesteny st velké okna a tak svetelné
podmienky boli menené v zévislosti na hodine a pocasi. Rozdiely u snimkach
zhotovenych za slne¢ného dna a za neskorSich hodin po zépadu slnka boli zrejmé viz.

obr. 11 a, b.

Obr. 11 Fluorescencie hodvabu (umiestneny pozdiz siradnice OY) a len (umiestneny pozdiz

suradnice OX): a) za denného svetla b) v iplnej tme (u obidvoch snimkach bolo pouzité

zvacésenie objektivu 20x)

Po ukonceni pozorovani vzorkéach vlakien tymto spdsobom bol dosiahnuty tento
zéaver, intenzita fluorescencného ziarenia vldkien na snimkach ziskanych cez den bola
vicsia. Preto identifikovat’ vldkna podla intenzity ich fluorescencného Ziarenia nebolo
mozné za podmienok, ak svetelné podmienky v laboratorii sa stdle menili. Tu sa da

odporucit’ premiestenie mikroskopu do tmavej miestnosti bez okien.

8.1.2 Pozorovanie autofluorescencie prirodnych a syntetickych vlakien

Pri pozorovani vzoriek prirodnych a syntetickych vldkien ,,na sucho* bolo
dospené k nazoru, ze nie vSetky textilné vldkna maji schopnost’ autofluorescencie.
Taktiez intenzita ich fluorescencie sa javila byt r6zna, u niektorych textilnych vlakien
fluorescencia bola lokalna. Je nutné podotknut, ze mikroskop s moznostou
pozorovania fluorescencie, ktory bol k tejto Studii ureny, ma iba jednu filtracnt kostku,
ktora umoznuje u vyzarovaného UV luca oddelit’ iba jednu spektralnu oblast’ — ,,modré

spektrum®.
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Autofluorescencia textilnych vldkien je zrejma v prilohe 2. Intenzita
a homogenita fluorescencia vldkien sa da charakterizovat’ ako:

» Vlakna s Giplnou autofluorescenciou
- syntetické vldkna : polyester
- prirodné vlakna: viskoza, vlna, konopy, juta,

hodvab, bavlna

» Vlakna s lokalnou autofluorescenciou
- syntetické vlakna: polyamid, polyakrilnitril

» Vlakna bez fluorescencie

- syntetické vlakna: polypropylén

Prirodné celul6zové vldkna typu lanu (technické vlakno a kolonizovany
l'an - elementarne vlakna) patria do skupiny vlakien s uplnou autofluorescenciou, ale
v niektorych Castiach vlékien ako napr. kolienka, je intenzita autofluorescencie vacsia.

Preto bol dany do podskupiny vldkna s uplnou a lokélnou autofluorescenciou.

8.1.3 Pozorovanie autofluorescencie u zmesi vlakien

Po zisteni intenzity autofluorescencie u jednotlivych vzorkach vlakien bolo
uskuto¢nené d’alSie pozorovanie zmesi vladkien. U prepardtov pre pozorovanie vlakien
v pozdiznom smeru, vldkna boli umiestnené do kriza s presnou detekciou, tzn. aké
vlakno zaujima svoju polohu. U preparatov s prieénym rezom vlékien, zmes vlakien sa

volila tak, aby rozdiely v intenzite fluorescencie boli poukazatelné.

8.1.3.1 Pozorovanie zmesi vlikien v pozdiZznom smeru
V tejto podkapitole st uvedené vysledky pozorovani zmesi vldkien v pozdiznom
pohl'ade. Ciel'om bolo zistit’ rozdiely v intenzite autofluorescencie.
A. Zmes hodvabu a Panu
Ako vidime viz. obr. 12 prirodny hodvab ma vysSiu intenzitu autofluorescencie

ako lan.
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Obr. 12 Fluorescence hodvabu (umiestneny pozdiZ suradnice OY) a len (umiestneny pozdiz

sturadnice OX), snimky ziskané pri okolnych dennych svetelnych podmienkach.

B. Zmes polyamidu a polypropylénu v pozdinom reze
Bolo videné viz. Obr. 13, ze polypropylén ma slabt intenzitu autofluorescencie.
Tmavé pozadie sa prispdsobovalo vldknam. Je isté, Ze polyamid ma vyS$Siu intenzitu

autofluorescencie.

Obr. 13 Fluorescencie polyamidu (umiestneny pozdiz suradnice OX) a polypropylénu

(umiestneny pozdiz suradnice OY), snimky ziskané v Giplnej tme.

C. Zmes polyestru, hodvibu, polyamidu a viskézy v pozdifnom reze
Na obr. 14 su viditelné Styri druhy vladkien, rozliSuju sa svojou intenzitou
autofluorescencie. Tym, ze vlakna boli naskladané na seba, zaostrenie na vSetky vlakna

nebolo mozne. Najvicsiu intenzitu autofluorescencie mal prirodny hodvab, potom

polyester, a najmensiu polyamid.
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Polyester

Viskoza

N Polyamid

Hodvab

b)

Obr. 14 a) Fluorescen¢né zmesi vlakien, b) Nazorné umiestnenie vlakien

Na zéklade pozorovania vzorkou zmesi vldkien v pozdiznom pohlade ponukal
sa nasledujuci zaver: intenzita fluorescencného ziarenia vldkien na snimkach bola
viditeI'ne odliSna. MézZe sa zdat’, ze intenzita fluorescencie u vlakien, ktoré su blizSie
k objektivu maji vysSiu intenzitu. A vSak s ohladom na zanedbatelni vzdialenost’
medzi vlaknami ( radové st to pm) pozdiz stradnice OZ, sa da predpokladat’, ze
poradie vlakien v preparatu nebude mat’ vel’ky vplyv na intenzitu fluorescencie vlakien.

Napriek tomu, to by stalo za d’alSie Stadium.

8.1.3.2 Pozorovanie fluorescencie v priecnom reze vlakien

V tejto podkapitole su predstavené vysledky pozorovania fluorescencie zmesi
vldkien v priecnom reze, viz. Priloha 3. Cielom bolo zistit' rozdiely v intenzite
fluorescenciu skiimanych vlékien.

Zmes baviny a viny:

Prva zmes pre pozorovanie v priecnom reze bola pripravena z baviny a viny.
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Obr. 15 Bavlna a vina typu Merino a) v prechadzajucom b) UV svetle

Bavlna tym ze méa malu jemnost’ nieje vel'mi dobre rozoznatel'nd, v preparatu je
umiestnend na krajoch rezu, v centralnej Casti preparatu je zrejme vinené vlakno. Na
Obr. 15 b bolo vidiet, ze vlna (konkrétne Merino) ma vysSiu intenzitu prijimania
modrého spektra.

Zmes I'anu a polyakrilnitrilu:

Obr. 16 Lan a polyakrilnitril a) v prechadzajucom b) UV svetle

Bola vel'mi dobré identifikacia vlékien, ako vidime polyakrilnitril prijima v UV
svetle viac modreho spektra, 'an sa nachadza na hranici modrého spektra. Viz. obr. 16 b

da sa predpokladat’, ze intenzita fluorescencie by bola véc¢sia v zelenom spektru
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Zmes polyesteru a polyamidu:

! ; e
Obr. 17 Polyester a polyamid a) v prechadzajicom b) UV svetle

U tohto vzorku rozdiely vo fluorescencie su nepatrné, v praxi by bolo vel'mi
zlozité identifikovat tieto druhy vldkennej suroviny vo zmesi. Napriek tomu, intenzita
fluorescencie polyesterovych vldkien (tmava oblast na Obr. 17 b) bola o nieCo vyssia

ako u polyamidovych vlakien.

Zmes viskozi a polypropylenu:

Obr. 18 Viskoza a polypropylén a) v prechadzajucom b) UV svetle

Ako je vidiet’ na Obr. 18 b intenzita autofluorescencie viskozi bola patrna, ked’

polypropylén nevykazuje Zziadnu fluorescenciu. D& sa predpokladat, Ze emisia

Identifikacia textilnych vlakien pomocou fluorescencie 34



'i Fakulta textilna Technicka univerzita v Liberci

polypropylénu je niekde skor v oblasti zelené¢ho spektra viditelného, ako modrého
spektra.

Po dokonéeni pozoravani vzorkou v prie¢nom a pozdiZznom reze bolo dospeno
k zaveru, ze identifikécia textilnych vlakien podl'a ich intenzity autofluorescencie bpda
moznd, ale bohuzial jeden fluorescencny filter pre tito tlohu nieje dostacujici. Bolo
zistené, ze niektoré vldkna sa prejavovali, ze nie su autofluorescencné, ale to
neznamenda, Ze nemaju ziadnu autofluorescenciu. Dévodom moédze byt, Ze nebol
fluorescen¢ny filter vo vhodnej spektralnej oblasti. Srovnavanie intenzity
autofluorescencie nebolo taktiez mozné uskutocnit’ za podmienok, ktoré boli uvedené
v kapitole 8.1.1 tzn. Ze mikroskop bude umiestneny v rovnakej laboratorii, tzn. Ze
svetelné podmienky budu sa stile menit. Preto kamera nevytvara redlne snimky viz.

Priloha 3, ale stale sa prisposobuje okolnym svetelnym podmienkam.

8.1.4 Porovnavanie fluorescencie textilnych vliakien na mikroskopoch troma

a jednym fluorescenc¢nom filtrom

Pozorovanie fluorescencie textilnych vldkien na konfokdlnom mikroskopu
doplnen¢ho troma fluorescenénymi filtrami sa odohravalo v laboratorii konfokélnej
mikroskopie, Prirodovedeckej fakulte na Karlovej Univerzite.

Na tomto pracovisku boli skimane preparaty textilnych vldkien uvedenych
Tab. 5. Fluorescencia textilnych vlakien v pozdiznom a prieénom smeru boli
zaznamenané pre kazdu spektralnu oblast’ zvlast, potom obrazky boli zlozené do
jedného vysledného. U preparatov s pozdiznymi pohladmi bola vyuZitd imerzia

(destilovana voda), priecne rezy vlakien boli pozorované ,,na sucho* viz. priloha 5.

Tab. 5 Skiimané vzorky syntetickych a prirodnych vlakien

Syntetické vlakna Prirodné vlakna
Polyamid Bavlna
Polypropylén Vlna

Polyester
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Fluorescencia Baviny

Obr. 19 Fluorescencia baviny a) pouzitie troch fluorescencnych filtrov (zvécsenie objektivu

50x), b) pouzitie jedného fluorescenéného filtru (zvacsenie objektivu 20x)

Bolo pozorované, ze bavlna bola autofluorescen¢nd. Tym, ze sa nachadza
na rozpiti zeleného a modrého spektra ako je vidiet’ viz. obr. 19 a, mikroskop s jednym

fluorescenénym filtrom nebol schopny zaznamenat’ intenzivnu autofluorescenciu.

Fluorescencia Polyamidu

Obr. 20 Fluorescencia polyamidu a) pouzitie troch fluorescenc¢nych filtrov (zvacsenie objektivu

50x), b) pouzitie jedného fluorescencného filtru (zviacsenie objektivu 20x)

Bolo pozorované, ze polyamid v UV svetle sa nachadza v rozpéti zeleného
amodrého spektra viz. obr. 20 a. Intenzita zeleného spektra bola vysSia. Snimka
vytvorena na mikroskopu s jednym fluorescenénym filtrom preukazuje nizku intenzitu

fluorescencie v modrom spektru.
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Fluorescencia Polypropylénu

Obr. 21 Fluorescencia polypropylénu a) pouzitie troch fluorescencnych filtrov (zvicsenie

objektivu 50x), b) pouzitie jedného fluorescen¢ného filtru (zva¢senie objektivu 20x)

U polypropylénu bolo vidiet’ lokalnu fluorescenciu v zelenej spektralnej oblasti
viz. Obr. 21 a, Cervené a modré spektra boli velmi slabé. Dalo by sa povedat, ze

polypropylén nema svoju autofluorescenciu.

Fluorescencia Polyestru

Obr. 22 Fluorescencia polyestru a) pouzitie troch fluorescenénych filtrov (zvacSenie objektivu

50x), b) pouzitie jedného fluorescencného filtru (zvicsenie objektivu 20x)

U polyesteru bolo vidiet, ze mé intenzivnu fluorescenciu v modrej spektralnej
oblasti viz. obr. 22 a, b. Kjeho identifikacii staCil mikroskop iba s jednym

fluorescen¢nym filtrom.
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Fluorescencia Viny

Obr. 23 Fluorescencia viny a) pouzitie troch fluorescencnych filtrov (zvéacSenie objektivu 50x),

b) pouzitie jedného fluorescencného filtru (zvaésenie objektivu 20x)

U vlny bolo vidiet’ prelinanie modrého a zeleného spektra viz. obr. 23 a.

Fluorescencia zmesi vidakien

Obr. 24 Fluorescencia polypropylénu (umiestneny pozdiz suradnice OY) a polyamidu

(umiestneny pozdiz suradnice OX) a) pouzitie troch fluorescenénych filtrov (zviésenie

objektivu 50x), b) pouzitie jedného fluorescencného filtru (zvacsenie objektivu 20x)

Ako je vidiet zmesi dvoch typov vldkien je mozné s dostatocne velkou
presnost'ou identifikovat’, ale iba s pouzitim mikroskopu s troma fluorescenénymi
filtrami, umoznujucich pozorovat fluorescenciu vo viacerych spektralnych oblasti

viditeI'ného svetla.
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Po dokonceni pozorovania vzorkou (viz. Priloha 5) bolo dospené k zaveru, ze
z tychto prikladov vzoriek boli zistené nedostacujlice pozorovacie schopnosti
u mikroskopu s jednym spektrom. Pouzivanie imerznej kvapaliny u vzorkou s vyuzitim
troch spektier mala nepriaznivé U¢inky na zaostrovanie vldkien, voda rozplyvala
fluorescenciu do okolia bol vytvoreny tzv. povlak. VSetky snimky boli vytvorené
v tmavom prostredi laboratorii, svetelné podmienky boli nemenitelné, preto

nedochadzalo k zmenam.

9. Diskusia

V dnesnej dobe sa stale vyuzivaji nové techniky a metody, ktoré sa stale menia
a zdokonaluja. To ma aj za nasledok vyuzitie mikroskopu s UV svetlom pri
identifikacii textilnych vlékien.

Cielom tejto bakaldrskej praci bolo zistit' odpovede na jednotlivé otazky. Maju
zvolené textilné vldkna autofluorescenciu? Je rozdiel autofluorescencie vldkien s/bez
pouzitim imerzie? Ma nejaky vplyv okolité svetelné prostredie na fluorescenciu?
A hlavnym cielom bolo ur¢it' ¢i je mozné textilné vldkna pomocou fluorescencie
identifikovat'.

V prvej casti bakaldrskej praci snahou bolo vysvetlit pojem fluorescencia.
Hrladanie vhodnych informécii, ktoré by mohli pomdct’ k samostatnému vyskumu,
vyuzitie fluorescencie, vyskumy s textilnymi vldknami, moznost’ zvySovania
fluorescencie.

V druhej Casti zdmerom bol samostatny priebeh experimentu. Ako prvé bolo
zhotovenie preparatov v pozdiznom smere vybranych syntetickych vlakien (viz. tab. 4).
Tieto vladkna boli skimané v ,,suchom* prostredi, ¢ize bez vyuzitia kvapaliny a taktiez
vladkna v imerzii, kde bola vyuzita iba destilovana voda. Dévod preco boli pozorované
vldkna ,,na sucho* je fakt, ze vldkna v priecnom smere st bez imerzii. Pre lepSiu
identifikaciu boli vlakna pozorované v prechadzajucom svetle, z dovodu identifikacii
vlakien, najdenie réznych nerovnosti, ktoré by mohli zmenit’ autofluorescenciu vlakien.
Dal§im krokom nasledovalo 3tadium textilnych vlakien pod UV svetlom. V#&sina
textilnych vldkien sa javili ako autofluorescencné. Po preskiimani vSetkych preparatov

,» ha sucho“ a v imerzii bolo dospené k zaveru, ze syntetick¢é vldkna su
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autofluorescen¢né, ale menia svoju intenzitu v zavislosti na vplyvu kvapaliny. Napr.
polyamidové vldkna pri pouziti kvapaliny mali zvySeni intenzitu fluorescencie.
Z dovodu zmeny intenzity fluorescencie u d’alSich pozorovani boli pouzivané preparaty
,ha sucho®. Pre potvrdenie tohto zaveru boli realizované vzorky z prirodnych vlakien
ato z bavlny, viskozy, l'anu a viny. U tychto prirodnych vlakien bola zistena taktiez
autofluorescenciu. Zaujimavym vysledkom bola bavlna, ktora ,na sucho* pod UV
svetlom mala vysoku fluorescenciu, ale naopak v imerzii mala znizentu fluorescenciu.
U ostatnych prirodnych vlakien nebol pozorovany vel’ky rozdiel.

Po ziskanych snimkach boli vlakna rozdelené podla intenzity autofluorescencie
(viz. kapitola 8.12). Uplni1 autofluorescenciu zo syntetickych vldkien ma polyester a z
prirodnych vldkien su viskoza, vlna, konopy, juta, hodvab a bavlna. Naopak bez
autofluorescencie je polypropylén.

Dal$im pozorovanim boli zmesi vlékien. Vzorky v pozdiznom smere boli
vyhotovené na zéklade intenzity jednotlivych typov vlakien, ktoré boli dané do kriza.
Bolo presne stanovené aké vldkno sa bude nachidzat’ na ose OX a OY. Bolo to
z dovodu lepSej orientacie vo vzorku a taktieZ zameranie sa na rozdiely v identifikacii
jednotlivych vlakien. Taktiez boli vyhotovené vzorky v priecnom smere v dosticke (viz.
kapitola 8.13). Na zaver bol vytvoreny preparat zo Styroch druhov vlakien (viz. obr. 14)
kde snahou bolo porovndvanie intenzity autofluorescencie a popripade ¢i budi mat’ na
seba vplyvy fluorescencie jednotlivych vlakien. Najvacsiu intenzitu fluorescencie mala
hodvab, polyester, visk6za a najmensSiu ma polyamid. Tato intenzita mohla byt’ taktiez
ovplyvnena umiestnenim vldkna v preparatu (vySka jeho umiestnenia), tzn. zalezi ¢i je
umiestneny v hornej alebo dolnej Casti preparatu. Ale to by bolo nutné preskiimat’.

Posledné pozorovanie fluorescencie u textilnych vlakien prebiehalo za pouzitia
konfokalneho mikroskopu umiestneného na Prirodovedeckej fakulty na Karlove;j
univerzite pod dohladom doc. J. Cernym. Boli skiimané vybrané vzorky (viz. tab. 5)
v pozdiznom smere. Cielom tohto pozorovania bolo zistit' rozdiely u pozorovanych
textilnych vlakien s vyuzitim troma a jednym fluorescenénym filtrom. Boli viditeI'ne
rozdiely ato: vzorky, ktoré mali slabt alebo Zziadnu fluorescenciu pod mikroskop
s jednym fluorescenénym filtrom, mali vyraznejSiu fluorescenciu v inych farebnych

spektrach (Cerveny, zeleny) pozorované pod konfokalnym mikroskopom.
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Pocas pozorovania doslo k zaveru, ze intenzita svetelnych okolnych podmienok
ovplyviiuje konecny vysledok snimku. V pripade zhotovenia obrazku vlakien v UV
svetle sa voli automatické nastavenie expozic¢nej doby, trvanie ktoré sa meni samovol'ne
v zavislosti na okolnych svetelnych podmienkach. Preto preparaty boli pozorované pri
dennych okolitych svetelnych podmienkach a pozorovanie v neskorych odpolednych
hodinach. Z dévodu, ze mikroskop sa nemohol presunit do tmavej miestnosti, toto
pozorovanie sa uskutoc¢nilo vo vecernych hodinéach v laboratérii. Po preskiimani snimok
vytvorenych pocas diia a vecernych hodindch bolo dospené k zéveru, Ze intenzita
fluorescencia sa neda presne stanovat’ pri meniacich sa okolitych dennych svetelnych
podmienkach, tzn. Ze mikroskop stéle sa prisposobuje a snimky nie st redlne. Preto by
som odporucila presuniit’ mikroskop do tmavej miestnosti.

Zaver diskusie

K definovanym cielom tejto bakalarskej prace bolo ¢i podla intenzity
fluorescencie sa da identifikovat textilné vlakna. Identifikacia pomocou fluorescencie je
moznd, ale musia sa rie$it’ nasledujuce problémy:

» Zaistenie stalych svetelnych okolnych podmienok v laboratorii
» Doplnenie fluorescencného mikroskopu oradu fluorescencnych filtrov,
konkrétne o zelené a Cervené spektrum

» Sposob pripravy preparatu rovnaky v pozdlznom a prie¢nom rezu, bez imerzie
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Zaver

Samostatnd textilnd veda je rozmanita a vzdy je moznost’ objavit’ nie¢o nové,
zaujimavé, doteraz nepreskimané. Sluzi k tomu vyuzitie novych technik a metod
napr. modernejSie mikroskopy, ktoré nam napomahaj k dosiahnutiu vytyceného ciela.

Predkladana bakalarska praca je pociatoénym vyskumom, v ktorej bola vyuzita
fluorescencia pre identifikaciu textilnych vlakien. Doposial’ fluorescencia bola
vyuzivana predovsetkym v biologii, archeoldgii a kriminalistike.

Pocas experimentu bolo zistenie fluorescencie pri vyskumu textilnych vlékien.
U vybranych textilnych vldkien bola zistena rozdielna intenzita autofluorescencia. Pri
vyskumu sa dozvedame u skimanych textilnych vlakien, ze pre lepsiu identifikaciu
s vyuzitim fluorescencie je vhodné ,suché prostredie tzn. bez imerzii. Dal§im
poznatkom, ktoré by bolo vhodné uskutoc¢nit’ je umiestenie mikroskopu do tmavej
miestnosti a tym snimky textilnych vlakien boli by zhotovené pri rovnakych nemennych
okolnych svetelnych podmienkach. Zo zistenych vysledkov je zrejmé, ze okolné
svetelné podmienky maju vplyv na intenzitu autofluorescencie vlakien.

Na zaver experimentu mozno konStatovat, Zze mikroskop s UV svetlom
a vyuzitim pozorovania fluorescencie je vhodny k rozSirovani znalosti o textilnych
vldknach aich identifikdciu. Aby bolo mozné vyuzit' vlastnosti tohto mikroskopu
v plnom rozsahu pre skiimanie textilnych vlakien, bolo by vhodné zvysit’ pocet spektier
tzv. ,kociek”. Tym by bola dosiahnutd nie len dokonalejSia identifikécia textilnych

vlakien.
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Zoznam priloh

Priloha 1 Textilné vlakna snimané v prechddzajicom svetle

Priloha 2 Fluorescencia textilnych vlakien (pozdizny rez)

Priloha 3 Vlékna v priecnom rezu

Priloha 4 Vldkna pri odlisnych okolnych podmienkach

Priloha 5 Pozorovanie textilnych vldken v UV svetle pri pouziti troch fluorescenénych
filtrov (pre modry, zeleny a Cerveny spektra) alebo iba jedného (pre modry spektrum)

Priloha 6 Webova stranka Fluorophores.org

Priloha 1 Textilné vlakna snimané v prechadzajicom svetle

Typ vlakna
,,na sucho* %\

. // \ —_—
Polyamid e T —
matovany

v imerzii
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,,na sucho*

Polyamid

leskly
v imerzii
,,ha sucho*
Polyester
v imerzii
,,na sucho*
Polyakrylnitri
1
v imerzii

Identifikécia textilnych vlakien pomocou fluorescencie



'i Fakulta textilna Technicka univerzita v Liberci

,,ha sucho*
Polypropylén

v imerzii

,,ha sucho*
Bavlna

v imerzii

,,ha sucho*
Viskéza
leskla

v imerzii
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,,a Sucho“
Viskoza
matovana
v imerzii
,,a Sucho“
Len
v imerzii
Len
. 7 (13
kotonizovany | »1@ sucho
Kono
Py ,,ha sucho*
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Juta
,,ha sucho*
Hodvab «
,,ha sucho
Vlna Merino «
,,ha sucho
,,ha sucho*
Vlna
Krizenecka
v imerzii
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Priloha 2 Fluorescencia textilnych vlakien (pozdizny rez)

Typ vlakna
,,ha sucho*
Polyamid
matovany
v imerzii
,,ha sucho*
Polyamid
leskly
v imerzii
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,,ha sucho*
Polyester

v imerzii

,,ha sucho*
Polyakrylnitril

v imerzii

,,na sucho*
Polypropylén

v imerzii
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,,ha sucho*
Bavlna
v imerzii
,,na sucho*
Viskoza
leskla
v imerzii
,,ha sucho*
Viskoza
matovana
v imerzii
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o -
Len
v imerzii
Len
. , (13
kotonizovany | »ha sucho
Kono
Py ,,ha sucho*
Juta
,,ha sucho*
Hodvab «
,,ha sucho
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Vlna Merino «
,,ha sucho
,,na sucho*

Vlna

KriZzenecka
v imerzii
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Priloha 3 Vlékna v priecnom rezu

Typ vlékien

Prechadza -

juce svetlo

Rez bavinou
a vlnou

Merino
Bavina

UV svetlo
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Prechadza -
juce
svetlom
Rez 'anom
a polyakrylni-
trilom
UV svetlo
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Rez
polyestrom a

polyamidom

Prechédza -

juce svetlo

Polyester

UV svetlo
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Prechadza -

juce svetlo

Rez viskdzou

a polypropylé-

nom

UV svetlo
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Bavlna UV svetlo
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Priloha 4 Vldkna pri odlisnych okolnych podmienkach

Typ vlakna Okolné svetelné podmienky Okolné tmavé podmienky

Lan a Hodvab

Lan

Hodvab

Polypropylén a
Polyamid
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Polypropylén

Polyamid

Okolné svetelné podmienky

Polyamid
Polyester
Hodvab

Viskoza
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Okolné tmavé podmienky

Polyamid a
Polyester a
Hodvab a

Viskoza
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Priloha 5 Pozorovanie textilnych vldken v UV svetle pri pouziti troch fluorescencnych

filtrov (pre modry, zeleny a Cerveny spektra) alebo iba jedného (pre modry spektrum)

Typ vldkien

UV svetlo
s pouzitim

tri spektier

bavlna

UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra

UV svetlo
s pouzitim

tri spektier

vlna

UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra
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UV svetlo
s pouzitim

tri spektier

polyamid

UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra

UV svetlo
s pouzitim

tri spektier

polypropylén

UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra
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UV svetlo
s pouzitim

tri spektier

polyester
UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra
UV svetlo
s pouzitim
tri spektier
polyamid
0s X +
polypropylén
0sy

UV svetlo
s pouzitim
jedného
spektra
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Priloha 6 Webova stranka Fluorophores.org
2vuip  Database of Fluorescent Dyes
F ,uom@&@@"’u@iﬁg Properties and Applications #IH.
Gz Urwienityof Technalogy
Seath | Browse  Submil | Regster | Hep | User || Conlact| About | Links
o Bwe

Excitation  Emission
maK: mag:

C V- v- M= [ st Sl

Application: Dye Classes:

Faund Entries in the Database

Substance Name Solvent pH  Excitation max: Emission max:

Hrrma | Boarch | Brweea | Qukmit | Ramictor | Haln |1 leor | Pantart | Rhaot | inke
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