Metody chemického vyzkumu
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Fluorescencni spektroskopie

Fluorescence a dal$i luminiscenéni spektroskopie
Doba Zivota, kvantovy vytézek

Intenzita fluorescence, zhaSeni a samozhaseni
Spektra excitacni a emisni

Spektrometr a postup méreni

Kvazi¢arova fluorescence a fluorescence v pevné fazi
Aplikace

Spojeni se separa¢nimi technikami

Luminiscence

Pro zajemce podrobnéji:

Petr Taborsky, Jan Preisler
Molekulova luminiscence

Molekulova luminiscendéni
spektroskopie

« Luminiscence je jev, pfi kterém molekula absorbuje energii
(napf. ve formé fotonu) a nasledné ji vyzafi ve formé svétla

* Molekulova luminiscenéni spektroskopie je vyznamna
analytickd metoda (nizké detekéni meze, selektivita)

* Fluorofor ... skupina v molekule zodpovédna za luminiscenci se
nazyva luminofor (fluorescence - fluorofor)

Klasifikace luminiscence

... podle zdroje excitacni energie:
« fotoluminiscence
« chemiluminiscence
« bioluminiscence
« elektroluminiscence

Jablonského diagram

vibraéni relaxace

S, ; fluorescence
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vnéjsi
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radiacni pfechody (s ucasti fotonu)
............ neradia¢ni pfechody (bez tcasti fotonu)

Franck-Condonav princip

Zarivé prechody: prechod elektronu

je podstatné rychlejsi nez pohyb ‘
jader

V okamziku vybuzeni ma molekula
v excitovaném stavu stejnou pozici
a moment atomovych jader jako ve
stavu zakladnim

Excitovana molekula ma vyssi
energii, nez zakladni usporadani,
do kterého molekula pfechazi
dodate¢né

K luminiscenci dochazi ze
zékladniho usporadani




Radiacni (zafiva) deexcitace

Fluorescence

1. Po absorpci zareni prechazi elektron na jednu z vibra¢nich hladin
stavu excitovaného stavu (Sy—S))

2. Vibraéni relaxace a vnitfnimi konverze (pfechody v ramci hladin S az
nas,;)

3. Zarivy prechod na jednu z vibracnich hladin zakladniho stavu (S;— Sy)

Fosforescence

1. Elektron pfechazi z nejnizsi vibracni hladiny excitovaného stavu na
tripletovou hladinu (S;—T;)

2. Vibraénimi relaxacemi pfechazi na nejnizsi hladinu T,

3. Zafivy prechod na jednu z vibracnich hladin zakladniho stavu (S).

Zakazany prechod ... musi dojit ke zméné spinu, aby byl dodrzen
Pauliho princip = nizka pravdépodobnost pfechodu a delsi ¢as
vyhasinani. 7

Neradia¢ni (nezafiva) deexcitace

Vibracéni relaxace

Po excitaci na jednu z vibraénich hladin (v,,) excitovaného stavu (S,)
dochazi postupné k pfechodu na nizsi vibraéni hladiny téhoz
excitovaného stavu. Energie se rozptyli v okoli (solvent).

Vnitini konverze

Nezarivy pfechod mezi stavy o stejné multiplicité; typicky S,—S,.1;
pravdépodobnostvzrusta pfi prekryvu danych vibra¢nich hladin obou
stavd.

Mezisystémovy prechod

Elektron muze prejit do jedné z vibracnich hladin tripletového stavu o
podobné energii (S—T;). Pfimy prechod (S,—T,) absorpci fotonu je
nepravdépodobny (nutnd zména spinu).

NeradiaCni (nezafiva) deexcitace

Vnéjsi konverze

Prenos energie do okolni — solvent, rozpusténé latky, krystalova mfizka.
Souvisi se zhasenim fluorescence.

Casové relace

Absorpce ~1015s (~perioda fotonu)
Vibraéni relaxace 101t - 101°s
postupny prechod (Av = 1), perioda vibra¢niho pohybu ~1013 s

Vnitfni konverze ~10%2s
pravdépodobnost vzrista pfi prekryvu vibracnich hladin singlett

Fluorescence 1010 -10°%s
obvykle z nulového vibraéniho pasu excitovaného singletu

Vnéjsi konverze
energie predana okoli (solvent aj.)

Fosforescence 104 -10*s
zakazany pfechod (zména stavu spinu)
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Emisni a excitani spektra

* Emisni spektrum

zavislost intenzity luminiscence na vinové délce; A.=konst.

» Excitacni spektrum (aktivacni, absorpéni)

zavislost absorpce luminoforu (fluoroforu) na vinové délce, A,,=konst.

— Emission
— Excitation

IF (a.u.)

Wavelength (nm) (rhodamin B)
1

Emisni a excita¢ni spektra

Stokesuv posun
Rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitacniho maxima (nm).

Antistokestiv posun
Ve vzacnych pfipadech mulze byt emisni maximum pfi krat$i vinové
délce nez excitani maximum

Nejvyssi vytézek fluorescence: excitace pfi Aex max

Fluorescenéni zafeni byva posunuto k delSim vinovym délkam v
disledku ztraty casti energie konverzemi

U fosforescenénich spekter je posun k del§im vinovym délkam jesté

vyraznéjsi; prechod T,—S, je spojen s mensim rozdilem energie
nez prechod z S,-S,
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Emisni a excitani spektra

Zrcadlové pravidlo
emisni a excitaéni spektra organickych latek maji podobny tvar, ale
jsou zpravidla zrcadlové obracené

Vaviloviv postulat

Tvar emisniho spektra neni ovlivnén vinovou délkou excitace a Ize
excitovat zafenim s kteroukoli vinovou délkou z excitaniho
spektra.

Aditivita spekter
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Zrcadlové pravidlo
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Fluorescence a fosforescence
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Aditivita spekter

Fluareseence
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Zakladni vztahy

A=cxe =log (l,/1) (Lambert-Beertv zakon)

A — absorbance, ¢ — koncentrace, ¢ — absorbéni koeficient, x — tloustka
kyvety, |, — svételny tok dopadajici na vzorek, | - svételny tok prosly
vzorkem

Ie= k gl (1-10°%¢)

I — fluorescence (fotony/s), k — podil emitovanych fotond, které dorazi
na detektor, ¢— vytézek fluorescence

l-~k¢l,23cxe

zjednodu$eny vztah pro nizké koncentrace
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VytéZek luminiscence
34,

rad

- Zkfad + anrad

A= Nem/Naps = lem/lans = lem/(lo-1) h<l

Kvantovy vytézek 0]

Energeticky vytézek
o= Ecn/Eaps = Nven/h v, ¢ < ¢ (Stokeslv posun)
pocet fotonll za sekundu

svételny tok (emitovany, absorbovany)

energie

frekvence fotonu

rychlostni konstanty

~<m~— z
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Stanoveni kvantoveho vytéZzku

« fluorescenéni standard musi mit absorpéni a fluorescenéni
maximum blizké latce, jejiz kvantovy vytéZek stanovujeme

« fluorescenéni standardy:

— roztoky
chinin bisulfat (250nm/450nm)
naftalén (290nm/330nm)
ovalén (342nm/482nm)
fluorescein (488nm/503nm)
rhodamin B (562nm/573nm)

— hranoly

[~

A
Po= a0
st X

~
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Vyhasinani luminiscence

I

Ie
e

T t

Ubytek fluorescence: -dl/dt = ke I
Exponencidlni pribéh vyhasinani fluorescence: I = I, e~Y*

Doba zivota (luminescence lifetime): 7= 1/ k¢
... doba potfebna k poklesu fluorescence na hodnotu Igq/e

Casové rozli$ena (time-resolved) luminiscence
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Casové rozlisena luminiscence

Vyhodnoceni

« polo¢as vyhasinani luminiscence (luminescence life-time), 7,
nebo 7 - pokles na % nebo 1/e po¢atecni intenzity, nejlépe z log
zavislosti

« time-gated fluorescence (integrace signalu v definovaném
iontervalu) — rozliSeni mezi analyty s rtiznou dobou vyhasinani

1881

4 20T

-0 ose odon adre
1.56-005 0.015

Tirma (sec)
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Struktura latek a luminiscence:
typy luminiscenénich pfechodu

organické luminofory — typické luminiscenéni prechody jsou hlavné:
T— 1t

n— n*

anorganické luminofory

a) prechody mezi energetickymi hladinami ligandu

b) prechody mezi energetickymi hladinami kovu (d-d, f-f)
c) kov iligand (,charge transfer pfechody)
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Luminiscence organickych
molekul — obecna pravidla

« podminkou fotoluminiscence je absorbce

« intenzita luminiscence a posun emise k vy$§im vinovym délkam
roste s poétem konjugovanych aromatickych kruht (hyperchromni a
bathochromni posun)

 heteroatomy v aromatickém kruhu - vy$$i intenzita luminiscence a
posun emise k vy$§im vinovym délkam

+ heteroatomy mimo aromaticky kruhu - vy$si intenzita luminiscence a
posun emise k vy$$im vinovym délkam (ale méné, nez u
heteroatom® v arom. kruhu)

« stabilizace molekuly do planarni konfigurace pfispiva k zvySeni
intenzity luminiscence
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Luminiscence organickych molekul —
obecna pravidla

1. Nasycené uhlovodiky (bez = ¢i n e) obvykle nefluoreskuiji

2. Nearomatické uhlovodiky s nékolika dvojnymi vazbami
fluoreskuji zfidka. Slouceniny s vysoce konjugovanymi dvojnymi
vazbami, napf. karoteny, vykazuji fluorescenci

3. Aromatické uhlovodiky fluoreskuji (n-m*). Pravdépodobnost
fosforescence vzrusta s vyskytem n e pfip. substituentu.

4. Fosforescence podporena v aromatickych molekulach
pfitomnosti karbonylové skupiny nebo heteroatoml (n-m*).
Vysledna zvySena pravdépodobnost pfechodu mezi systémy
obvykle snizuje intenzitu fluorescence.

5. Substituenty na aromatikém kruhu ovliviuji hladinu nejnizSiho
excitovaného stavu a mohou dramaticky zvysit kvantové
vytézky a emisni vinové délky (Cerveny, bathochromni posun).
Donory e-, napf —OH, zvysuji fluo. vytézek, akceptory jej snizuji.
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Luminiscence organickych molekul —
obecna pravidla

6. Vliv vnitfniho tézkého atomu — vliv halidovych substituentt:
podpora pfechodu mezi systémy, S<T.

7. S rostouci velikosti a konjugovanosti aromatického systému
roste kvantovy vytézek fluorescence, klesa vytézek
fosforescence.

8. Luminiscence je typicka pro molekuly s planarni strukturou,
které jsou charakteristické vysokou konjugaci e a slabymi
interakcemi s rozpoustédly.

9. Fluorescence z atomu kovu se obvykle vyskytuje v rigidnich
organometalickych komplexech, samotny ligand nemusi
fluoreskovat. Kromé piechodu v ligandech se na vzniku
fluorescence mohou podilet d e~ a f e (prvky vzacnych zemin).
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Struktura a luminiscence

Fuorane Biphanyl
o, o. OH 0, oH
LT LU
' CooH l cooH
Fluorescein Phenolphthalein

= < 1
0
1 N
@\Zn(\g
OH
Y.
arc

Fotolumioniscence aromatickych latek

Fluorescence ofdinear aromatics in EPA at 77K*
Compound @ A nm) A nm)
Benzenc | 7
0.11 s 8 0.26
Naphthalenc | 0.29 286
Anthracenc 1 0.46 363 100 0.0
Naphthacen, @) (@) 0.60 30 480
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Vliv nékterych substituentd
Effect of substituents on luminescence of aromatic compounds
Substituent

Alkyl Slight Increasc
Hydroxyl. methoxyl Increase Increase
Carboxyl, keto Large decrease Large increase
Nitro. nitroso Decreasc Increase
Primary, secondary, or Increase Increase

eruary aming
Sulfhydryl Decrease
Sulfonic acid Slight
Halogen Decrease Increase
Cyanide Increase

Effect on &, and &, relative

y the parent compoun

29
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Substituce aromatu skupinami
zvyS8ujicimi konjugaci
0. {0
kumarin
@ij $=0.0001
HO. 0. {0}
7-hydroxykumarin
vliv substituentii: CR; < CH; < SR < SH < NH, < OR < OH
28
Vliv vnitfniho téZzkého atomu
atom effect illustrated for 1-substituted naphthalenes®
30




Luminiscence — vliv prostiedi

Teplota
obvykle snizuje luminiscenci v disledku vy$$iho dynamického zhaseni

Solvent

viskozita — vy§§i viskozita = méné kolizi, zvySeni fluorescence

polarita a schopnost tvorby H mastku ovliviiuji povahu exc. stavu
napf pro n-n* je excitovany stav obvykle polarnéjsi a zvyseni polarity
solventu sniZuje energii exc. stavu vice nez energi stavu zakladniho, coz
vede kk(:ervene'mu posunu fluorescence. U pfechodu n-n* je tomu
naopak.

pH
fluorescence protonované a neprotonované formy se mohou vyrazné lisit
mezi pK, excitovaném a zakladnim stavu muze byt fadovy rozdil

Vliv externiho tézkého atomu
zvyseni fosforescence podporenim prechodl mezi systémy 31

Zhaseni luminiscence

Jevy vedouci k redukci intenzity luminiscence

1.  statické zhaseni - napf. nefluorescencni komplex, energii
absorbuje jina ¢ast molekuly atd.

2. dynamické (kolizni) zhaseni — srazka s molekulou zhasedla
(napf. solventu)

3. vnitiné-filtracni efekt (reabsorpce u molekul s malym
Stokesovym posunem)

4. fotovybélovani — degradace luminoforu vlivem svétla, kterym
excitujeme

5. koncentracni zhaseni (nelinearita pfi vy$Sich koncentracich)
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Instrumentace - fluorimetr

Fluorimetr

« méfeni celkové fluorescence

« kvantitativni analyza

« zdroj zareni: lampa nebo laser (vétsi citlivost stanoveni)

« misto monochromatoru((i) maze byt filtr

Spektrofluorimetr
« méfeni fluorescencnich (emisnich a excitacnich) spekter

« zdroj zareni: zpravidla lampa (moznost volby vinové délky
exc. zareni)

* mozné dalsi rezimy (synchronni sken, ¢asové zavisla fluo aj.)
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Méreni fotoluminiscence

Zdroj
lampa (Xe, deuteriova, atd.), laser
(rtzné typy), LED

Excitaéni monochromator (M1)
vybér excitaéni vinové délky, neni
nutny u laserového excita¢niho
zdroje

Emisni monochromator (M2):
vybér emisni vinové délky

W=

Vzorek

Detektor:
uhel nastaveni detektoru je
zpravidla 90°.
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Instrumentace

Menurkromitor

35

Zdroje excitatniho zareni

« Lampa
« Laser
< LED

36




Lampa

Typ

xenonova (200-1500nm, UV-Vis)
deuteriova (185-370 nm, hlavné UV oblast)
rtutova vybojka (253.4 nm a 302.6 nm)

Vyhody

zpravidla moznost vybéru z velkého rozmezi
vinovych délek a nizka cena

Typické spektrum lampy

iHine  hine  g-line
i =

h g
100 .' —
an
B0
E
Z @ 60
= 50
50—
= I
= = H
10— L Wi
S L L A VA
200 300 400 500 e00  FOO
Wawe length (nm)
EE(nm)
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Bézné lasery
Luser Souree Warelengeh (am)
Aa-on (s conled)
As-10m (full frame)
Ag-ica (Fall frxme, frequency dovbled)
543,594,602, 612, 833
w308
2
Niogen puasped dye (Rable) ..o 30950
ot saie
YAG (feqoeacy doabled) o 352
TAG (Fequency quadeupied) 6
Dhrode Insers
Seqoeacy doutied (LEBOS) ... 413
frequency doubled (KTP) Fen
fFrequency ipled (Né.doped YLiF) 349 %0

Nevyhody
slaby vykon (pfi vybrané vinové délice)
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Laser
Jako zdroje excitacniho zafeni Ize pouzit pulsni i kontinualni lasery
Vyhody
vysoky vykon pfi dané vinové délce
koherence
prostorové vlastnosti paprsku (zaostfeni, kompatibilita s
mikrometodami)
pulsni lasery pro studium asové zavislé fluorescence
Nevyhody
rel. vysoka cena
fixni excitacni vinova délka
Laditelné lasery
diskrétné a kontinualné laditelné lasery
39

« light-emitting diodes

« rozvoj CD, DVD, blue ray

* bézné vIR aVis, nyniiv UV

« pro fluorimetrii vhodné UV a Vis LED

+ Vis: 450 - 800

« UV:285-400

a1

« Filtr
* Hranol
- Mrfizka

Monochromatory

42




Detektory

Pozadavky
« vysoka citlivost
« Siroky dynamicky rozsah

Fotonasobi¢ (PMT)
Charge-Coupled Device (CCD)
Diode array (DA)
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Instrumentace pro ¢asoveé rozliSenou
luminiscenci

excitace zableskovou lampou
obvykle pro ¢asy del$i nez desitky mikrosekund (nejcastéji Xe lampa)

excitace pulsnim laserem

velmi kratké trvani pulsu
femtosekundové lasery (Heisenbergliv princip: Az vs. Av)
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Srovnani absorpéni a luminiscenéni
spektroskopie v oblasti UV-Vis

Spektroskopie v oblasti UV-Vis A=cxe =log(l, /)

Absorpcéni spektroskopie: méfeni poméru dvou svételnych toku
+ presnost (odolnost vici zménam abs. hodnoty svételného toku @)
- citlivost pfi (nepatrny rozdil mezi I/l pfi nizké koncentraci analytu)

Luminiscencni spektroskopie F~kol, 23cxe
Luminiscencni spektroskopie: méfeni vyzafené energie
+ vysoka citlivost pfi pouziti citlivého detektoru (i jednotlivé fotony)

- presnost (fluorescence je pfimo Umérna ecitacnimu svételnému toku (1,);
projevuje se u ni negativné kolisani excitacniho zdroje
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DalSi rezimy spektrofluorimetru

3D spektra

« emisni spektrum vs. excitacni

« emisni (resp. excitaéni spektrum) vs. ¢as

« vyhasinani luminescence vs. emisni spektrum

Synchronni sken

« Soucasny sken obou monochromatort

« Stokesuv posun je konstantni

« Stokesuv posun neni konstantni (jen specialni pfipady)
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Pfiklad: synchronni sken
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Ref: E. Sikorska, T. Gérecki, I. V. Khmelinskii, M. Sikorski and D. De Keukeleire, J. Inst. Brew. 110(4), 267
275, 2004
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Priklad 3D spektra:
Luminiscence lanthanoid
Th3*. Eudt. Dv3*. Sm3* a Gd3*

Fluorescence
7715
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Vyuziti luminiscence v chemickém vyzkumu

« stanoveni anorganickych a organickych sloucenin a bioslouc¢enin

+ stanoveni sloucenin s vlastni fluorescenci

« stanoveni anorganickych iontu a prvkl (tvorba chelatt s organickymi
&inidly)

« fluorimetricka indikace ekvivalenéniho bodu (stanoveni Ca2*, Ba?*,
Sr2* chelatometricky za pfitomnosti fluorexonu)

« fluorescenéni acidobazické indikatory: naftylamin (pH 3.4 — 4.8),
chininbissulfat (pH 3.0 — 5.0), akridin (pH 4.8 — 6.6)

+ oxidacné redukéni fluorescence: Hg?* oxiduje thiamin na thiochrom
(fluoreskuje)

« Siroka Skala biologickych aplikaci: informace o kvantité, strukture,
vzajemnych interakcich a lokalizaci
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Luminiscence lanthanoidu
pfiklad anorganické luminiscence

1rel crossing JAnténovy efekt‘ — ligand
n ; " p
Speroywenster absorbuje energii, ktera je
5 : % SD‘D prevedena na centraini iont,
£ E g ktery vyzafi kvantum
2 e energie
1E s

Charakteristické rysy luminiscence lanthanoidu:
« dlouhé €asy vyhasinani
« dlouhy Stokesuv posun

« ostré piky nalezici energetickym pfechodum mezi hladinami

Priklady stanoveni anorganickych iont

Chelating Agent

Metal lons

&hydrexyquinolina

AP, Ba2, Zr2-, Li+, Mg+ (and others)

flavonal Zr¥, st
banzoin 8072, Znt+
2,3,4,5,7-pentahydroxyflavone B
2-{o-hydroxyphenyl) benzoxazole Ca

OH HQ

aizarngametR  SOsN@
(@)

Y
om0
A
H N
S0;Na
fluoreseent complex

()

Stanoveni Al 3* fluorimetricky s alizarinem 51
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Pfiklady stanoveni anorganickych
iontd — fluorescence v pevné fazi
« fluorescence UO,?* v taveninach (NaF, KF, LiF aj.)
« luminiscence nosi¢l polovodi¢ového typu v pfitomnosti
aktivatord
nosi¢: CaO, CaSO,, NaF, CaCO;
aktivator: Sb, Bi, Tl, Sn, lanthanoidy
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Pfiklady luminiscencnich stanoveni — organické
latky a biomolekuly s vlastni fluorescenci

Class Compounds®

aromatic amino acids phenylalanine (F)
tyrosine (F)
tryptophan (F, P}
vitamins vitamin A (F)
vitamin B; (F)
wvitamin Bg (F)
vitamin Bz (F)
vitamin E (F)
folic acid (F)
catecholaminas dopamina (F)
norapinephrine (F)
pharmaceuticals and drugs quinine (F)
salicylic acid (F, P)
morphine (F)
barbiturates (F)
LSD (F)
codeine (P)
caffeine (P)
sulfanilamide (P)
enviranmental pollutants polyeyclic aromatic hydracarbons:
pyrene (F)
benzola]pyrena (F)
organathiophosphoreus pesticides (F)
carbamate insecticides (F)
DDT (F) 53

PFiklad organické luminiscence
kvazi¢arova molekulova fluorescence

Efekt Spolského

Jemna ,kvazi¢arova“ struktura fluorescencnich pasu pfi teplotach
<77K

Chrakteristické pro aromatické uhlovodiky rozpusténé napf. v
alkanech

Struktura ¢ar odrazi prostorové usporadani analytu v krystalové
mfizce rozpoustédla

Vyznam pro stanoveni smési (¢asto kancerogennich)
polyaromatickych uhlovodikt, LOD ~ 101! g
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Derivatizace

Vnitfni (nativni) x vnéjsi luminiscence - znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnitfni, nativni, pfirozené) luminiscence lze
derivatizovat luminiscenénimi zna¢kami/sondami

Detekce jednotlivych molekul a obsahu jednotlivych bunék
,single molecule/cell detection) .

- Rhodamin B (c =1x10?mol.I%)
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Vybér fluorescenénich znacek

Kritéria:

spektralni vlastnosti (excitace, emise, kvantovy vytézek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dal$i)

podminky reakce (pH, koncentrace...)

dalSi vlastnosti (acidobazicita, hydrofobicita ...)
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Fluorescencni znacky a sondy

fluorescencni znacky (fluorescent labels)

nevlastni (extrinsic fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym
biomolekulam (proteintim, peptidim, ligandim, oligonukleotidim a
jinym) vazou kovalentni vazbou

fluorescencni sondy (fluorescent probes)

nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktufe vazou
nekovalentné a ¢asto pfitom méni své fluorescenéni vlastnosti

Znacky a sondy jsou velmi dulezitymi nastroji predevsim v bioanalytice
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Pouziti luminiscenénich znacek

« analytické stanoveni (pfip. v kombinaci se sep. metodou)
« fluorescenéni mikroskopie, znaceni buriek a tkani

« fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

» méfeni vzdalenosti funkénich skupin (FRET)

« prutokova cytometrie

« fluorescenéni ,imunoassays*
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Vybér fluorescencni znacky —
spektralni vlastnosti
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Vybér fluorescencni znacky —
spektralni vlastnosti

RBITC

Analyt: peptidy, aminokyseliny, aminoslouceniny
Nd:YAG (x2): 532 nm rhodaminB isothiokyanat
Art: 488 nm fluorescein isothiokyanat
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Fluorescenéni znacky

« Klasifikace fluorescenénich znacek podle vazebného
mista biomolekuly:
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Vybér fluorescenéni znacky — vazebna
mista: amino-reaktivni znacky
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Vybér fluorescenéni znacky dle
vazebného mista: thiol-reaktivni znacky
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Fluorescencni imunoanalytické metody

* Fluorescence Immuno Assay (FIA)

» Fluorescence Polarization Immuno Assay (FPIA)

+ Time Resolved Fluorescence Immuno Assay (TR-FIA)
+ Elektroluminiscenéni, chemiluminiscence a dalsi

» Enzymatické metody s luminiscenéni detekci

» nahrada radioimuno technik s pfichodem levnych lasert a kvuli

vy$$i bezpecnosti
+ detekéni limity obou metod jsou srovnatelné (az 1012 g.I'1)
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Fluorescencni sondy pro NK

« Vizualizace a identifikace RNA a DNA

« RuUzné principy interakce, napf. ,vmezefeni* barviva do $roubovice
DNA (ethidium bromid)
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-
O ‘i"_zc"s (CHgh :; NIGH),

ethidium bromid akridinova oranz
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Nativni fluorescence peptidt a protein(

V peptidech a proteinech fluoreskuji zejména: W, Y a F.
W fluoreskuje nejvice, Y je nejpocetnéjsi, W mlze zhaset Y.
Excitace v oblasti UV, emise od 280 nm po 400 nm.

Dale mohou fluoreskovat riizné prostetické ¢asti proteint (napr.
kofaktory), ale mohou také zhaset...

o [e] o
‘ ‘ OH OH OH
NH NH, NH, HO NH,
tryptofan (W) fenylalanin (F) tyrosin (Y)
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Nativni fluorescence aminokyselin,
protein( a peptidu
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Nativni fluorescence peptidl a proteint

Unfolded (nesbaleny):
volna rotace, vice kolizi,
Vvétsi vliv polarnéjsiho

solventu Hydrophobic core exposed residue
Folded (fixni konformace):
méné kolizi, fluorescence je
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Green Fluorescent Protein (GFP)

Zelené fluoreskujici protein (GFP)- izolovan z
meduzy.

Fluorescence pochazi z konjugovaného systému
vzniklého cyklizaci vedlej$iho fetézce proteinu a
naslednou oxidaci sekvence Ser-Tyr-Gly. N

evcibzato (¥
GFP ma dva vyrazné excitaéni pasy (kolem 395a S o

475 nm) a maximum emise je 508 nm. V Zivém
organismu je energie ziskana chemickou reakci
(chemiluminiscence).

Po modifikaci DNA
mohou produkovat
GFP také jiné
organismy
(bakterie, musky,
sav¢i buriky...)

GFP, YFP a dalsi...

Wiovelength nm)

Wavelongih (nm}

Proteiny s vyraznou vlastni (vnitini) fluorescenci jsou vyuzivany:
« neinvazivni fluorescenéni ,marker” pfimo v Zivych burikach
« sledovani exprese genu

« interakce protein-protein

Spojeni separacnich technik
a fluorescence

Kolonové i planarni separacni techniky - HPLC, CE, ITP, 2D GE aj.

Laser vyhodny jako zdroj excitacniho zafeni zvlasté pro on-column
detekci u mikrokolonovych sep. technik

* LIF (laser induced fluorescence)

« kompatibilita laserového paprsku s mikrokolonovymi technikami
- dostate¢ny svételny tok i pfi rel. malém vykonu laseru (~mW)
- vy$§i toky zpUsobuji béleni

« pro danou tfidu analytd, resp. derivatd zvolen vhodny laser podle
vinové délky

« jednoducha sestava
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Pfiklad: schema sestavy CE LIF
skfif
laser

injekéni vialka

v karuselu

zci‘r(qjh stinitiko fotonasobi¢
vysokého
ynapén'_i_

mikroskopovy objektiv
na posuvném drzaku

—;lUdetektorové

vialka
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Konstrukce CE LIF

Vybér luminiscencniho barviva —
spektralni vlastnosti

I [an]
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CE LIF: velmi nizké detek&ni limity

I [a.u]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

t[s]

Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10'2 mol/l, excitace: 532 nm, 5 mW; emise: >
560 nm, kapilara: 50 mm i.d., 375 mm o.d., | = 30/37 cm, davkovani: U =5
kV, t;= 10 s nebo Ah = 2cm, t;= 30s, separace: 0,02 mol/l fosfat v 10%
MeOH, pH 10; U = 10 kV

LOD ~ 2 x 103 mol/l ... ~102 molekul
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LOD: srovnani s absorbanc¢ni detekci

oo

Absorbance, 540 nm

ooont

oo

oos

t(s)

Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10-° mol/l (pfi obdobném davkovani)
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Separace rhodaminovych barviv

Rhodamin B Rhodamin 6G

Separace rhodaminovych barviv
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Piky: 1,2 - Rh 123, 3- Rh 6G, 4 - Rh B e
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