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Spektroskopické metody - kontext

Doplňte údaje v p̌riložené tabulce:

Spektrálńı oblast Pozorovaný děj Př́ıklad metody

X-rays

UV-VIS

IR

MW

RW
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Spektroskopické metody - kontext

Doplňte údaje v p̌riložené tabulce:

Spektrálńı oblast Pozorovaný děj Př́ıklad metody

X-rays p̌rechody vniťrńıch e− absorpce, difrakce, SAXS

UV-VIS valenčńı e− absorpce,CD,luminiscence

IR molekulárńı vibrace IČ spektroskopie, Ramanův rozptyl

MW p̌rechody e− spinu, molekulárńı rotace EPR, rotačńı spektroskopie

RW p̌rechody jaderného spinu NMR

J. Novotný 17. ř́ıjna 2016 2 / 20



Energetický digram

Doplňte diagram a srovnejte děje podle parametr̊u v p̌riložené tabulce:

Děj časová škála k vs. kvib pǒrad́ı λmax

Absorpce

Fluorescence

Fosforescence
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Energetický digram

Doplňte diagram a srovnejte děje podle parametr̊u v p̌riložené tabulce:

Děj časová škála k vs. kvib pǒrad́ı λmax

Absorpce 10−15s > 1

Fluorescence 10−9s < 2

Fosforescence 100s < 3
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Úlohy na rozjezd - rozhodněte o pravdivosti následuj́ıćıch
tvrzeńı

1 Stabilizace excitovaného stavu vede k posunu absorpčńıho maxima k vyš̌śı
frekvenci.

2 Extinkčńı koeficient je úměrný p̌rechodovému integrálu, ploše chromoforu a
koncentraci detekované molekuly.

3 Elektronové p̌rechody zachovávaj́ıćı paritu jsou pro centrosymetrické
molekuly zakázané.

4 Hypochromńı posun znamená p̌rechod k nižš́ı hodnotě vlnové délky.
5 Ve spektru chlorofylu nalezneme dvě maxima: 450nm a 700nm.

6 Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidńı aromatické sloučeniny s
omezenou vibračńı svobodou.

7 Fosforescence označuje emisi fotonu ze stavu o multiplicitě jedna.
8 Rotačńı korelačńı čas je menš́ı pro objemněǰśı molekuly ve viskózněǰśım

prosťred́ı.
9 Př́ıčinou Stokesova posunu je nezá̌rivá vibračńı relaxace.

10 Doba života fluorescence záviśı nep̌ŕımo úměrně na sumě rychlostńıch
konstant zá̌rivých i nezá̌rivých děj̊u.
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koncentraci detekované molekuly.
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9 Př́ıčinou Stokesova posunu je nezá̌rivá vibračńı relaxace.
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koncentraci detekované molekuly.
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Úlohy na rozjezd - rozhodněte o pravdivosti následuj́ıćıch
tvrzeńı
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tvrzeńı
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molekuly zakázané.
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frekvenci.
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Úloha 1

Ke strukturám uvedených látek p̌rǐrad’te název, biochemickou úlohu a typ
elektronového p̌rechodu:
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elektronového p̌rechodu:
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Úloha 2: Konjugace

Která z uvedených sloučenin bude absorbovat p̌ri vyš̌śı vlnové délce a proč?
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Úloha 2: Konjugace

Která z uvedených sloučenin bude absorbovat p̌ri vyš̌śı vlnové délce a proč?

S délkou konjugovaného systému klesá HOMO-LUMO gap a nar̊ustá λmax .
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Úloha 3: Vliv pH na absorpčńı spektrum

Pokuste se p̌rǐradit velikost extinkčńıho koeficientu a absorpčńıho maxima pro
tyrosin p̌ri pH < pKa a pH > pKa. Své tvrzeńı zd̊uvodněte.

A1, ε1 = 270nm, 1450
A2, ε2 = 287nm, 2600
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Pokuste se p̌rǐradit velikost extinkčńıho koeficientu a absorpčńıho maxima pro
tyrosin p̌ri pH < pKa a pH > pKa. Své tvrzeńı zd̊uvodněte.

A1, ε1 = 270nm, 1450 -OH ⇒ pH < pKa

A2, ε2 = 287nm, 2600 -O− ⇒ pH > pKa
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Úloha 4: Retinal

Na obrázku je znázorněna struktura zrakového pigmentu retinalu. Identifikujte
HOMO a LUMO orbitaly (levý sloupec). Pokuste se odhadnout jaky efekt má
vazba kvartérńıho duśıku na hodnotu λmax . Na základě analýzy diferenčńı
elektronové hustoty (pravý sloupec) ukažte orientaci tranzitńıho dipólového
momentu.

M. Mohseni, Y. Omar, G. S. Engel, M. B. Plenio: Quantum effects in biology
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Úloha 5: Lambert-Beer̊uv zákon

Molárńı extinkčńı koeficient roztoku p̌ri 540 nm je 268 dm3mol−1cm−1. Při
pr̊uchodu světla o uvedené vlnové délce roztokem o optické délce 7.5 mm
došlo k absorpci 52.3% intenzity. Jaká byla koncentrace rozpuštěné látky?

Řešeńı

A = log Iin
Iout

, A = ε.c .l

c =
log 1

0.477

ε.l = 0.321
298,0.75 = 1.6 mM
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došlo k absorpci 52.3% intenzity. Jaká byla koncentrace rozpuštěné látky?
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Úloha 6: Výpočet tranzitńıho momentu

Uvažme konjugovaný systém π-elektron̊u popsaný vlnovou funkćı částice v
jednorozměrné potenciálové jámě.A) Ukažte, jak se energie excitace měńı
s délkou jámy. B) Odvod’te analyticky i graficky, že pravděpodobnost
p̌rechodu n = 1→ 2 je nenulová na rozd́ıl od n = 1→ 3. Nápověda: Vlastńı
stacionárńı funkce elektronu v potenciálové jámě o délce L má tvar ψn = Asinπ.nL x

Řešeńı
A =

√
1/
∫ L

0 sin2 π.n
L

xdx =
√

2
L

En = A2
∫ L

0 sinπ.n
L

x
(
− ~2

2m
∂2

∂x2

)
sinπ.n

L
xdx =

~2

2m
π2n2

L2

∫ L
0 A2sinπ.n

L
xdx = ~2

2m
π2n2

L2

µ1→2 = eA2
∫ L

0 sinπ.1
L

x.x.sinπ.2
L

xdx = 1 g*u*u=g

µ1→2 = eA2
∫ L

0 sinπ.1
L

x.x.sinπ.3
L

xdx = 0 g*u*g=u

sinα.sinβ = 1
2

[cos(α− β) − cos(α+ β)]∫
x .cosax = x

a
sinax + 1

a2 cosax

-10

-5

 0

 5

 10

ψ
n

ψ1
ψ2

ψ1*ψ2
x - dipol moment

-10
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 0
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 10

-L/2 -L/4 0 L/4 L/2

ψ
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p̌rechodu n = 1→ 2 je nenulová na rozd́ıl od n = 1→ 3. Nápověda: Vlastńı
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Úloha 7

Ke strukturám uvedených fluorescenčńıch sond p̌rǐrad’te zkratky a biochemickou
aplikaci

DAPI, ddATP-Dye, DPH, TNS
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Úloha 8: Fluorescenčńı metody

Přǐrad’te vhodnou strategii využ́ıvaj́ıćı fluorescenčńı spektroskopie k následuj́ıćım
úlohám:

A) Mě̌reńı hydrodynamického poloměru proteinu.
B) DNA hybridizace.
C) Lokalizace Trp residua (na povrchu či v nitru proteinu).
D) Zastoupeńı nenasycených mastných kyselin v biomembráně.
E) Určeńı asociačńı konstanty dimerizace eosinu.
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úlohám:
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Úloha 9: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenčńı experiment provedený na komplexu
proteinkinázy, tvǒrené dvěma katalytickými (C) a dvěma receptorovými
jednotkami (R). Obě jednotky jsou označeny fluorescenčńımi značkami: jednotka
C fluoresceinem (FI) a jednotka R rhodaminem (Rh). V nativńı formě R2C2 lze
detekovat FRET. Určete směr p̌renosu a vysvětlete vliv p̌ŕıdavku cAMP a
inhibitoru PKI na podobu spektra.
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Úloha 10: Kinetické parametry fluorescence

Eosinový flourofor je charakterizován kvantovým výtěžkem 0.65 a dobou
života fluorescence 3.1 ns. Vypočtěte rychlostńı konstantu zá̌rivého,
nezá̌rivého p̌rechodu a vlastńı dobu života fluorescence.

Řešeńı

Φ = Γ
Γ+knr

, τ = 1
Γ+knr

→ Γ = Φ
τ

Rychlostńı konstanty:
Γ = 0.65

3.1 = 0.21 ns−1, knr = 1
τ − Γ = 1

3.1 − 0.21 = 0.11 ns−1
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Úloha 11: Perrinova rovnice

Za p̌redpokladu exponenciálńıho poklesu intenzity I (t) a anizotropie r(t)
fluorescenčńıho signálu odvod’te vztah mezi anizotropíı r , dobou života τ a
rotačńım korelačńım časem θ. Při výpočtu vyjděte z definice časově
váženého pr̊uměru anizotropie r :

r =
∫∞

0
r(t)I (t)dt∫∞

0
I (t)dt

Řešeńı

I = I0e
− t
τ , r = r0e

− t
θ

r =
I0r0

∫∞
0

e
−t( 1

τ
+ 1
θ )dt

I0
∫∞

0
e−

t
τ dt

=
r0( 1

τ + 1
θ )−1

τ = r0

1+ τ
θ

J. Novotný 17. ř́ıjna 2016 15 / 20
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fluorescenčńıho signálu odvod’te vztah mezi anizotropíı r , dobou života τ a
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Úloha 12: FRET

Lidský sérový albumin obsahuje jediné Trp residuum
na pozici 214. Vzorek byl kovalentně označen na
Cys 34 athranilovým fluoroforem. Försterova
vzdálenost R0 pro FRET p̌renos z Trp na anthranoyl
je 30.3Å. Za použit́ı emisńıho spektra vypočtěte
vzdálenost mezi oběma aminokyselinami v molekule.
Pro rychlostńı konstantu rezonančńıho p̌renosu plat́ı

kRET = Γ
(
R0

r

)6
.

Řešeńı

Φ = Γ
Γ+kRET

= Γ

Γ+Γ( R0
r )

6 = r6

R6
0 +r6

Kvantový výtěžek Φ pro vlnovou délku 340 nm: emise albuminu s
akceptorem/emise volného albuminu=0.2/0.55

Φ = 0.364 = r6

30.36+r6 ⇒ r = 30.3

1.75
1
6

= 28Å
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Řešeńı

Φ = Γ
Γ+kRET

= Γ

Γ+Γ( R0
r )

6 = r6

R6
0 +r6
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Úloha 14: Monitorováńı konverze pomoćı UV-VIS spektra

Na obrázku je záznam VIS-spektra bromthymolové moďri v závislosti na měńıćım
se pH.
a) Jak se nazývá bod ve spektru označený hvězdičkou a jakou vlastnost́ı se
vyznačuje?
b) K absorpčńım maximům p̌rǐrad’te entity HInd a Ind−.
c) Vyjáďrete poměr konjugované kyseliny a báze pomoćı aktuálńıch hodnot
absorbanćı A(λ1), A(λ2) a jejich limitńıch hodnot A(λ1)max a A(λ2)max .

Řešeńı
a) isosbestický bod: ε(HInd)λ∗ = ε(Ind−)λ∗

b) HInd λ1 = 430nm, Ind− λ2 = 620nm

c) [HInd ]

[Ind− ]
=

A(λ1).A(λ2)max
A(λ2).A(λ1)max
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Řešeńı
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Úloha 13: Frank-Condonův faktor

Základńı stav hypotetické molekuly je popsán vibračńı vlnovou funkćı
N0.e

−a(x−x0)2

. Vypoč́ıtejte Franck-Condon̊uv faktor pro p̌rechod do stavu
N1.e

−a(x−x1)2

.

J. Novotný 17. ř́ıjna 2016 18 / 20
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Př́ı̌stě: M. Novák-NMR spektroskopie
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