Metody chemického vyzkumu

Jan Preisler

Fluorescenéni spektroskopie

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

Intenzita fluorescence, zhaseni a samozhaseni
Spektra excitaéni a emisni

Spektrometr a postup méreni

Aplikace
Spojeni se separa¢nimi technikami: CE LIF

Molekulova luminiscencni
spektroskopie

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

Molekulovéa luminiscenéni spektroskopie je vyznamna
analyticka metoda (nizké detekéni meze, selektivita)

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

Luminiscence

Pro zajemce podrobnéji:

C7955 Molekulova luminiscence
Petr Taborsky, Jan Preisler

Klasifikace luminiscence

... podle zdroje excitacni energie:
« fotoluminiscence
* chemiluminiscence
* bioluminiscence
« elektroluminiscence
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radiacni pfechody (s Ucasti fotonu)
............ neradia¢ni prechody (bez Ucasti fotonu)

Radiacni (zafiva) deexcitace

Fluorescence

1. Po absorpci zafeni pfechazi elektron na jednu z vibraénich hladin
stavu excitovaného stavu (S;—S,)

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

3. Zafivy pfechod na jednu z vibraénich hladin zakladniho stavu (S;— Sg)
Fosforescence

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

2. Vibranimi relaxacemi pfechazi na nejnizsi hladinu T,
3. Zafivy prechod na jednu z vibraénich hladin zakladniho stavu (S;).

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

Franck-CondonUv princip

Zarivé prechody: prechod elektronu |
je podstatné rychlejsi nez pohyb |
jader |
V okamziku vybuzeni ma molekula -2
Vv excitovaném stavu stejnou pozici
a moment atomovych jader jako ve !
stavu zakladnim |

energii, nez zakladni usporadani,
do kterého molekula prechazi
dodate¢né

K luminiscenci dochazi ze
zakladniho usporadani

. . . v v B r=
Excitovana molekula ma vyssi \ X HL
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Neradiaéni (nezafiva) deexcitace

Vibraéni relaxace
Po excitaci na jednu z vibraénich hladin (v,) excitovaného stavu (S,)

excitovaného stavu. Energie se rozptyli v okoli (solvent).

Vnitini konverze

Nezafivy pfechod mezi stavy o stejné multiplicité; typicky S,—S, ;;
pravdépodobnostvzrusta pfi prekryvu danych vibra¢nich hladin obou
stav(.

Mezisystémovy prechod

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




NeradiaCni (nezafiva) deexcitace

Vnéjsi konverze

Pfenos energie do okolni — solvent, rozpusténé latky, krystalovad mfizka.
Souvisi se zhasenim fluorescence.

Emisni a excitaCni spektra

* Emisni spektrum

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

» Excitacni spektrum (aktivacni, absorpéni)

zavislost absorpce luminoforu (fluoroforu) na vinové délice, A,,,=konst.
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Casové relace

Absorpce ~1015s (~perioda fotonu)

Vibraéni relaxace 1011 -1010s
postupny pfechod (Av = 1), perioda vibra¢niho pohybu ~10-13 s

Vnitini konverze ~1012s
pravdépodobnost vzrlsta pfi prekryvu vibracnich hladin singlett

Fluorescence 101°-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 excitaCni spektra

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

AntistokesUv posun
Ve vzacnych pfipadech mize byt emisni maximum pfi krat$i vinové

délce nez excitaéni maximum

Nejvyssi vytézek fluorescence: excitace pfi Agy max

Fluorescenéni zafeni byva posunuto k del$im vinovym délkam v

dasledku ztraty ¢asti energie konverzemi

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

vyraznéjsi; pfechod T,—S; je spojen s mensim rozdilem energie
nez pfechod z S,—S,
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Emisni a excitacni spektra Fluorescence a fosforescence

Zrcadlové pravidlo

emisni a excitacni spektra organickych latek maji podobny tvar, ale QOQ

JSou zprav dla zrcadlové obracené
A
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Vaviloviv postulat

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

Relative intensity

Aditivita spekter
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Zakladni vztahy

A=cx & =log (I,/) (Lambert-Beertv zakon)

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

e = K @1, (1-10°%)

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

le~kgl,23cxe

zjednodusSeny vztah pro nizké koncentrace
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Stanoveni kvantového vytézku

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
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Vytézek luminiscence
>k

rad

Yk . +3k

rad nrad

¢k = Nem/Nabs = Iemllabs = Iem/(lo'l) ¢k£ 1

Kvantovy vytézek o

Energeticky vytézek
@ = Een/Eaps = hvem/h v, ?. < ¢ (Stokeslv posun)

abs —

pocet fotonu za sekundu

svételny tok (emitovany, absorbovany)
energie

frekvence fotonu

rychlostni konstanty

< m- Z
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Vyhasinani luminiscence

Ir

le
e

T t
Ubytek fluorescence: -dlg/dt = ke I

Exponencialni pribéh vyhasinani fluorescence: I = I, eV~

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

Casové rozli$ena (time-resolved) luminiscence

20




Casové rozlisena luminiscence

Vyhodnoceni

* polocas vyhasinani luminiscence (luminescence life-time), 7,
nebo 7 - pokles na %2 nebo 1/e pocate€ni intenzity, nejlépe z log
zavislosti

* time-gated fluorescence (integrace signalu v definovaném
iontervalu) — rozliSeni mezi analyty s riznou dobou vyhasinani
1.981

¥ - 15863 s (4502077 T)
Tau= 00022212

-0.0354 des oo
1.5e-005 0.015
Time (sec)
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Luminiscence organickych
molekul — obecna pravidla

podminkou fotoluminiscence je absorbce

intenzita luminiscence a posun emise k vy$Sim vinovym délkam
roste s poctem konjugovanych aromatickych kruha (hyperchromni a
bathochromni posun)

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

heteroatomy mimo aromaticky kruhu - vy$si intenzita luminiscence a
posun emise k vy$8im vinovym délkam (ale méné, nez u
heteroatomd v arom. kruhu)

stabilizace molekuly do planarni konfigurace pfispiva k zvySeni
intenzity luminiscence
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Struktura latek a luminiscence:
typy luminiscencnich prechodu

organické luminofory — typické luminiscenéni pfechody jsou hlavné:
n— 7t

n— n*

anorganické luminofory

a) prechody mezi energetickymi hladinami ligandu

b) prechody mezi energetickymi hladinami kovu (d-d, f-f)
¢) kov iligand (,charge transfer” pfechody)
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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-n*). Pravdépodobnost
fosforescence vzrusta s vyskytem n e pfip. substituentd.

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

5. Substituenty na aromatikém kruhu ovliviiuji 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.

24




Luminiscence organickych molekul —
obecna pravidla

6. Vliv vnitfniho tézkého atomu — vliv halidovych substituentu:
podpora pifechodu 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 prechodu v ligandech se na vzniku
fluorescence mohou podilet d e~ a f e~ (prvky vzacnych zemin).

25

Fotolumioniscence aromatickych latek

Fluorescence ofdinear aromatics in EPA at 77K#

Compound D, A, (nm) Ao (Nm)

Benzene 0.11 205 278 0.26

Naphthalene ( ] ] 0.29 6 0.1
i ~ :

Anthracene ( | I | 0.46 365 100 0.01

Naphthacene | J ] ] 0.60 390 480

Struktura a luminiscence

Fuorens Biphenyl

0, a OH O OH
T OO
l COooH I COOH

Fluorescein Phenclphthalein

&
= o \N
i
Ni_,_ﬂzn/ .
/ e OH
o L/
Bisig-h zing. 8- i
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Substituce aromatld skupinami
zvysujicimi konjugaci
©ijo kumarin
% $= 0.0001
HO o__0
7-hydroxykumarin
vliv substituentii: CR; < CH; < SR < SH < NH, < OR < OH
28




Vliv nékterych substituentu

Effect of substituents on luminescence of aromatic compounds?®

Substituent b, b,
Alkyl Slight Increase
Hydroxyl. methoxyl Increase Increase
Carboxyl, keto Large decrease Large increase
Nitro, nitroso Decrease Increase
Primary, secondary, or Increase Increase

tertiary amine
Sulfhydryl Decrease
Sulfonic acid Slight
Halogen Decrease Increase
Cyanide Increase
‘Effect on &y and &, relative to the parent compound

29

Luminiscence — vliv prostredi
Teplota
obvykle snizuje luminiscenci v disledku vy$siho dynamického zhaseni

Solvent

viskozita — vy3§i viskozita = méné kolizi, zvy$eni fluorescence

polarita a schopnost tvorby H mustku ovliviiuji povahu exc. stavu
napf pro n-n* je excitovany stav obvykle polarné&jsi a zvyseni polarity
solventu snizuje energii exc. stavu vice nez energi stavu zékladniho, coz

vede k ¢ervenému 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 maze byt Fadovy rozdil

Vliv externiho tézkého atomu
zvy$eni fosforescence podporenim pfechodu mezi systémy 31

Vliv vnitiniho tézkého atomu

Internal heavy-atom effect illustrated for 1-substituted naphthalenes

Naphthalene 0.55

Fluc hthalenc 0.84 316 0.05¢ 173

naphthalene 0.058 319 0.3 183
hthalene 0.0016 320 0.2 183

thalene 0.0005 — 0.38 480
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Zhaseni luminiscence

Jevy vedouci k redukci intenzity luminiscence

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

2. dynamické (kolizni) zhaseni — srazka s molekulou zhasedla
(nap¥. 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 vyssich koncentracich)
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Instrumentace - fluorimetr

Fluorimetr

* meéfeni celkové fluorescence

« kvantitativni analyza

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

* misto monochromatoru(t) muze byt filtr

Spektrofluorimetr
« meéfeni fluorescenénich (emisnich a excitacnich) spekter

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

* mozné dalSi rezimy (synchronni sken, ¢asové zavisla fluo aj.)

33

Instrumentace

X
lampa

Menochromator 1

Monochromitor 2

. T
P
AMINCO- Bowman, Series 2 (AB-2) 1{ n '{;’
=0 ik

Kyren
sc vzotkem
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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 excitacniho
zdroje

Emisni monochromaétor (M2):
vybér emisni vinové délky

Detektor M2

Vzorek

Detektor:
Uhel nastaveni detektoru je
zpravidla 90°.

34

Zdroje excitacniho zareni

< Lampa
e Laser
« LED

36




Lampa

Typ

xenonova (200-1500nm, UV-Vis)
deuteriovéa (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

Laser

Jako zdroje excitaéniho zareni 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 ¢asoveé zavislé fluorescence

Nevyhody
rel. vysoka cena
fixni excita¢ni vinova délka

Laditelné lasery
diskrétné a kontinualné laditelné lasery

Nevyhody
slaby vykon (pfi vybrané vinové délce)
37
Typicke spektrum lampy
iHine hiine  gline
i‘.a : qﬂ
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Wawve length {nm)
FHE{nm)
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Bézné lasery
Laser Source Wavelength (nm)
Arion (air cooled)
As-ion (full frame)
Ar-ion (full frame, frequency doubled)
ArKr
He-Cd 3
He-Ne ﬂ 594,604, 612, E
Excimer
XeCl (pulsed) 308
EiF (pulsed) 248
Nitrogen (pulsed) 3
Nitrozen pumped dye (tunable) 360-950
Solid state
YAG (frequency doubled) ... 532
YAG (frequency quadrupled) ... 266
Dicde lasers
frequency doubled (LiNbO3) 415
frequency doubled (KTP) 424
frequency tripled (Nd-doped YLiF) 349 40
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LED

light-emitting diodes

rozvoj CD, DVD, blue ray

bézné v IR a Vis, nyni i v UV

pro fluorimetrii vhodné UV a Vis LED

Vis: 450 - 800
UV: 285 - 400

41

Detektory

PoZzadavky
+ vysoka citlivost
+ Siroky dynamicky rozsah

Fotonasobi¢ (PMT)
Charge-Coupled Device (CCD)
Diode array (DA)

43

Monochromatory

Filtr
Hranol
Mrizka

42

Instrumentace pro ¢asové rozliSenou
luminiscenci

excitace zableskovou lampou
obvykle pro ¢asy deli nez desitky mikrosekund (nej¢astéji Xe lampa)

excitace pulsnim laserem

velmi kratké trvani pulsu
femtosekundové lasery (Heisenberglv princip: Az vs. Av)

44




Srovnani absorpéni a luminiscenéni
spektroskopie v oblasti UV-Vis

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

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

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

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

45

Vyuziti luminiscence v chemickém vyzkumu

« stanoveni anorganickych a organickych slou¢enin a bioslou¢enin

» stanoveni sloucenin s vlastni fluorescenci

« stanoveni anorganickych iontt a prvkl (tvorba chelatt s organickymi
¢inidly)

 fluorimetrickéa indikace ekvivalen¢niho bodu (stanoveni Ca?*, Ba?*,
Sr2* chelatometricky za pfitomnosti fluorexonu)

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

+ oxida¢neé redukéni fluorescence: Hg?* oxiduje thiamin na thiochrom
(fluoreskuje)

« Siroka skala biologickych aplikaci: informace o kvantité, strukture,
vzajemnych interakcich a lokalizaci

47

DalSi rezimy spektrofluorimetru

3D spektra

* emisni spektrum vs. excitaéni

* 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)

46

Luminiscence lanthanoidu
- priklad anorganické luminiscence

F——" Sy Internal crossing LJAnténovy efekt” — ligand
M oy anster absorbuje energii, ktera je

[E i S— pfevedena na centralni iont,
ktery vyzafi kvantum
energie

Ligand fluorescence

|

Phosphorescence

Charakteristické rysy luminiscence lanthanoid(:
« dlouhé €asy vyhasinani
« dlouhy Stokes(lv posun

« ostré piky nalezici energetickym pfechodiim mezi hladinami

48
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Priklady stanoveni anorganickych iont

Chelating Agent

Metal lons

&-hydroxyquinoline

Al3+, Ba?+, In?+, Li*, Mg (and others)

flavonal Zr+, Sk
benzoin B4O%, Zni+
22,45, 7-pentahydroxyflavons Bai+
2-{o-hydroxyphenyl) benzoxazole Ce

OH HQ

alizarin gamet R SONa

fluorescent complex

Stanoveni Al 3* fluorimetricky s alizarinem 49

Derivatizace

Vnitfni (nativni) X vnéjsi luminiscence - znacky a sondy

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

Detekce jednotlivych molekul a obsahu jednotlivych bunék

,Single molecule/cell detection®)

i

s wa
o

o

Rhodamin B (¢ =1x10*2 mol.I')

Pfiklady luminiscen¢nich 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)
vitamin Bs (F)
vitamin B1z (F)
vitamin E (F)
folic acid (F)
catecholamines dopamine (F)
norepinephrine (F)
pharmaceuticals and drugs quinine (F}
salicylic acid (F, P)
morphine (F)
barbiturates (F)
LsD (F)
codeine (P
caffeine (P)
sulfanilamide (P)
environmental pollutants polyeyclic aromatic hydrocarbons
pyrene (F)
benzola]pyrene (F)
organothiophosphorous pesticides (F)
carbamate insecticides (F)
DOT () 50

51
Vybér fluorescencnich znacCek

Kritéria:
spektralni vlastnosti (excitace, emise, kvantovy vytézek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalsi)
podminky reakce (pH, koncentrace...)
dalsi vlastnosti (acidobazicita, hydrofobicita ...)

52
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Fluorescenc¢ni znacky a sondy

fluorescencni znacky (fluorescent labels)

nevlastni (extrinsic fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym
biomolekulam (proteintm, peptidiim, ligandim, oligonukleotidiim 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 pfedevsim v bioanalytice

53

Vybér fluorescenéni znacky —
spektralni vlastnosti

Common 350 457 488 514 610 632
Laser 300nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Llies l" PE-TR Conj.

" Texas Red

PI

Ethidium

PE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cylometry Labor atories
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Pouziti luminiscencnich znacek

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

« fluorescencéni in situ hybridizace (FISH)

» méreni vzdalenosti funkénich skupin (FRET)

* pritokova cytometrie

« fluorescenéni ,imunoassays*

54

Vybér fluorescencni znacky —
spektralni vlastnosti

RBITC

— Emise
— Excitace.

450 500 550 600 650
N Hac/\N
fom)

p

Analyt: peptidy, aminokyseliny, aminoslou¢eniny
Nd:YAG (x2): 532 nm rhodaminB isothiokyanat
Ar*: 488 nm fluorescein isothiokyanat

HyC
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Fluorescencni znacky

« Klasifikace fluorescenénich znacéek podle vazebného
mista biomolekuly:

. - . s
aminova skupina A dnzoss  + ANH, ™ ATNH-C-NHR?
thiolovéa skupina tsomiocyanate Touea
dalsi
B
09 o 2
0 3- ) 0o, >
rlcon ] +  A'NW,  ——>=  R'CoNHA < HON
o g
Succinimidyl ester Carboxamide
c P
A's0,01 v RPNH, > 'S0, NHR + Hel
Sutfonyl chioride Sulfonamide
D

o
+ ANH, ——» glg 2 4
, R'C—NHA

Garboxarmide

Vybér fluorescencni znacky dle
vazebného mista: thiol-reaktivni znacky

H: Biopolymer
i & i
.—*NH'U\~’I :p-nuj\/s Biopolymer

Hs— Biopolymer
<, ;
i o
a
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Vybér fluorescenéni znacky — vazebna
mista: amino-reaktivni znacky

]
sukcinimidyl estery (Rh6GSE) ‘g-o-;\J g’ ‘ﬁ’""
o o]

sulfonyl chloridy -,%75, g’ ﬁ -w—{Biopolymer |

e ]
isothiokyanaty (FITC, RBITC) @@ s — o @)oo [
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Fluorescencéni 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 laseru a kv(li

vys&i bezpecnosti
+ detekéni limity obou metod jsou srovnatelné (az 10-12 g.I'1)

60
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Fluorescencni sondy pro NK

* Vizualizace a identifikace RNA a DNA

» Rzné principy interakce, napf. ,vmezefeni* barviva do Sroubovice
DNA (ethidium bromid)

agas
=N +

O ‘::izc"s (GHyJ,N :: NICH ),

ethidium bromid akridinova oranz

61
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Nativni fluorescence aminokyselin,
proteinu a peptidl

Trp Tyr Phe
Amax (NM) 348 303 282
% 0.20 0.14 0.04
7 (ns) 26 36 6.4
N :1‘_:’ ADS %5 (NM) 280 274 257
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f S~ ADS g0 5600 | 1400 | 200
W w0 0 ;0 %0 ¥e 90 40 40 s 40
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/ \
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7 \\\‘7 ‘;\\
W w0 W0 @ M0 a0 a0 w0 o 63

Nativni fluorescence peptidi a proteint

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 rizné prostetické ¢asti proteint (napf.
kofaktory), ale mohou také zhaset...

o o o}
] OH OH OH
w2 NH, Ho NH,
tryptofan (W) fenylalanin (F) tyrosin (Y)

62

Nativni fluorescence peptidu a proteint

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

solventu Hydrophobic core exposed residue
Folded (fixni konformace): Native Denatured
méné kolizi, fluorescence je > M GUHCI, A,,=292nm
ovlivnéna nepolarnim a’sr
.. . z
jadrem proteinu w
£
s v \ari w S50
€ zvysujici se po aritou Q Aems2760M
prostfedi (konformace, solvent) ]
roste emisni maximum ﬁ 25k
o
2
3
L
° L L
300 350 400 450

WAVELENGTH (nm)




Green Fluorescent Protein (GFP)

Zelené fluoreskuijici protein (GFP)- izolovan z

meduzy. o
Fluorescence pochazi z konjugovaného systému Mg I
vzniklého cyklizaci vedlejSiho Fetézce proteinu a Ho

naslednou oxidaci sekvence Ser-Tyr-Gly. N‘

GFP ma dva vyrazné excitadni pasy (kolem 395a  gieaanen l g
475 nm) a maximum emise je 508 nm. V Zivém

organismu je energie ziskana chemickou reakci
(chemiluminiscence). w i
N

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

Spojeni separacnich technik
a fluorescence

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

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

« LIF (laser induced fluorescence)

» kompatibilita laserového paprsku s mikrokolonovymi technikami
- dostatecny svételny tok i pfi rel. malém vykonu laseru (~mW)
- vy$8i toky zpUsobuji béleni

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

« jednoducha sestava: demonstrace na CE LIF

67

GFP, YFP a dalsi...

Excitation

Emission

Normalized absorbance

o
EEEEE ] 0.

i i v
Wavelength (nm) & s e

L
Wavelength (nm)
Proteiny s vyraznou vlastni (vnitfni) fluorescenci jsou vyuzivany:
« neinvazivni fluorescenéni ,marker” pfimo v Zivych burikach

« sledovani exprese genu

« interakce protein-protein

66

CE LIF: schema

skFin

L laser
injekéni vialka

v karuselu .
kapilara

zdroj Cgo(:ka . fotonasobié
vysokého stinitko
napéti _?_ l

- Stérbina filtry

mikroskopovy objektiv_
na posuvném drzaku

J_—_l detektorova
B vialka

68

17



Konstrukce CE LIF

PF. 1: Limit detekce (LOD)

I [a.u.]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
t[s]

Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x101? 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 ... ~102molekul

71

Vybér luminiscencniho barviva —

Ir [am.]

spektralni vlastnosti

—— rhodamin 6G
—— thodamin B
RBITC
—F2 60
—F4

Alnm]
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LOD: srovnani s absorbanc¢ni detekci

000009

000007

000005

000003

000001

Absorbance, 540 nm

000001

000003

000005
00 30 a0 50 500 550

t(s)
Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10° mol/l (pfi obdobném davkovani)

72
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PF. 2: Separace rhodaminovych barviv

i
C-0-CH;CH3

rhodamin 123

20500

blank
RhBITC

Pr. 3: CE LIF znaCeného peptidu

Fluorescence (lib. jedn.)

W m w0 w0 w0 wm w0 wo
znaceny peptid .

= om0
P-RhBITC =

5 00

Y

8 a0

2

8

D 32000 *

5

3

2 w0

5000 :

o m om0 m @ % w0 m m g
t(s)
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Separace rhodaminovych barviv
-31200
1
-31400
2

g -31600 3
2
g -31800
3
=4
8 -32000 4
g
g -32200
w

-32400

R S PSS |
-32600
0 100 200 300 400 500 600 700 800
t(s)
BGE: 50 mM kys. citronova v 10 % EtOH (v/v)/NaOH (pH = 2,5)
Piky: 1,2 -Rh 123,3-Rh 6G,4-Rh B
74

PF. 4: Stupen fosforylace rodiny proteinid AHP?

Cvtekiniey ;i/ﬁ\ O CHASE doména
Cytokininova signalni et A2, s ° @ P
draha rostlin membrin CRELAN R @ Fhimatos domina

0 9)%
AHPE ’

.\/ APy o Zpltnovazetn
A. thaliana proteiny AHP Y v ol
(Arabidopsis / ‘ // ® e i
Histidinephospho-transfer [ s ] \
Proteins) [ membrina

AHP1-5 funguiji jako
proteiny HPt

doména HPt s evoluéné
konzervovanym
strukturnim motivem
XHQXKGSSXS

+_Cytolininoid homeostiza

To, J.P.,Kieber, J.J. Trends Plant Sci. 2008, 13, 85-92
Role fosforylace na His?
76
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Fosfohistidin (pHis)

typ fosforylované prostiedi e 2 izomery pHiS
aminokyseliny kyselé zasadité
fosfoserin stabilni nestabilni « 6 %) z celkového_ .
O-fosfaty fosfothreonin stabilni nestabilni poctu fosfoprotelnu
fosfotyrosin stabilni stabilnf
fosfohistidin nestabiln{ stabiln{
Q [=]
N-fosfaty fosfoaspartat nestabilni nestabilni Ll
o=k
fosfoglutamat | nestabilnf nestabilnf (Ij- < ‘ OH
— — - Ny ey
fosfoarginin nestabilni stabilni N
acyl-fosfaty
fosfolysin nestabilni stabilni 1-fosfohistidin o
S-fosfaty fosfocystein stabilni stabilni N
</ [ OH
SICKMANN, A; MEYER, HE. Analyst. 2005, 130, 9, s. 1263-1270. . |E|)/N NHz
o5

..nelze separovat 2D PAGE = CE-LIF

- separace Vv nativnim prostfedi
+  specificita
+ fazni proteiny AHP-GFP

o

3-fosfohistidin

7

WB standardu GFP

Western blot standardu GFP

wm_s 72kDa
S 55 kDa
e 43 kDa
S 34 kDa

. 26 kDa
- 17 kDa
0,03 - 20 pg.ml* vzdy v objemu 30 pl

Western blot ~1,0 pg.ml* CE-LIF ~0,01 pg.ml*
79
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CE-LIF standardu GFP

Elektroforegram standardu GFP

CE LIF 0,01 pg.mlt

fluorescence [a.u.]
IS

* Lty

e R el 55 i D scoerernd

— 10 pg.ml*

45 — 1pg.mlt

0,1 pg.ml*

4 5 6 7

t[min]

Ah=3cm, t;=5s, U=8kV,50 mM Tris se
50 mM NaCl, pH = 9,0

Craig, D. B.; Wong, J.
C.Y.; Dovichi, N. J.,
Biomedical
Chromatography

1997, 11 (4), 205-206.

Zhang, H. F.; Ma, L.;
Liu, X5 Ly, Y. T,
Journal of
Chromatography B-

Analytical

Technologies in the
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Sciences 2004, 804
(2), 413-420

Korf, G. M.; Landers,
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Pf. 5. Stanoveni potravinarskych barviv
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Abstract

Capillary phoresis with duced fl detection (CE-LIF) was applied to separation and sensitive determination of red food
colorants (Diode pumped Trequency-doubled Nd:YAG laser (332 nm))was used as an excitation source in a laboratory-built CE-LIF system. For
ghly fluorescent erythrosine B (E127), an extrapolated limit of detection (LOD) of 0.4 ngmL ™" (S/N
L") amaranth, E123 (0.2 pg

) was achieved. Extrapolated LODs of
' '); pone E124 (0.3 pgmL~") and red 2G
d 1o results obtained with CE with absorbance detection in UV/vis (CE
& CE-LIF for analysis of food samples are high selectivity and minimization of matrix effect. To our knowle
the first use of CE-LIF for determination of red food colorants.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved

other tested red additives, such as carmoisine, E122 (0.5
EI128 (0.3 pgmL"") we:
main advantages of usin

about one-order lower compa
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Stanovovana barviva PF. 6: Stanoveni glutathionu v dechu a slinach

NaQ,! Contents lists available at ScienceDirect
. Journal of Chromatography A
P ih
i journal homepage: www.elsevier.com/locate/chroma =
» Z 50,Na =
NeD,§ N o oo
SO,Na H
carmoising E122 NaO, 8 s 3 5 . 5 ¥ 5
e poncea 4R E124 Sensitive determination of glutathione in biological samples by @m,m
amara

capillary electrophoresis with green (515 nm) laser-induced

HC. 1 k24
. S A~ fluorescence detection
OH NHUDCH_‘ oS = = £ 2 a S
I 1 th Jilia Hoddkova“®, Jan Preisler, FrantiSek Foret”, Petr Kuban*"*
COONa * Department of Chemistry, Masaryk University, Kotldrskd 2. 611 37 Brmo, Czech Republi
* Bioanalyrical Instrumentation, CEITEC Masaryk University, Veveri 97 2 00 Brno, h Republic
NaO.5 50 Na
red 2G E128
arythrosine E127 ARTICLE INFO ABSTRACT
[Excitation and emission maxima, molar absorption coefficients and quantum yields of the studied colorants at 532 nm Article history A new sensitive capillary electrophoretic method with laser-induced fluorescence (LIF) was devel
—— Received 19 November 2014 . oped for quantitation of glutathione (GSH) in biological samples. Eosin-5-maleimide was used to
Aexe (nm) Adem (nm) 532 0 10* Lol em=1) Ppsn Re d in rev form vyfvlnuuvﬂ" 5 label the GSH molecule and the formed conjugate was separated in a 15mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-

Accepted 20 February 2015

piperazineethanesulfonic acid electrolyte at pH 7.0 in less than 3 min. The conjugate was detected with

oisine 556 5 < 106 ailable online 26 February 2015 < .
Carmoisine %'! ;1“ 154 74 ':‘_6 Hvatiabla onle sy 2013 anin-house built LIF system, utilizing an inexpensive 515 nm diode laser module. Studies were performed
Amaranth 3 76 207 3 0 to optimize the derivatization (the ratio of reagent to analyte, the reaction time, pH, etc.) and separation
Ponceau 4R 5 575 127 9.0 % 10 cekoiE conditions. Sens tion of GSH at concentra as low as 0.18 nM was obtained. The method was
Erythrosine 524 549 02 01 passilondl applied in the analysis of biological fluids (exhaled breath condensate, saliva) and was found to be suit-
Red 2G 550 574 L2 10% 1079 able for determination of GSH in these samples at trace levels below 1 nM. To the best of our knowledge,
this is the first report on ion of GSH in exhaled breath by capillary elec!
Colorants were dissolved in sodium phosphate buffer (0.02M. pH 11, concentration of each dye was 1 x 1075 M (CE)
C

W
Derivatizace glutathionu

AZBO(MAL)

. SH
Glutathion (GSH)

o 1 2 “ 5 6 m\) 1 2 3 4 7 L] H

(A)m Migration Time (min) s ™ Migration Time(min) H H N H
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NH;

EEL crmcinn
- o]
® Y NoweoTmem ob— - — Eosin-5-maleimid (EMA)

700 ®) ! Migration Time{min) *

PO

arytwosine

g
L
AS32(mAU)

Iy "1
] 3 7
(© Migration Time (min) Q
4 o 2 3 T s s 7 &8
g. 2 CE-LIF clectropherograms. (A) Separation of five red food colorants
Fig. 2. CE-LIF clectropherograms. (A) Separation offive e food colorant © Mraion Time(min)
Concenteation of carmoisine, amarath. ponceau 4R, red 2G: 2 x 10 M am g
— — —_— —

erythrosine: 2 x 10°* M, injected amounts of the dyes were 24 pg. 29 pg. 29 pg R—N + R-—SH R—N,

Fig 3. CE-UVAvis electropherograms. (A) Separation of components in sour

25 pg and 0.043 pg. respectively

aration of color:
injected amount of

Keail cherry compote, sample diluted 100 in BGE
yihrosine was 0.052 pe.

105 pg of carmosine and 142 pg of poncean 4R: ()
i cherry compote at $32 nen. no sample
erythaning

Jutson, snpected amount wan 27

AS32(mAL)
N
The amounts of colorants found in the tested samples were 91+3 ug/mL

separation of compoasnts
of

of carmoisine and 127+5 pug/mL of ponceau 4R in sour cherry syrup and

13+2 pg/mL of erythrosine in cocktail cherry compote.

marks impurity in the carmoisine stardard . g
cherry syrup at 240 nm. sample diluted GE (B) separation of compuoents
o0 of colorants in sour cherry syrup, sample diluted 10 in BGE s et 2 L5 . R
i sour cherry syrup at 532 am. sample diluted 2 x in BGE. injocted amounts were S
ks were 22 pg of carmoisine and 31 pg of poncean 4R: (C) sep 84
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CE LIF standardu GSH

11000 -
EMA 2

10000
9000
8000
7000

6000 - EMA

5000 A GSH
4000 1

3000
2000
1000 - L

P

"

fluorescence intensity [a.u.]

0 1 2 3 4 5
migration time [min)]

Fig. 1. Separation of EMA and GSH-EMA conjugate. GSH concentration: 100 nM,
EMA concentration: 250 nM. The EMA 2 peak corresponds to the EMA decompo-
sition product. CE conditions: separation voltage +15kV, HD injection 35s/10cm, 85
detection: LIF (excitation: 515 nm/emission: >540 nm), BGE: 15 mM HEPES, pH 7.0.

CE LIF glutathionu v dechu a slinach

2 2 1200
M EMIN2 - EMA EMA2
2000 . 2, 1000
3 ' d ‘2 800
< ~—— §
'é 1500 7 GSH E 60
2 JiEp o ¢ é
g / £ 400
8 1000 - R 3 i
5 f;‘SHI b £ 20 »
1 — &
- - 0+
< 0 2 3 4 5
wyi J migration time [min]
0
0 2 3 4 5 Fig. 5. Electropherograms of the determination of GSH in saliva sample. a: saliva
diluted 1:25 without standard addition, b: saliva diluted 1:25 with addition of 1 uM

migration time [min
er (min) GSH standard prior to the dilution. CE conditions the same as in Fig. 1.*; unidentified

peaks duc to the EMA reagent,+: unidentified peaks due to the sample matrix.
Fig.4. Electropherograms of the determination of GSH in EBC sample. a: blank sam- * i E i

nof SnMGSH s

peaks due to the sample matrix, and +: unidentified peak due to the GSH standard
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