Fluorestsents-spektroskoopia

Uks madalaimat avastamispiiri

ja mitmeid eritehnikaid
vBimaldav spektroskoopiline meetod
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Molekulide olekud

» Vaatleme paarisarvulise elektronide arvuga
molekule:
— singletne molekul: kdik elektronid on paardunud
— tripletne molekul: on kaks paardumata elektroni
* Lahteolekus on enamus tavalisi molekule
singletsed
— Téahistatakse S,

» Osakesed, millel on tiks paardumata elektron on
vabad radikaalid

— Vabad radikaalid on dubletsed molekulid

Molekulide olekud Energia-
» Singletsete osakeste ergastumisel laheb osake nivood
Uldjuhul Ule singletsesse ergastunud olekusse molekulis

— réégitakse singlett-singlett tleminekutest
— néiteks olekusse S, v6i S,
— seejuures enamasti ménele vibratsiooniergastusnivoole

— kui seda tahta r6hutada, siis naiteks teise singletse
oleku kolmandat vibratsiooniergastuse alamnivood
tahistatakse S,"

— singlett-triplett ileminekud on kvantmehaanika jargi
keelatud ja seetdttu harvad
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Ergastunud molekuli
relaksatsioon

« Olgu ergastus toimunud olekusse S,*3
 Véaga kiiresti (ca 1012 s jooksul) toimuvad
jargmised tleminekud:
— SZVS = SZVO (*)) Slvn = Slvo
— Esimest ja kolmandat nimetatakse
vonkerelaksatsiooniks

— S, ja S, vahel olev sisekonversioonitileminek
ei ole nii kiire (10 .. 1012 s)

— Need on kiirguseta protsessid ja energia muundub
soojuseks
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Ergastunud molekuli relaksatsioon

* Olekust S,*0 edasi on neli vimalust:
— Sisekonversioon: kiirguseta tleminek olekusse S,
ja sealt edasi S,
* protsessi aeg 10 .. 1012 s
— Véliskonversioon
— Fluorestsents: kiirgusega uleminek olekusse S, ja
sealt edasi kiirguseta tleminek olekusse S,
* protsessi aeg 106 .. 1012 s
— Intersuisteemne tleminek olekusse T,'" ja sealt edasi
kiirguslik Gleminek olekusse S,
« See kiirguslik tleminek on fosforestsents

— protsessi aeg 102 .. 10°® s (aeglane protsess)
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Konkurents relaksatsiooni-
protsesside vahel

» Relaksatsiooniprotsesside karakteristlikud ajad
iseloomustavad vastavate protsesside tGenaosust

* Mida lihem on protsessi karakteristlik aeg, seda
tdenédosem on vastav protsess

» Eelistatult kulgeb kiirem protsess!
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Stokes'i ja anti-Stokes'i fluorestsents

Anti-Stokes’i
fluorestsents
> E,

Stokes'’i fluorestsents
<E

Efrluoreslsems ergastav

Eﬂuoreslsems ergastav
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Stokes'i ja anti-Stokes'i
fluorestsents

» Kuna tavalisel temperatuuril on réhuv enamus
molekule olekus v, siis on rdhuv enamus
fluorestsentsi kvante Stokes’i kvandid
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Fluorestsentsispektrid
 Erinevalt UV-Vis spektritest on kaks muudetavat
lainepikkust
— ergastuskiirguse lainepikkus
— emissioonikiirguse lainepikkus
» Seega saab spektreid registreerida erineval moel
— ergastusspektrid

» Mdddetakse fluorestsentsi intensiivsust (kindlal
lainepikkusel vdi summaarset), varieerides ergastuse
lainepikkust

— emissiooni- e. fluorestsentsispektrid

» Mdddetakse fluorestsentsi intensiivsust erinevatel
lainepikkustel hoides ergastuslainepikkuse konstantse
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Fluorestsents-spektrid

» Alexa Fluor 430

l Ergastusspekter l l Emissioonispekter
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Spektrite omadused

» Ergastusspekter on lihema lainepikkuse juures kui
kiirgusspekter

« Spektrijooned on kdllaltki laiad ja
mittekarakteristlikud

« Ergastusspekter on vélja venitatud lihema
lainepikkuse poole

« Emissioonispekter on vélja venitatud pikema
lainepikkuse poole
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Spektrite omadused

» Ergastamine neeldumismaksimumist eemal

— muudab emissiooni
intensiivsust

— ei muuda emissioo-
nijoone kuju

Excitation Emission

« Allika lainepikkus
ei pea tapselt
maksimumile vastama

Frequency of event

Wavelength of light (nm)
Marts 2008 = il

Fluorestsentsi ergastamine

» Ergastamiseks kasutatakse UV kiirgust voi
nahtavat valgust

— Ergastusenergia on elektroonse ergastuse
suurusjargus

« Ergastav kiirgus:
— peab olema piisavalt intensiivne
— lainepikkuse muutmise vdimalus on enamasti oluline
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Fluorestsentsi ergastamine

» Ksenoon-kaar-lamp
— pidevallikas (ca 150 — 800 nm)
» Elavhdbe-kaar-lamp
— Nii pidev osa kui ka jooned
 naiteks 579, 580, 546, 436, 408, 405, 254 nm
— filtritega eraldatakse vajalik vélja
e Laser
— Véga intensiivne
— Véga levinud erirakendustes
Valgusdiood
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Molekulide fluorestsents-
omadused

« Mitte k6ik molekulid ei fluorestseeri

— fluorestsentsiga konkureerib mittekiirguslik
relaksatsioon

— Eelistatult toimub see protsess, mis on kiirem
« Selleks, et molekul fluorestseeriks:

— Molekul peab neelama ergastavat kiirgust

« Sisuliselt: molekulil peavad olema intensiivsed
neeldumisjooned UV v&i Vis alas

— Molekul peab olema jaik
— (Molekulis sees elektronodonoorsed rihmad)
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Kiirguse neelamine

« Kehtib sama loogika, mis UV-Vis spektroskoopias

Rusikareegel: fluorestseerivad eeskétt ained, millel
on intensiivsed neeldumisjooned UV v&i ndhtavas
spektris

» Eeskatt:

— m-susteemidega molekulid
— metallikompleksid
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Molekuli jaikus

* Mida jaigem molekul, seda véhem on tal véimalusi
mittekiirguslikult relakseeruda
— Mittekiirguslik relaksatsioon baseerub vonkumistel

— Mida véhem on molekulil painduvaid osi, seda raskem
on tal mittekiirguslikult relakseeruda

N
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Fluoreen Bifenuil
Fluorestseerib Ei Fluorestseeri
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Molekuli jaikus

» Vé&ga paljud metallikompleksid on jaigad
— metall orienteerib ligandid tugevalt enda tmber
— kelaatsete ligandidega kompleksid on eriti jaigad
» Metallikomplekside fluorestsentsi kasutatakse
metallide ma&ramiseks
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Elektrodonoorsed rihmad

« Mida rohkem on molekulis elektrodonoorseid
rihmi ja mida véhem elektronaktseptoorseid
rihmi, seda kérgem on fluorestsentsi tdendosus

NH, NO,

Aniliin Nitrobenseen
Fluorestseerib Ei Fluorestseeri
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Fluorestsentsi efektiivsus

+ Ka molekulide korral, mis fluorestseerivad, ei
pdhjusta mitte iga neeldunud kvant fluorestsentsi

« Fluorestsentsi saagis e. fluorestsentsi kvant-
efektiivsus ®E:

« Fluorestsents sobib jalgede maaramiseks
» Avastamispiirid s6ltuvad erakordselt tugevalt
analttdist

— Fluorestsentsi jaoks sobivaid aineid saab méaarata
avastamispiiridega ppm-de ja ppb-de suurusjéargus
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e Lineaarsus, kvantitatiivne
Avastamispiirid N
P analuus

* Meetod on lisna heas lahenduses lineaarne
F=kC

« Linearane ala on lai: 3-6 suurusjarku
— Kuid esineb igasuguseid efekte, mis seda ahendavad

« Kvantitatiivne analiiis kaib enamasti tavalisel
kalibreerimisgraafiku meetodil
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Aparatuuri ehitus

» Tava-kasutuses on levinumad kaks aparaadi-
konstruktsiooni:

— filter-fluoro(i)meetrid

Filter-fluoromeetrid

Kaks filtrit

— Ergastavast kiirgusest filtreeritakse vélja sobiv
lainevahemik

« Kaks monokromaatorit
— ergastava kiirguse jaoks
— fluorestsentskiirguse jaoks
* Saab registreerida
spektreid

« Kahekiireline spektrofluoromeeter:
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— spektrofluoro(i)meetrid — Fluorestsentskiirgusest filtreeritakse ka valja g
vajalik vahemik f;
~ . . » Saab moota lihtsalt teatud ergastus- ¢
» Koérgetasemelisemad: o - " T
. . tingimustega fluorestsentsi intensiivsust
— laserfluorestsents-siisteemid ) ) .
} o ; — vastab umbes filter-fotomeetrile =
« mikroskoopia/imaging o . . o 3
. LIF, ... * Aparatuuri tks véimalik thekiireline skeem:
‘ Detektor ‘<—‘ Filter ‘ g
Proov
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Spektrofluoromeetrid Kromatograafias detektorina

« Fluorestsentsil baseeruv detektor on kullaltki
levinud detektor vedelik-kromatograafias

« Pdhiline probleem: enamus aineid ei fluorestseeri
* Nende korral aitab sageli derivatiseerimine

— Analiiidi molekul viiakse mdne sobiva reagendi abil
sellisesse vormi, mis fluorestseerib
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Derivatiseerimise naide: OPA,

orto-Ftaalaldehuud

* Muundab aminohapped fluorestseerivateks
indoolderivaatideks

« Aminohapete analliusil ks tsentraalseid reagente
cHO 2-mercapto- ’S - CH> CHOH
@[ - -
CHO e pH=9.5

Agx =340 nm
A gm =450 nm
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N6uded proovile

* Proovid enamasti lahuse kujul
» Spetsiaalses fluorestsentsiklvetis
— Valgus siseneb otsast, valjub kuljelt
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Rakendused
Klassikaline: metallide méaaramine fluorestsents-
reagentidega
— selle kasutusala on tahtsus on vahenemas
Keskkonna, tervisekaitse jms anallilis
— PAH-id, aromaatsed amiinid
O, sensor (fluorestsentsi kustumise baasil)

Biokeemilised analtiisid ja uuringud

— igasuguste bio-aktiivsete ainete maaramine
fluorestsents-markeritega

— immuno-analiits (valgud, viirused, ...)
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Fluorestsents-polarisatsioon

« Ergastav kiirgus on polariseeritud

« Kui ergastunud olek “seisab paigal” siis on ka
emiteeritav kiirgus polariseeritud
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Fluorestsents-polarisatsioon

Vaikesed molekulid pdérlevad lahuses kiiresti —
polarisatsioon kaob

— seondumata fluorestsents-marker

Suured molekulid podrlevad aeglaselt —
polarisatsioon sailib

— makromolekuliga seondunud fluorestsents-marker

Small Rapid
Molacute Rotation

Polnrized
Enxcitation —= —— - Emitted Lght is
Light Dopolarized
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Fluorestsents-spektroskoopia

eelised-puudused
 Eelised:
— madalad avastamispiirid
— lai lineaarne ala
— miniaturiseeritav (HPLC detektorina)

— vajadusel on vaga korge selektiivsus saavutatav
(immuno-anallius)

* Puudused:
— rakendusala mdnevadrra piiratud
— kohati kapriisne
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