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. Wstep

Celem ¢wiczenia jest okreslenie mechanizmu wygaszania fluorescencji 6-methoxy-N-
(3-sulfopropyl)quinolinium (SPQ) przez jony chloru. Zastosujesz w tym celu metody

fluorescencji stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej.

I.1. Wygaszanie dynamiczne i statyczne

Pojecie wygaszania fluorescencji odnosi si¢ do wszystkich procesow powodujacych
zmniejszenie natezenia fluorescencji danej substancji. Do proceséw tych nalezg reakcje
zachodzgce w stanie wzbudzonym, bezpromieniste przeniesienie energii, tworzenie
kompleksow (wygaszanie statyczne) oraz wygaszanie kolizyjne (dynamiczne). W dalszej

czesci instrukcji skoncentrujemy si¢ na dwoch ostatnich typach wygaszania.
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Rysunek 1. Schemat Jabtonskiego przedstawiajacy procesy absorpcji, relaksacji rozpuszczalnikowej
i fluorescencji, uwzgledniajacy wygaszanie dynamiczne. Dla uproszczenia zaznaczono tylko pierwszy
singletowy stan wzbudzony S; i nie uwzgledniono pozioméw oscylacyjnych ani elektronowych
stanow tripletowych. k. i k, to state szybkoSci odpowiednio emisji fluorescencji i procesow
bezpromienistych (na  schemacie  wszystkie mozliwe procesy bezpromieniste zostaly
scharakteryzowane przez jedna stata szybkosci ky), a kq to bimolekularna stata wygaszania.

W przypadku wygaszania dynamicznego dochodzi do kontaktu wygaszacza (Q)
z fluoroforem bedacym w stanie wzbudzonym (A*), po ktorym fluorofor powraca do stanu
podstawowego bez emisji fotonu:
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gdzie ky to bimolekularna stata wygaszania, proporcjonalna do dyfuzyjnie kontrolowanej
bimolekularnej statej szybkosci ko. Efektywnos¢ wygaszania zalezy od stezenia wygaszacza
[Q] oraz od szybkosci wzajemnej dyfuzji czasteczki emitujacej i wygaszacza, okre§lonej stala
szybkosci Ko.

Jak wynika ze schematu Jablonskiego przedstawionego na Rys. 1, stosunek wydajnosci
kwantowych, a co za tym idzie proporcjonalnych do nich nat¢zen fluorescencji bez i w obecnosci

wygaszacza wyraza zalezno$¢:
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gdzie Fo i F to nat¢zenia fluorescencji odpowiednio bez i w obecno$ci wygaszacza, a Kr i Kny
to stale szybkosci odpowiednio emisji fluorescencji i procesOw bezpromienistych.
Pamigtajac, ze czas zycia fluorescencji jest odwrotnos$cia sumy wszystkich stalych szybkosci

prowadzacych do depopulacji stanu wzbudzonego, réwnanie (1) mozna przedstawi¢ w postaci:

2= 14 kymol] = 1+ Ky [0] @
gdzie 7o = (ke + k)™M i 7= (ke + kor + kq[Q])'1 sg czasami zycia odpowiednio bez i w obecnosci
wygaszacza, a Ksy = Kqo to stala wygaszania Sterna-Volmera.
Rownanie (2) jest nazywane rownaniem Sterna-Volmera. Wynika z niego, ze zalezno$¢
Fo/F oraz rp/t w funkcji stezenia wygaszacza jest liniowa. Stala Kgy jest miarg ,,wrazliwosci”
fluoroforu wobec wygaszacza.

W przypadku wygaszania statycznego powstajacy w stanie podstawowym kompleks

fluorofor-wygaszacz nie posiada wtasciwosci fluorescencyjnych:
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gdzie K = % to rownowagowa stala asocjacji dla ,,ciemnego” kompleksu AQ.

Korzystajac z definicji stalej asocjacji oraz z faktu, ze natgzenie fluorescenciji
W obecnos$ci wygaszacza jest proporcjonalne do st¢zenia nieskompleksowanych fluoroforow
([A] = [Ao]-[AQ]) otrzymujemy wyrazenie opisujgce stosunek nat¢zen fluorescencji bez
I W Obecnos$ci wygaszacza:
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Zalezno$¢ Fo/F od stezenia wygaszacza jest identyczna jak w przypadku wygaszania
dynamicznego (réwnanie 2). Inna jest jedynie interpretacja czynnika stojacego przy [Q]: stata
wygaszania K, z wyrazenia (2) zostala zastagpiona przez stalg asocjacji K w (3). Pomiary
zmian nat¢zenia fluorescencji zachodzacych pod wplywem wygaszacza nie sg wigc wstanie
rozstrzygna¢, z ktorym typem wygaszania mamy do czynienia. Dopiero znajomos$¢ czasow
zycia w bez i obecnoSci wygaszajacego ligandu pozwala na okreslenie mechanizmu

Fo

wygaszania. Z réwnania (2) wynika, ze dla wygaszania dynamicznego F=T7°. Z Kolei

w przypadku wygaszania statycznego oddzialywanie wygaszacza z czgsteczkg emitujacy



zachodzi w stanie podstawowym i nie wplywa na czas zycia jej stanu wzbudzonego i zwigzku
To _
z tym —= 1.
Wiele matych czasteczek lub jondw moze powodowaé wygaszanie dynamiczne.
Wsrod nich nalezy wymieni¢ tlen, jony CI” czy I oraz akrylamid. Badania dostepnosci
fluoroforow dla tych wygaszaczy moga by¢ wykorzystane do okreslenia potozenia

fluoryzujacych grupy w makromolekule.

1.2. SPQ - fluorescencyjny wkaznik stezenia jonéw chloru

6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)quinolinium (SPQ) jest sonda fluorescencyjna, ktorej
emisja jest wygaszana przez jony chloru (prawdopodobnie na skutek fotoindukowanego
przeniesienia elektronu). W zwigzku z tym SPQ jest wykorzystywana w celu okreslania

wewnatrzkomorkowej zawartosci jonow CI'.
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Rysunek 2. Wzor strukturalny 6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)quinolinium (SPQ)

Podczas ¢wiczenia zbadasz wptyw stezenia KCl (Zzrodlo jonéw Cl) na natgzenie
fluorescencji i czasy zycia wodnego roztworu SPQ i na podstawie przeprowadzonych

pomiar6w okreslisz mechanizm wygaszania.

Il. Wymagania do kolokwium wstepnego

1. Zjawisko absorpcji i emisji promieniowania elektromagnetycznego
2. Fluorescencja, widma emisji fluorescencji, zaniki fluorescencji, wydajno$¢ kwantowa
i czas zycia, analiza zanikow fluorescencji

3. Wygaszanie statyczne i dynamiczne, rownanie Sterna-\Volmera, stata wygaszania

I11. Przebieg éwiczenia

Podczas ¢wiczenia wykonasz pomiary widm emisji fluorescencji oraz zanikoéw
fluorescencji wodnych roztworéw SPQ z rézng zawartoScia KCl. Pomiary widm

stacjonarnych przeprowadzisz na spektrofluorymetrze Cary-Eclipse (Agilent), a czasy zycia
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wyznaczysz za pomocg fluorymetru czasowo-rozdzielczego FT300 (PicoQuant),

wykorzystujacego metode skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotondw.

Masz do dyspozyciji:

—waodny roztwor SPQ

— wodg dejonizowang

—100 mM KCI w wodzie

—wodny koloidalny roztwor krzemionki (Ludox)

— par¢ kwarcowych kuwet absorpcyjnych o dlugosci drogi optycznej 1 cm

— kwarcowg kuwete fluorescencyjna o dhugosci drogi optycznej 1 cm
1. Przygotuj roztwory SPQ z roznigce si¢ zawartoscig KCI: 0, 10, 20, 30 i 40 mM

2. Zarejestruj widmo absorpcji wyjsciowego roztworu SPQ w zakresie 250-450 nm uzywajac
spektrofotometru. Jakie jest potozenie maksimum widma absorpcji? Wyznacz st¢zenie SPQ
(Wspotezynnik ekstynkcji SPQ w 344 nm wynosi &(344) = 3700 M™cm™).

3. Zarejestruj widma emisji fluorescencji wszystkich roztworow z pkt.1 w zakresie
360-620 nm. Na podstawie widma absorpcji wybierz odpowiednig dlugos¢ fali wzbudzenia.
Gdzie zaobserwowates maksima widm emisji? Odczytaj warto$ci nat¢zenia fluorescencji w

maksimum dla poszczegdlnych probek.

4. Zmierz zaniki fluorescencji dla poszczegolnych probek z pkt. 1. Na podstawie zmierzonych
widm absorpcji i emisji, wybierz odpowiednie Zzrédto wzbudzenia i dlugos¢ fali obserwacji.
Nie zapomnij o pomiarach funkcji odpowiedzi aparatury (IRF). Uzyj] w tym celu roztworu
rozpraszacza (Ludox). Jakie dtugosci fali wzbudzenia i emisji nalezy wybraé przy pomiarach
IRF?

5. Dokonaj analizy uzyskanych zanikow w programie FluoFit w celu wyznaczenia czasow

zycia dla poszczegdlnych probek. Zastosuj rekonwolucje dla modelu ekspotencjalnego.

IV. Opis koncowy

Opis koncowy powinien zawiera¢ poszczegdlne elementy charakterystyczne
dla raportu z przebiegu eksperymentu (streszczenie, wstep teoretyczny, opis uktadu
doswiadczalnego oraz wyniki i ich dyskusje).

Uzyskane wyniki powinny zosta¢ udokumentowane za pomocg czytelnych tabel
1 wykresow. Zaniki fluorescencji nalezy opracowac korzystajac z programu FluoFit.

Opracowanie wynikow powinno uwzglednia¢ nastepujace zagadnienia:
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1. Wykonanie wykresoéw zalezno$ci Fo/F oraz o/t w funkcji stezenia [C1']

2. Okre$lenie mechanizmu wygaszania fluorescencji SPQ przez jony chloru

3. Wyznaczenie stalej wygaszania Sterna-Volmera Kg, oraz bimolekularnej statej
wygaszania Kq

4. Poroéwnanie wartosci Kq z wartosciag dyfuzyjnie kontrolowanej bimolekularnej stalej

szybkosci ko w wodzie (ko= 10 Ms?)
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