SPEKTROFLUORYMETRIA

ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

Diagram Jabtonskiego; fluorofory; reguty charakteryzujace fluorescencje¢: reguta Stokesa, reguta symetrii
zwierciadlanej, reguta Kashy, reguta Wawilowa; wydajnos¢ kwantowa fluorescencji; czas zycia
fluorescencji; wygaszanie fluorescencji (dynamiczne i statyczne), rownanie i wykres Sterna-Volmera;

APARATURA

o Spektrofotometr Cary50 Bio (Varian), kuwety kwarcowe;
o Spektrofluorymetr CaryEclipse (Varian);

ODCZYNNIKI

fluoresceina, rodamina B, rodamina G6, metanol (cz.d.a.), 0,5 M KI, 0,5 M KClI;

WYKONANIE CWICZENIA:

1. Wykreslanie widm absorpcji i emisji fluorescencji znacznikéw fluorescencyjnych.

Przygotowaé roztwér rodaminy G6 (lub rodaminy B) w metanolu. Wykres$lic widmo absorpcji w
zakresie 300-650 nm, wyznaczy¢ maksima absorpcji. Rozcienczy¢ probke metanolem tak, aby przy fali
wzbudzajacej absorbancja nie przekraczata wartosci 0,2. Zmierzy¢ widmo emisji fluorescencji rodaminy
G6 (rodaminy B) w zakresie 450-650 nm wzbudzajac probke Swiattem o réznych dlugosciach fali
(szeroko$¢ obu szczelin: 5 nm). Wyznaczy¢ maksima emisji w otrzymanym widmie, porownaé z
maksimami absorpcji.

2. Poréwnanie wygaszania fluorescencji fluoresceiny przez jony halogenkowe.

a) Przygotowa¢ roztwor wyjsciowy fluoresceiny. W tym celu nalezy pobraé¢ 0,2 ml roztworu fluoresceiny
o stezeniu 7 x 10* M w 0,1 M NaOH i dopeti¢ woda destylowang do objetosci 20 ml.

b) Wykresli¢c widmo absorpcji fluoresceiny w zakresie 250-700 nm, a nast¢pnie widmo emisji
fluorescencji (400-700 nm) wzbudzajac probke swiattem o dlugosci fali 284 nm (szeroko$¢ obu szczelin:
2,5nm).

¢) Przygotowac seri¢ roztwordow fluoresceiny (koncowa objetos¢ = 1,5 ml) zawierajacych kolejno: 0,015
ml; 0,037 ml; 0,075 ml; 0,15 ml; 0,3 ml; 0,45 ml 0,5 M KI. Wykre$li¢ widma emisji jw.

d) Przygotowac roztwor wyjsciowy fluoresceiny wg pkt. a), a nastepnie seri¢ roztworo6w wg pkt. c)
zawierajacych 0,5 M KCl. Wykresli¢ widma emisji jw.

3. Okreslenie wptywu stezenia zwigzku fluoryzujacego na intensywnos¢ fluorescencji.
a) Przygotowaé serie wodnych roztwordéw (100 ml) zawierajacych odpowiednio 1 x 10° g, 1 x 10* g, 1 x
10®° g zwigzku fluoryzujacego. Poréwnaé intensywnos¢ $wiecenia poszczegolnych roztworow w $wietle

UV. Zarejestrowa¢ widmo absorpcji w zakresie 250-600 nm.

b) Okresli¢ dtugos¢ fali wzbudzenia i wykresli¢ widma emisji fluorescencji wszystkich roztworow w
zakresie 400-700 nm.
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Opracowanie i dyskusja wynikéw:

1. Wyznaczone maksima absorpcji i emisji (w nm oraz w cm™) oraz przesuniecie Stokesa (w cm™)
umiesci¢ w tabeli. Opisaé¢ zarejestrowane widma absorpcji i emisji fluorescencji, przedstawi¢ przyktady
regut charakteryzujacych fluorescencje.

2. Obliczy¢ stezenie fluoresceiny, Kl i KCI w badanych roztworach oraz stosunek lo/l. Wyniki zebra¢ w
tabeli. Na podstawie otrzymanych wynikow przygotowac wykres Sterna-Volmera (lo/l vs [Q]).

rOwnanie Sterna-Volmera:

=14k [Q)
gdzie: |, - intensywnos$¢ emisji fluorescencji bez wygaszacza
I - intensywnos¢ emisji fluorescencji z wygaszaczem
Ksv - stala Sterna-Volmera [M]
Q - stezenie wygaszacza [M]
Ksv = Kq X To k, - stata szybkosci wygaszania fluorescencji [M™ s™]

Tp - czas zycia fluorescencji (przy braku wygaszacza)
3. Z wykresu wyznaczy¢ stala Sterna-Volmera.

4. Wyznaczy¢ stala szybkos$ci wygaszania fluorescencji fluoresceiny kq z 10 i Ksy dla obu wygaszaczy.
Przeprowadzi¢ dyskusje wynikow. Ktory wygaszacz jest bardziej efektywny?

5. Wyjasni¢ wplyw stezenia zwigzku fluoryzujacego na intensywnos¢ fluorescencji.
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Struktury wybranych fluoroforow:
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fluoresceina rodamina B
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rodamina G
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