Spektroskopia Laboratorium
Cwiczenie 7
SPEKTROFLUORYMETRIA

Okreslenie wptywu stezenia zwigzku fluoryzujacego na intensywnos¢ fluorescencji.

Majac do dyspozycji roztwdr rodaminy G6 o stezeniu 1 mg-mL™? przygotowaé serie metanolowych
roztwordw o stezeniach: 0,1 mg-mL?%, 10 pg-mL?:, 5 pg'mL?, 1 pgmL?, 0,5 pg:mLt. Poréwnad
intensywnos¢é swiecenia poszczegdlnych roztworéw w swietle UV. Zarejestrowa¢ widmo absorpcji
w zakresie 300-700 nm.

Okresli¢ dtugos¢ fali wzbudzenia i wykresli¢é widma emisji fluorescencji wszystkich roztworéw
w zakresie 400-700 nm.

Oznaczanie stezenia substancji fluoryzujacej w prébce metodg krzywej wzorcowe;.

Dla prébek z punktu 1 wyznaczy¢ krzywg wzorcowg rejestrujgc widma emisyjne przy maksimum
dtugosci fali wzbudzajgcej. W tym celu zastosuj odpowiednie oprogramowanie urzadzenia (szerokos¢
obu szczelin: 2,5 nm).

Wykorzystujgc oprogramowanie zarejestruj widmo emisyjne dla probki o nieznanym stezeniu
zwiazku fluoryzujgcego. Nastepnie wyznacz stezenie zwigzku fluoryzujacego.

Poréwnanie wygaszania fluorescencji fluoresceiny przez jony halogenkowe.

Przygotowaé roztwér wyjsciowy fluoresceiny. W tym celu nalezy pobra¢ 0,25 mL roztworu
fluoresceiny o stezeniu 7 x 10* M w 0,1 M NaOH i dopetni¢ wodg destylowang do objetosci 25 mL.

Wykresli¢ widmo absorpcji fluoresceiny w zakresie 250-700 nm, a nastepnie widmo emisji
fluorescencji (400-700 nm) wzbudzajac probke $wiattem o dtugosci fali 301 nm (szerokos$é obu
szczelin: 2,5 nm).

Przygotowacd dwie serie roztwordw fluoresceiny (koricowa objetos¢ = 1,5 mL) zawierajgcych kolejno:
0,037 mL; 0,075 mL; 0,15 mL; 0,3 mL; 0,45 mL 0,5 M Kl lub 0,5 M KCI. Wykresli¢ widma emisji.

Przyrzady, materiaty i odczynniki

Spektrofluorymetr Jasco FP-8500

roztwér rodaminy G6 (1 mg-mL™?)

metanol
roztwor fluoresceiny (7 x 104 M w 0,1 M NaOH)

0,5 MKl
0,5 M KCl

kuwety plastikowe z pokrywkami

pipeta automatyczna z koricowkami

buteleczki do przygotowania roztwordéw z pokrywkami

woda destylowana

lampa UV

kolba miarowa (25 mL) z korkiem
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Opracowanie wynikéw

Wyznaczone maksima absorpcji i emisji umiesci¢ w tabeli. Opisa¢ zarejestrowane widma absorpcji
i emisji fluorescencji, przedstawi¢ przyktady regut charakteryzujgcych fluorescencje. Omowi¢ wptyw
stezenia na intensywnos¢ fluorescencji.

Narysowac¢ krzywg wzorcowg i obliczy¢, uzywajgc odpowiedniego wzoru, stezenie czynnika
fluorescencyjnego w prébce o nieznanym stezeniu.

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

rownanie Sterna-Volmera:

[ . lo - intensywnos¢ emisji fluorescencji bez wygaszacza;

= =1+ K [Q], gdzie: o IETBYWROse emib) i bezwve ’

I | - intensywnos¢ emisji fluorescencji z wygaszaczem;
Ksv - stata Sterna-Volmera [M];

Q - stezenie wygaszacza [M]

Z wykresu wyznaczy¢ statg Sterna-Volmera. Przeprowadzi¢ dyskusje wynikéw. Ktdory wygaszacz jest
bardziej efektywny?

Zakres materiatu:

Diagram Jabtonskiego;

fluorofory;

reguty charakteryzujace fluorescencje: reguta Stokesa, reguta symetrii zwierciadlanej, reguta Kashy,
reguta Wawitowa;

wydajnos¢ kwantowa fluorescencji;

czas zycia fluorescenc;ji;

wygaszanie fluorescencji (dynamiczne i statyczne), rdwnanie i wykres Sterna-Volmera; wykorzystanie
wygaszania fluorescencji w badaniach struktury biatek.
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