Vliv pH a teploty na spektralni viastnosti fluorofort

V tomto experimentu je ukazan vliv pH na fluorescenci a absorpci fluorescen¢ni znacky
fluoresceinu rozpusténé ve stejné koncentraci v roztocich o rizném pH. Je rovnéz
demonstrovan vliv teploty na intenzitu fluorescence.

Materiél

Fluorescein - NIST-traceable standard - 50 uM (Molecular Probes, Invitrogen)
Pufr 5 (20 mM MES, pH 5.0)

Pufr 7 (50 mM fosfat sodny, pH 7.0)

Pufr 9 (50 mM glycin, pH 9.0)

Spektrofluorometr vybaveny kryostatem (chlazenou vodni 1azni)

Kyveta

Postup

1. Ptipravte vzorky fluoresceinu 10000X nafedénim roztoku NIST standardu jeho
ptidanim 1,5 uL do 1499 uL roztoku pufru 5, pufru 7 a pufru 9 a ndslednym
nafedénim (150 pL 1000x zied’. roztoku do 1350 pL ptislusného pufru).

Pozn. Za¢nete méienim fluoresceinu v pufru 9, pak v pufru 7 a nakonec v pufru 5
Zme¢ite excitacni spektra vzorka pti A(em) = 515 nm

Zméite emisni spektra vzorkt pti A(ex) = 488 nm

4. Zméite spektra fluoresceinu v pufru 9 pii 40°C (zahiejte vzorek vodni lazni)
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Obr. 1: Vliv pH na excitacni a emisni spektrum fluoresceinu.

Vysledky

Pii zméné pufru z pH 7 na pH 5 a pfi zvySeni teploty dochazi ke snizeni intenzity
fluorescence fluoresceinu.



