Vliv pH a teploty na spektralni vlastnosti fluorofor

V tomto experimentu je ukdzan vliv pH na fluorescenci a absorpci fluorescencni 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 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. Pripravte vzorky fluoresceinu 10000x nafedénim roztoku NIST standardu jeho
pridanim 1,5 pL do 1499 pL roztoku pufru 7 a pufru 9 a naslednym nafedénim
(150 pL 1000x zied. roztoku do 1350 pL prislusného pufru).

Zméite excitaéni spektra vzorki (nejdiive pH 9) pfi A(em) =515 nm

Zméite emisni spektra vzorkt (nejdiive pH 9) pii Mex) = 488 nm

4. Zmeéite spektra pti 25 a 40°C (zahtatim vodni lazni).
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Obr. 1: Vliv pH na excita¢ni a emisni spektrum fluoresceinu.
Vysledky

Pi zméné pufru z pH 9 na pH 7 a pti zvySeni teploty dochazi ke sniZeni intenzity
fluorescence fluoresceinu.



Praktické poznamky

Pii méfeni zcela neznamého ziedéného vzorku vyuZzivdme toho, Ze vSechny
fluorofory muzeme excitovat v UV oblasti. Diky tomu mutzeme pozorovat
fluorescenci riznych fluoroforti na UV transiluminétoru.

U neznamého vzorku nejdiive zméfime fluorescen¢ni emisni spektrum s nastavenim
excita¢ni vinové délky kolem 300-350 nm.

Intenzita fluorescence fluoresceinu se méni se zménou pH, protoZe dochazi ke zméné
naboje fluoresceinu, tim se méni elektronovy obal a potazmo absorpéni a emisni
vlastnosti tohoto fluroroforu. Viz obrdzky v dokumentaci Fluorescein NIST-
Traceable Standard

S rostouci teplotou dochazi ke snizeni pravdépodobnosti piechodu elektronu
z excitovaného stavu do zékladniho stavu vyzafenim elektronu a naopak roste
pravdépodobnost uvolnéni energie excitovan¢ho stavu elektronu prostfednictvim
disipacni energie = tepla.
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