Molekulska fluorescen€na spektrometrija

Pri vzbujanju molekul s svetlobo le-te preidejo iz osnovnega v vzbujeno stanje.
Molekule vecine spojin izgubijo absorbirano energijo v obliki sproséene toplote pri
trkih z drugimi molekulami. Nekatere spojine pa pri vracanju v osnovno stanje del
energije oddajo v obliki svetlobe. Emitirana svetloba ima daljSo valovno dolZino kot
absorbirana svetloba. Pojav imenujemo fluorescenca.

Za raztopine z nizko koncentracijo analita velja, da je intenziteta fluorescence
linearno sorazmerna koncentraciji analita in intenziteti vzbujevalne svetlobe. Ce so
vsi eksperimentalni parametri konstantni, velja zveza:

F=kLt,

pri ¢emer je F intenziteta fluorescence, k je konstanta, ¢ pa koncentracija analita.

Pri viSjih koncentracijah zveza ni veC linearna, saj molekule analita znatno
absorbirajo emitirano svetlobo (samoabsorpcija).

Aparatura za molekulsko fluorescenéno spektroskopijo je sestavljena iz izvora
svetlobe, monokromatorja za izbiro valovne dolZine vzbujevalne svetlobe, kivete,
monokromatorja za izbiro valovne dolzine fluorescirane svetlobe in detektorja.
Intenziteto fluorescence merimo pod kotom 90°glede na vpadni Zarek.

Selektivnost pri molekulski fluorescenéni spektroskopiji dosezemo z izbiro primerne
valovne dolzine vzbujevalne in emitirane svetlobe. Intenziteta fluorescence je
odvisna od eksperimentalnih pogojev in kemijske oblike, v kateri se analit nahaja.
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Shema aparature za molekulsko fluorescenéno spektroskopijo
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8a. vaja: DOLOCITEV KININA Z MOLEKULSKO FLUORESCENCNO
SPEKTROMETRIJO Z METODO STANDARDNEGA DODATKA

Ce kinin v razred&eni kislini vzbujamo s svetlobo primerne valovne dolZine, mo&no

fluorescira.
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Aparatura:
Luminiscen¢ni spektrometer

Postopek:

V 50 mL bucko odpipetirajte 1 mL pijace Schweppes in z 0,05 mol/L H,SO4 dopolnite
do oznake. Nato v Sest 50 mL buck odpipetirajte po 1 mL tako pripravljene raztopine
vzorca. Prvo bu¢ko z 0,05 mol/L H,SO4 dopolnite do oznake. V ostalih pet buck po
vrsti dodajte 200 pL, 400 pL, 600 pL, 800 pL in 1000 pL standardne raztopine kinina
s koncentracijo 5 pg/mL in z 0,05 mol/L H,SO,4 dopolnite do oznake.

Za slepo raztopino vzemite 0,05 mol/L H,SO,.

Kinin vzbujamo s svetlobo valovne dolzine 350 nm. Valovna dolZina, ki ustreza
maksimumu fluorescence, je 450 nm. Pri tej valovni dolZini izmerite intenziteto
fluorescence za pripravljene raztopine.

Masno koncentracijo kinina v pija¢i Schweppes (v ug/mL) izracunajte na dva nacina:

a) graficno

Nacrtajte graf - na x-0s nanaSajte koncentracijo standardnega dodatka v
pripravijenih raztopinah, csp:

pri ¢emer je cs koncentracija analita v izhodnem standardu (5 pg/mL), Vs volumen
standardnega dodatka, Vg pa volumen bucke. Na y-o0s nanaSajte izmerjeno
intenziteto fluorescence.
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V primeru, ko je zveza linearna, lahko koncentracijo analita v vzorcu cy dolo¢imo z

ekstrapolacijo dobljene premice na absciso. Racunsko se da pokazati, da
x koordinata toc¢ke, v kateri premica seka abscisno os, pomeni negativno vrednost
koncentracije analita v red¢enem vzorcu (y koordinata je enaka 0):

&

v

Grafi¢ni nacin dolocitve koncentracije analita z metodo standardnega dodatka

b) racunsko

Za izra¢un upoStevajte le en (najmanjsi) standardni dodatek. Velja:

c, [V,
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Racéunska naloga:

Pri merjenju intenzitete fluorescence za nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) smo dobili

naslednje podatke:

Koncentracija NADH | Intenziteta
(Mmol/L) fluorescence
0,1 2,2

0,3 6,8

0,5 10,9

0,7 15,6

1,0 20,9

5 x redCen vzorec 8,1

Doloéite koncentracijo NADH v vzorcu!

Naértamo graf: intenziteta fluorescence v odvisnosti od koncentracije NADH.

umeritveno premico in od¢itamo koncentracijo NADH v redéenem vzorcu:
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X, = 0,37 pmol/L

Xvz =5+ Xy =5+ 0,37 ymol/L= 1,85 pmol/L

V vzorcu je 1,85 umol/L NADH.
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