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1 Einfihrung

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine der aktuellsten und vielseitigsten spektroskopischen
Untersuchungsmethoden in der Biophysik. Sie unterscheidet sich von den meisten anderen
spektroskopischen Methoden dadurch, dass die Emission und nicht die Absorption von Strah-
lung gemessen wird. Die Vorgange, die auf atomarer Ebene zu Emission von Strahlung flihren,
finden auf der Zeitskala in einem langsameren Bereich statt als die Absorption: der Ubergang
vom Grundzustand eines Systems in einen angeregten Zustand durch Absorption dauert ca.
10 s; der Zeitbedarf fiir die Wiederaussendung eines Lichtquants — die ,,Fluoreszenz” — be-
tragt etwa 108 s. In diesem groReren Zeitintervall finden vielfiltige Wechselwirkungen mit der
Umgebung statt. Gerade diese Wechselwirkungen und ihr Einfluss auf die Fluoreszenz kdnnen
Eigenschaften von biologischen Systemen offenbaren, die man bei Messung der Lichtabsorp-

tion nicht sieht.

Untersucht wird durch Fluoreszenzspektroskopie einerseits die Eigen-Fluoreszenz von biolo-
gischen Makromolekiilen (intrinsische Fluoreszenz), andererseits die Fluoreszenz von kinstli-
chen fluoreszierenden Gruppen (Fluorophoren), die an das biologische System angeheftet
wurden (extrinsische Fluoreszenz). Vor allem auf der Nutzung von kiinstlichen Fluorophoren
als ,,Marker” in biologischen Systemen und der Maoglichkeit, mittels gezielter Synthese quasi
auf bestimmte Problemstellungen ,,mafRgeschneiderte” Marker herstellen zu kénnen, beruht

die Vielseitigkeit der Anwendungen der Fluoreszenzspektroskopie in der Biophysik. Fir einen



Uberblick iiber Grundlagen und Anwendungsmaéglichkeiten dieser Technik sei auf die Vorle-
sung ,Biophysik I: Experimentelle Methoden der Molekularbiophysik” verwiesen. Der Vorle-
sungsstoff wird im Folgenden vorausgesetzt. Das Standardwerk Uber Fluoreszenzspektrosko-

pie (zum Nachschlagen) ist [1].

Als Auswahl aus dem Spektrum verschiedener Anwendungsmaglichkeiten der Fluoreszenz-
spektroskopie auf biologische Systeme sollen Sie in diesem Praktikumsversuch drei Anwen-
dungen der Technik auf das haufigste Protein des menschlichen Blutserums, Serumalbumin
(HSA), kennenlernen. Das erste Anwendungsbeispiel beschéftigt sich mit der Analyse der Zu-
ganglichkeit des Bausteins Tryptophan im HSA durch Fluoreszenzléschung. Das zweite und
dritte Beispiel betreffen den Nachweis der Bindung von kleinen Molekilen (Liganden) an HSA:
von Flavonol durch Resonanz-Energielibertragung und von 8-Anilino-1-naphtalensulfonat

(ANS) durch die Anderung der Quantenausbeute des Liganden beim Binden.

2 Grundlagen

2.1 Eigenschaften von Serumalbumin

Humanes Serumalbumin ist ein globuldres Protein aus 548 Aminosduren; seine Molmasse be-
tragt ca. 60 000 g/mol. Seine wichtigste Funktion ist der Transport einer Vielzahl von kleinen,
in wassriger Losung schwerl6slichen Molekilen (Lipide, Steroidhormone etc.) im Blut bzw.
zwischen Synthese- und Zielorgan. Zu diesem Zweck besitzt das Protein mehr oder weniger
spezifische Bindungsstellen fiir diese Molekiile. Die Bindung der Molekiile erfolgt reversibel
(beschrieben durch das Massenwirkungsgesetz); die Starke der Bindung wird dabei durch die

Assoziationskonstante beschrieben.

HSA ist ein Drei-Doméanen-Protein; die Hauptbindungsstellen befinden sich in den Domanen |l
und lll. In ersterer befindet sich auch der einzige Tryptophan-(Trp-) Rest des Proteins — also

diejenige Aminosaure, die die intrinsische Fluoreszenz des Proteins bestimmt.



2.2 Fluoreszenzléschung/“Quenching“ durch Stof3 (Collisional Quenching)

2.2.1 Vorbemerkung

Ein angeregtes fluoreszierendes Molekil kann seine Anregungsenergie ohne Mithilfe anderer
Molekiile abgeben — entweder durch Emission eines Lichtquants (Fluoreszenz) oder durch
strahlungslose Uberginge. Die Energie kann aber auch auf andere Molekiile (ibertragen und
damit die Fluoreszenz des zuerst angeregten Molekiils geldscht (,gequencht”) werden. In die-
sem Praktikumsversuch werden zwei solcher Energielibertragungen demonstriert und An-
wendungen zur Beantwortung biochemischer Fragen gezeigt: Energielibertragung durch Stol3
und die sog. ,Resonanz-Energielibertragung”, bei der die Anregungsenergie durch sog. Reso-
nanz-Wechselwirkungen ohne Stol} auf ein benachbartes Molekiil ibertragen wird (Abschnitt
2.3). In beiden Fallen liegen bimolekulare Prozesse vor. Wechselwirkungen zwischen dem flu-
oreszierenden Molekil und ,, der Umgebung”, z.B. dem Losungsmittel, werden in 2.4 behan-

delt.

2.2.2 ,Static“ und ,dynamic” (collisional) Quenching

Der ZusammenstoR eines fluoreszierenden Molekiils mit einem zweiten Molekil kann zu ei-
nem stabilen Komplex fihren. Eine dabei ggf. auftretende Fluoreszenzléschung bezeichnet
man als statisch ,static”. Fluoreszenzléschung durch Stofl ohne Komplexbildung bezeichnet
man als ,, dynamic quenching”. Im Experiment lassen sich beide durch ihren unterschiedlichen
Einfluss auf die Lebensdauer des angeregten Zustands oder durch den Einfluss der Viskositat

auf den Grad der Fluoreszenz-Loschung unterscheiden [1].

Dem hier untersuchten Collisional Quenching liegen StoBprozesse zwischen dem fluoreszie-
renden Molekil oder — bei groBen Molekiilen — der fluoreszierenden Gruppe im Molekil und
einem kleinen nicht fluoreszierenden Molekiil/Atom/lon zugrunde. Damit der StoR zur Fluo-
reszenz-Loschung fuhrt, muss er wahrend der Lebensdauer des angeregten Zustandes (ca. 10
ns) erfolgen. Zur Fluoreszenz Loschung kénnen also nur ,Quencher“-Molekiile/Atome/lonen
beitragen, die zum Zeitpunkt der Anregung nicht weiter als die mittlere Diffusionsstrecke des
Quenchersin ca. 10 ns vom Fluorophor entfernt sind. Damit ist neben der Quencher-Konzent-

ration auch der Diffusions-Koeffizient des Quenchers fiir den Grad der Fluoreszenz-L6schung



wichtig. Weiter muss der Quenching-Grad wesentlich von Diffusionsbarrieren fiir den Quen-
cher beeinflusst werden (s.u.). Untersuchungen zum Quenching kénnen also Aussagen lber

solche Barrieren liefern — das ist ihre wichtigste Anwendung.

2.2.3 Die Stern-Volmer-Gleichung

Die Herabsetzung der Fluoreszenz-Intensitat von F, (ohne Quencher) auf F durch Collisional

Quenching wird durch die Stern-Volmer-Gleichung beschrieben:

Fo/F =1+ Ko [Q] (1)

(Kp: Stern-Volmer-Konstante (diese kann auch als Produkt aus der ,bimolekularen Quenching-
Konstante” Ky und der Lebensdauer t, des ungestérten Systems dargestellt werden); [Q]:
Quencher-Konzentration). Ein starker ,Quencher” wird also durch ein groRes Kp charakteri-
siert. In vielen Fallen ist Kp eine Konstante, was nach Gl. (1) zu einer linearen Abhangigkeit von
Fo/F von [Q] fuhrt. In solchen Fallen liegt eine einzige Klasse von Fluorophoren vor, deren Mo-
lekile alle gleichermalien zuganglich fiir den Quencher sind. Sind mindestens zwei Klassen von
Fluorophoren vorhanden, von denen bei einer der Fluorophor vor Sté8en mit den Quencher
teilweise abgeschirmt ist, ergeben sich nichtlineare, nach unten gekrimmte Stern-Volmer-

Plots.

Ein besonders effektives Quencher-Molekiil, und zwar fiir fast alle bekannten Fluorophore, ist
0,. Auch das lodid-Anion I ist ein guter Quencher, wenn auch nicht fir Fluorophore, die ne-

gativ geladen sind oder von negativen Ladungen umgeben sind.

Auch statisches Quenchen fuhrt im Allgemeinen zu einem linearen Stern-Volmer-Plot [1]. Die

Identifikation des Quenching-Typs muss also Gber andere Kriterien erfolgen (s.0.).



2.2.4 Eine biochemische Anwendung des Collisional Quenching: Zuganglichkeit der

Trp-Seitenkette in HSA fir I

Biochemische Untersuchungen zum Collisional Quenching haben meist das Ziel, die Zugang-
lichkeit bestimmter fluoreszierender Molekiilteile fir den Quencher zu bestimmen. Da die flu-
oreszierende Gruppe in Proteinen meist die Seitenkette von Trp ist, dienen Quenching-Unter-
suchungen meist der Lokalisierung der Trp-Seitenketten bzgl. der Proteinoberflache: leichte
Léschbarkeit der Trp-Fluoreszenz durch polare Quencher zeigt eine Lokalisierung des/der Trp
in der Proteinoberflache an, schwere dagegen eine Lokalisierung im unpolaren Proteininne-
ren. Konformationsanderungen im Protein kdnnen die Zuganglichkeit des/der Trp fiir den
Quencher dndern und so zum Nachweis solcher Anderungen dienen. Ein besonders niitzlicher

Quencher der Trp-Fluoreszenz ist das lodid-Anion I".

In diesem Praktikumsversuch wird Quenchen durch |- zur Lokalisierung der einzigen Trp-Sei-
tenkette im HSA benutzt. Verglichen werden ,,natives” HSA bei pH 7, durch sauren pH in seiner
Konformation gedndertes HSA sowie die freie Aminosaure Trp. Stern-Volmer-Auftragungen

sollen die Unterschiede und Gemeinsamkeiten aufzeigen.



2.3 Fluoreszenzenergie-Ubertragung (noncollisional energy transfer, ET)

2.3.1 Allgemeines

ET ist eine spezielle Art von Quenching: Die Anregung eines Fluorophors (,,Donor” D) flhrt
nicht zur Fluoreszenz-Emission des angeregten Molekiils; sie endet aber auch nicht in einem
strahlungslosen Ubergang, sondern wird auf ein zweites Molekiil (,,Akzeptor” A) Gibertragen.

Der Donor geht dabei in den Grundzustand lber, der Akzeptor wird angeregt:

D'+A>D+A"

Die Energielibertragung erfolgt dabei ohne Stol, aber auch ohne den Austausch eines Pho-
tons, durch sog. Resonanz-Wechselwirkungen (spezielle Dipol-Dipol-Wechselwirkungen).
Nach der Energielibertragung kann A" strahlungslos oder durch Fluoreszenz in den Grundzu-
stand Ubergehen; in letzterem Fall wird die charakteristische Fluoreszenzstrahlung von A aus-

gestrahlt.

Die Wahrscheinlichkeit flir ET und damit — im Fall eines Photonen-emittierenden Akzeptors —
die Fluoreszenzintensitit hangt von mehreren Faktoren ab: (1) dem Grad der Uberlappung
des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors, (2) der re-
lativen Orientierung der Ubergangsmomente von Donor und Akzeptor und (3) dem Abstand r

zwischen den Molekiilen, bei dem der ET erfolgt. r geht dabei in der 6. Potenz ein:

Ry
6 6
R, +r

E=

(E: Wirksamkeit des ET (d.h. der Bruchteil der von D absorbierten Photonen, der auf A lber-

tragen wird); Ro: ,, Forster-Abstand”) [1].

Untersuchungen zum ET haben zwei Hauptzielrichtungen, eine quantitative und eine qualita-
tive: (i) die Abstandsmessung zwischen A und D sowie (ii) die Demonstration von Komplexbil-
dungen zwischen Molekilen, durch die ET ermdglicht wird. Die vorkommenden Ro-Werte be-

schranken den bei (i) zuganglichen r-Bereich fir Abstiande A-D auf ca. 15-100 A. In diesem



Bereich muss auch der A-D-Abstand im Komplex liegen, was aber sowohl fir Makromolekiil-
Ligand- als auch fiir Makromolekiil-Makromolekiil-Komplexe meist erfillt ist bzw. erfillt wer-

den kann.

2.3.2 Eine biochemische Anwendung des ET: Bindung von 3-Hydroxyflavon an Serum-

albumin [2]

Wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, besitzt HSA Bindungsstellen fiir eine Vielzahl von unter-
schiedlichen Molekiilen. Dazu gehéren auch Flavonol und dessen Derivate, die als Fluores-
zenzsonden bei der Untersuchung der Cancerogenese benutzt werden kénnen und denen HSA
als ,, Trager” beim Transport zum Einsatzort dienen kann. In unserem Praktikumsversuch dient
ET zwischen dem Trp des HSA und 3-Hydroxyflavon (3-HF) (s. Abb. 1) als Nachweis der Kom-

plexbildung zwischen beiden Molekilen [2].

Das HSA-Trp und 3-HF stellen allerdings kein ,einfaches” Donor-Akzeptor-Paar dar: Wie in
Abb. 1 gezeigt, wird die Fluoreszenzenergie vom Trp zundchst auf einen Zustand S1 des 3-HF
ibertragen, der nur einen Zwischenzustand zum fluoreszierenden Zustand S; darstellt. Die
Weiterleitung der Energie zu letzterem erfolgt durch intramolekularen Protonen-Transfer. Ein
Teil der vom Donor abgegebenen Energie geht allerdings auf diesem Wege strahlungslos ver-

loren, was zu einer Erniedrigung der Quantenenergie der Fluoreszenz von A fiihrt.

Donor Acceptor
T S; =1
(Forster)
E hv y —»
R -6 Dependent
Energy Transfer

) L)

Tryptophan 3-Hydroxyflavone Pyrillium ion tautomer
(Trp) (3-HF) of 3-HF

Figur 1 — Kopplung zwischen Energietransfer (von Forster-Typ) und intramolekularen

Protonentransfer (mit nachfolgender Lichtemission im Sichtbaren) im Systems HSA/3-HF [2]



2.4 Anderungen der Fluoreszenzspektren und der Quantenausbeute bei Ande-

rungen der Polaritdt in der Umgebung des Fluorophors

Das Emissionsspektrum vieler Fluorophore hangt stark von der Polaritat ihrer Umgebung ab.
Ein Wechsel des Losungsmittels flihrt damit in vielen Fallen zu Spektren, die hinsichtlich ihres
Emissionsmaximums und ihrer Intensitat verandert sind. Analoges gilt fir eine Bindung des
Fluorophors an eine Struktur mit anderer Polaritat (an der Bindungsstelle) als das Losungsmit-
tel. Meist flihrt eine Erniedrigung der Polaritat der Umgebung zu einer Verschiebung des Ma-
ximums des Emissionsspektrums, Amax, zu kiirzeren Wellenlangen (,blue shift”). Haufig ist dies
gekoppelt mit Erhéhungen der Quantenausbeute q der Fluoreszenz. Mit manchen Fluoropho-

ren kann letzterer Effekt extrem stark sein.

Die polaritatsabhingigen Anderungen im Emissionsspektrum und in der Quantenausbeute
des Fluorophors haben sehr komplexe Ursachen [1]. Man kann grob zwei Arten von Ursachen
unterscheiden: (1) Wechselwirkungen des elektrischen Dipolmoments des Fluorophors mit
von ihm induzierten Dipolmomenten in den benachbarten Losungsmittelmolekilen und (2)
spezifische chemische Wechselwirkungen bzw. Komplexbildungen zwischen dem Fluorophor
und ein oder zwei Molekilen des Losungsmittels oder einem Makromolekiil/einem supramo-
lekularen Aggregat. Die erstere Art von Effekten lasst sich unter Benutzung makroskopischer
Grolen, wie Brechungsindex oder Dielektrizitdtskonstante, beschreiben. Die zweite erfordert
die Betrachtung spezifischer Bindungen; meist hat sie weitaus groRere Auswirkungen als die
erste. Fir Anwendungen in Biochemie/Biophysik ist sie die wichtigere, obgleich die genaue

theoretische Basis oft unklar bleibt [1].

Das bekannteste Beispiel eines Fluorophors mit extremer Empfindlichkeit der Fluoreszenzei-
genschaften gegeniiber der Polaritdt der Umgebung ist 1-Anilino-8-naphtalensulfonat (ANS).
Fiir diese Substanz betragt g in Wasser 0,004, dagegen in Octanol 0,63. Amax verschiebt sich
dabei von 515 nm zu 462 nm. Noch drastischer ist die Auswirkung der Bindung von ANS an
HSA (in wassriger Losung): q wird 0,98 und Amax 454 nm. Fluoreszenzspektroskopie erlaubt —
unter Ausnutzung dieser Effekte — auf einfache Weise Untersuchungen iber den Bindungs-

prozess (s.u.).



3 Versuchsdurchfihrung und Ergebnisauswertung

3.1 Vorbemerkung: Benutzte Spektrometer

Um eine vernlinftige Planung der Versuche zur Fluoreszenzspektroskopie durchfiihren zu kon-
nen (Auswahl der Anregungswellenlangen und der Konzentrationen der verwendeten Sub-
stanzen), miissen die Absorptionsspektren der Losungen im Wellenlangenbereich 250-400 nm
bekannt sein. Zu ihrer Messung wird ein Hitachi U-2000-Spektralphotometer in Verbindung
mit reduzierten Quarzkivetten (d = 1 cm) verwendet.

Das benutzte Fluoreszenzspektrometer ist das Gerat LS 50 der Fa. Perkin-Elmer. Hier werden
Standart-Quarzkivetten (d = 1 cm) verwendet.

Der/die Betreuerln wird Sie in das Arbeiten mit beiden Geraten einfihren.

3.2 Chemikalien

Folgende Stammldsungen stehen bereit:

e 10 mM NaPi-Puffer pH 7,0

HSA in 10 mM NaPi-Puffer pH 7,0
e HSAindH0pH?7,0

e L-Trpin 10 mM NaPi-Puffer pH 7,0
e L-TrpindH0pH 7,0

e 5MKlindH0pH7,0

e 5M NaClindH,0pH 7,0

e Vollentsalztes Wasser (dH20) pH 7,0

Weitere Stammldsungen, die besonderer Beachtung bediirfen:
e 100 mM HClin dH,0 pH 1,0
e 1mM NaOH in dH,0 pH 11,0

dap
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3.3 Absorptionsspektren

—>

Messen Sie die Absorptionsspektren der vier Proben unverdiinnt zwischen 250 und
400 nm gegen das jeweilige Losungsmittel.

Fotografieren Sie die aufgenommenen Spektren und fligen Sie die Aufnahmen lhrem
Protokoll bei oder drucken Sie sie mittels des eingebauten Druckers des Spektrometers
aus und scannen Sie die Drucke ein, um sie dem Protokoll hinzuzufiigen. Vergleichen
Sie Ihre Spektren mit der Literatur und diskutieren Sie eventuelle Fehlerquellen.
Berechnen Sie die Konzentrationen des Tryptophans sowie des Humanen Serumal-
bumins mittels der Absorption bei 278 bzw. 280 nm. Die Extinktionsfaktoren des L-
Tryptophans und des Humanem Serumalbumin bei diesen Wellenlangen liegen bei
Erp278 = 5,579 - 10% (cmM) ™" bzw. bei €54280 = 3,5 10* (cmM) ™.

Geben Sie die berechneten Konzentrationen sowohl in uM als auch in mg/ml an!

Bei Fragen zur Bedienung des Hitachi-Spektrometers wenden Sie sich an |hre(n) Betreuerin.

3.4 Emissionsspektren

Messen Sie die Emissionsspektren des Tryptophans bei pH 10, bei pH 7 sowie bei pH 2
und des Humanen Serumalbumins bei pH 7 sowie bei pH 3. Verdiinnen Sie die HSA-
Stammldsungen dabei jeweils 20-fach und die Tryptophan-Stammldsungen jeweils 10-
fach! Regen Sie Tryptophan bei 280 nm und HSA bei 290 nm an; Laden Sie dazu die
entsprechende Methode der zur Aufnahme verwendeten Software. lhr(e) Betreuerln
wird sie hierin einweisen.

Speichern Sie die aufgenommenen Emissionsspektren und fligen Sie diese in lhr Pro-
tokoll ein. Vergleichen Sie Ihre Spektren mit der Literatur und diskutieren Sie eventu-

elle Fehlerquellen.

Bei Fragen zur Bedienung des Fluoreszenzspektrometers wenden Sie sich an lhre(n) Betreue-

rin.
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3.5 Quenching der Emission von HSA und von Trp durch lodid

3.5.1 Tryptophan

Messen Sie die Emissionsspektren des L-Tryptophans bei pH 7 (Messreihe A) und unterschied-
lichen Konzentrationen des Quenchers Kaliumiodid (s.u.). Verwenden Sie hierfir die Tryp-

tophan-Puffer-Stammldsung! Regen Sie die Fluoreszenz des Tryptophans bei 280 nm an.

3.5.2 Humanes Serumalbumin

Messen Sie die Emissionsspektren des Humanen Serumalbumins bei pH 7 (Messreihe B) sowie
bei pH 3 (Messreihe C) bei unterschiedlichen Konzentrationen des Quenchers Kaliumiodid
(s.u.). Verwenden sie flir Messreihe B die HSA-Puffer- sowie fiir Messreihe C die HSA-dH,0-

Stammldsung! Regen Sie die Fluoreszenz des HSA bei 290 nm an.

3.5.3 Zusatzliche Informationen

Verwenden Sie die folgenden Quencher-Konzentrationen ck fiir die obigen drei Messreihen:

Messreihe A B C
ki1 [mM] 0 0 0
Ccki,2 [mM] 62,5 250 250
cki,3 [MmMM] 125 500 500
Cki,4 [MM] 250 1000 1000

Tipp: Fertigen Sie sich Pipettierschemata an, in die Sie die nétigen Volumina der jeweiligen
Stammldsung fir jede der Proben eintragen. Lassen Sie Ihre(n) Betreuerln vor der Herstellung

der Proben Uber Ihre Schemata blicken, um Folgefehler zu vermeiden.

Beachten Sie bei den obigen drei Messreihen folgendes:
e Die Volumina aller Proben sollen jeweils 2 ml betragen.
e Dielonenstarke sollte in allen Proben gleich sein. Stellen Sie daher die Summe der Kon-

zentrationen von Kl und NaCl in den Proben auf 1 M ein.
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Stellen Sie — wenn notig - die pH-Werte der Messlosungen mittels der gegebenen Salz-
saure oder Natronlauge ein. Beachten sie dabei folgendes: pK, ¢ ® —6 sowie

PKg naon = —0,56.

3.6 Anmerkungen zum Versuchsabschluss

Reinigen Sie die Kiivetten mit destilliertem Wasser und stellen Sie sie aufrecht in die
entsprechenden Behaltnisse, sodass sie Uber Nacht trocknen kdénnen.

Denken Sie daran, lhre Daten auf einen mitgebrachten USB-Stick zu tbertragen.
SchlieRen Sie die verwendeten Programme ordnungsgemal und fahren Sie den PC her-
unter. Die Spektrometer wird lhr(e) Betreuerln ausschalten.

Fillen Sie die Pipettenspitzen-Behalter auf. Achten Sie dabei darauf, Handschuhe zu
tragen! Nach Versuchsende miissen die Behalter wieder vollsténdig befillt sein.

Hinterlassen Sie lhren Arbeitsplatz sauber und ordentlich.

4 Fragen und Aufgaben fiir Ihr Protokoll

Diese Fragen und Aufgaben sind zusdtzlich zu denjenigen zu beantworten bzw. zu erfiillen, die

in Kapitel 3 bereits gestellt worden sind:

1)
2)

3)

4)

5)

Warum mussten Sie die lonenstarke in den Quencher-Proben konstant halten?
Berechnen Sie die lonenstéarke in Ihren Proben. Ignorieren Sie hierzu die Beitrage des
Puffers bzw. der Salzsaure.

Welche Unterschiede kdnnen Sie zwischen den HSA-Emissionsspektren aus 3.4 bei pH
7 und pH 3 erkennen? Wie erklaren Sie sich diese Unterschiede?

Welche Unterschiede kdnnen Sie zwischen den Emissionsspektren der Quencher-
Messreihen aus Error! Reference source not found. bei pH 7 und 3.5.2 bei pH 3 erken-
nen? Wie erklaren Sie sich diese Unterschiede?

Korrigieren Sie die in Error! Reference source not found. und 3.5.2 gemessene Inten-

sitaiten bezliglich der Verdinnung der Proben. Fertigen Sie fiir jede der drei
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Messreihen einen Stern-Volmer-Plot an. Bestimmen Sie aus der Steigung der Geraden
die jeweiligen Stern-Volmer-Konstanten. Vergleichen Sie die Ergebnisse mit denen aus
Frage 4). Gibt es Zusammenhange und/oder Widerspriiche?

6) Ubertragen Sie die in 3.5.3 angefertigten Pipettierschemata in lhr Protokoll.

Hinweis: Diese Fragen und Aufgaben miissen nicht gesondert, sondern kénnen gerne im Fliel3-

text Ihres Protokolls beantwortet werden.

5 Bonusaufgabe

Vergleichen Sie die Emissionsspektren des L-Tryptophans bei den pH-Werten 11, 7 und 2. Wel-

che Unterschiede oder Gemeinsamkeiten fallen lhnen auf und wie lassen sich diese erklaren?
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