Fluorescencni spektroskopie

Zadani ulohy:

1) Seznamte se s blokovym schématem a principem cinnosti spektrofluorimetru Jasco FP-
8500.

2) Uvedte spektrofluorimetr do chodu a seznamte se s jeho ovladanim.

3) Zmérte nejdrive 3-dimenziondlni (3D) spektrum (excitaéné-emisni) anorganickych
luminofor(

a) ZnS(Cu) a

b) Y202S(Eu).

Najdéte excitacni vinovou délku s maximalni intenzitou luminiscence. Pak zmérte emisni
spektra luminoford pfi této excitacni vinové délce. V protokolu diskutujte rozdily v
namérenych emisnich spektrech téchto dvou luminoforu.

4) Zmérte pri pokojové teploté emisni spektra zelenych listli pfi excitaci do chlorofylu a
(excitacni vinova délka 436 nm) a excitaci do chlorofylu b (excita¢ni vinova délka 470 nm). V
protokolu diskutujte rozdily v namérenych emisnich spektrech pfi rGznych excitacnich
vinovych délkach.

Seznam pomucek a chemikalii:

e spektrofluorimetr Jasco FP-8500

e anorganické luminofory ZnS(Cu) a Y20,S(Eu) deponované na sklicku
e zelené listy (hrach, jeCmen, ...)

Teorie

Blokové schéma spektrofluorimetru

Méreni budeme provadét na spektrofluorimetru FP-8500 (Jasco), ktery je plné ovladany
pocitatem. Svételny svazek pochazejici z xenonové vybojky vchazi do mfizkového excitacniho
monochromadtoru, ktery vybird vhodnou vinovou délku k excitaci fluorescence (obr. 1). Na
polopropustném segmentu je vystupni svazek rozdélen na méfici a srovnavaci. Méfici svazek
je modulovan prichodem pres prerusovaé, poté dopadd na vzorek, kde budi emisi
fluorescenéniho zareni. Emisni monochromator skenuje fluorescencéni emisni spektrum pro
danou excitacni vinovou délku. Detektorem intenzity fluorescencniho signdlu po prichodu
emisnim monochromdtorem je fotonasobic. Signal z fotondsobice je zesilen a digitalizovan.
Namérena data jsou ulozena do paméti pocitace. Srovnavaci svazek excitacniho svétla dopada
na samostatny srovnavaci detektor. Podilem signalu z fotondsobice a signalu ze srovnavaciho
detektoru je automaticky provadéna korekce na spektralni charakteristiku zdroje excitacniho
svazku.
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Obr. 1: Blokové schéma spektrofluorimetru Jasco FP-8500. Prerusované Sipky znaci svételny
signdl, zatimco plné sSipky signdl elektricky.

Korekce fluorescencnich spekter
Obecné je fluorescencéni spektrum zatizeno radou zkreslujicich efektd. K zakladnim
zkreslujicim efektim patfi pristrojové efekty a spektralné optické efekty ve vzorku.

Ptistrojové efekty:

e Spektrdlni charakteristika budiciho svételného zdroje

e Spektralni propustnost vSech prvkl excitacni a detekéni soustavy

e Spektrdlni citlivost fotokatody fotonasobice

e Zavislost spektralni a geometrické Sitky Stérbiny monochromatoru (souvisi s disperzi)
e Pfistrojova funkce monochromatoru

e Stupen polarizace detekované fluorescence a jiné

Prakticka korekce pristrojovych efektii:

Ke korekénim kalibraénim mérenim se pouzivd standardni emisni lampa (obvykle kalibrovand
Zarovka), detektor o znamé kfivce spektralni citlivosti (napfr. vakuovy opticky termoclanek)
nebo luminiscencni standard.

Moderni spektrofluorimetry dovoluji pristrojové zkreslujici efekty eliminovat automaticky
nebo pomoci programovych procedur zabudovanych pfimo do ovladaciho menu fidiciho
systému. U spektrofluorimetru FP-8500 je korekce na spektrdlni charakteristiku excitac¢niho
svazku zajiSténa zarazenim pridavného srovnavaciho detektoru (obr. 1). Spektralni zavislost
propustnosti celé excitacni soustavy lze eliminovat promérenim excita¢niho spektra znamého
standardu (rhodamin B v ethylenglykolu, 5,5 g/L). Korekéni hodnoty se ukladaji do paméti
fidiciho pocitace. Zkorigované excitacni soustavy muzZe byt pouZito ke korekci detekéni
soustavy spektrofluorimetru (emisni monochromator a detektor). K tomuto ucelu se pouziva
méreni intenzity svétla rozptyleného na difiuznim segmentu pfi synchronnim méfricim modu
(to je s paralelni zménou vinové délky excitacniho a emisniho monochromatoru).

Spektrdlné optické efekty ve vzorku:

e Reabsorpce fluorescence
e Sekundarni fluorescence
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e Efekt vnitfniho filtru

e Spektrdlni zavislost odrazivosti a rozptylu svétla

e Nehomogenni absorpce

Pri méreni fluorescencnich spekter silné zfedénych roztok(l (absorbance < 0,05) Ize spektralné
optické efekty ve vzorku povazZzovat za zanedbatelné.

Ohyb na mriZce excitacniho monochromadtoru

Spektrofluorimetr Jasco FP-8500 pouzivad pro excitacni i emisni monochromator optickou
mfizku a ne opticky hranol. Na kazdém vrypu (Stérbiné) optické mtizky dochazi k ohybu
(difrakci) svétla a nasledné k interferenci ohybovych vin pochazejicich z jednotlivych vrypt
(Stérbin) mrizky. Vysledkem je difrakéni obrazec s interferenénimi maximy a minimy. Optické
mftizky jsou konstruovany tak, aby se ,nechténé” ohybové a interferencni jevy maximalné
vzajemné vyrusily. Nicméné i tak, na vystupu excitatniho monochromatoru Ize detekovat ne
jenom svétlo o pozadované vinové délce, ale i svétlo s celoCiselnymi nasobky poZadované
vinové délky. Jinymi slovy, dany vzorek by mohl byt ozafovan ne jenom svétlem o poZzadované
vinové délce, ale i svétlem o vinové délce celociselnych nasobkl poZadované vinové délky.
Bylo by proto tfeba vhodné volit excitacni vinovou délku a detekovany interval emisnich
vinovych délek (pfi méreni emisniho spektra), aby celociselny ndsobek excitacni vinové délky
nezasahoval do detekovaného intervalu emisnich vinovych délek. Pokud tento pozadavek
nelze realizovat, musime se byt védomi, Ze soucasti méreného signalu by mohl byt i ,,artefakt”,
ktery nemad se spektralnimi vlastnostmi vzorku nic spole¢ného. Moderni spektrofluorimetry
vSak mezi excitaéni monochromator a vzorek automaticky vkladaji filtry, které odfiltruji
celociselné ndsobky pozadované excitacni vinové délky a tim zabranuji vzniku zminéného
artefaktu.

VySe popsanad vlastnost optickych mrizek se nevyskytuje u optickych hranoll, kde se vybér
pozadované vinové délky svétla déje na zakladé lomu svétla. Optické hranoly vsak maji malou
svételnost (hodné svétla se ztrati pfi prichodu hranolem) a maji nelinedrni zavislost
geometrické Sitrky Stérbiny na optické Sifce Stérbiny. Optické mfizky, oproti optickym
hranoltm, nepohlcuji tolik svétla a zavislost geometrické na optické Sifce Stérbiny je linearni.
Z téchto divodu jsou monochromatory zaloZzené na optické mfizce vice Casté.

Luminiscence krystalii

Krystalické luminiscenéni materidly se nazyvaji luminofory. VétSina luminofort patfi bud' k
polovodi¢lim se Sirokym zakdazanym pasem, nebo k izolatoridm. Obé tyto skupiny latek jsou
charakterizovany zaplnénym valenénim pasem (VLP) a prazdnym vodivostnim pasem (VP),
Sitka zakdzaného pasu (ZP) mezi nimi byva kolem 3 eV nebo vétsi — obr. 2. Luminiscencni
vlastnosti takovych latek jsou zavislé na existenci rliznych poruch jejich krystalové struktury,
predevsim na pritomnosti cizich atomU. Pokud tyto pfimési pfimo ovliviiuji emisni spektrum
luminoforu, nazyvame je aktivatory. Jiné primési, které neovliviiuji luminiscencni spektrum,
ale maji vliv napt. na doznivani (vytvarenim tzv. elektronovych pasti) nebo na zachovani
elektrické neutrality mrizky apod., se nazyvaji koaktivatory.
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Obr. 2. Pdsovy model energetickych hladin luminiscencnich krystali. Vlevo: schéma
energetickych hladin v ZnS(Cu); vpravo: schéma energetickych hladin v Y20,S(Eu). Jednoduché
sipky znaci absorpci (Sipka nahoru) a emisi (Sipka doli), zatimco dvojita prerusovand Sipka
znaci nezdrivy prenos energie.

Pritomnost aktivator( a koaktivatorl se projevi v pasovém modelu luminoforu existenci
diskrétnich hladin energie v ZP. Luminiscence pak vznika prechodem elektronu z VP do VLP,
nebo prechodem elektronu z VP na aktivatorovou hladinu (luminiscencni centrum), pripadné
prechodem elektronu z aktivatorové hladiny do VLP. ProtozZe tyto pfipady luminiscence jsou
spojeny s rekombinaci elektronu (na vyssi energetické hladiné) a ,diry” (po chybéjicim
elektronu na nizsi energetické hladiné), nazyva se tato luminiscence rekombinacnia je i pro ni
typické pasové emisni spektrum. Buzeni luminiscence v téchto pfipadech nastava po absorpci
vhodné energie prechodem elektronu z VLP do VP. K luminoforlim tohoto typu patfi
predevsim sulfidy (napf. ZnS nebo CdS), aktivované Cu, Ag nebo Au. Jejich emise nastava v
zavislosti na druhu a koncentraci aktivatoru v modré az zelené ¢asti spektra.

Vznika-li luminiscence v dasledku prechodu elektronu mezi vzbuzenym a zakladnim stavem
pfimési, které jsou vétSinou lokalizovany v ZP luminoforu, jednd se o nerekombinacéni
luminiscenci. Pfikladem takového materidlu je Y,0,S-Eu3*. Takovy luminofor Ize excitovat
prechodem elektronu z VLP do VP, ale i pfimym buzenim aktivatoru, které je ovSem podstatné
méné pravdépodobné. Emisni spektrum takovych luminofor( je ¢arové, excitacni spektrum by
vedle pasu v oblasti absorpcni hrany mélo vykazovat i slabsi ¢ary odpovidajici primé excitaci
primési.

Fluorescence

Elektronové stavy vétSiny molekul Ize rozdélit na singletové stavy a tripletové stavy. V
singletovém stavu jsou vSechny elektrony v molekule spinové sparované (vzidy existuji pary
elektrond s opaénym spinem +1/2 a -1/2), tzn., Ze vysledny spin S je 0, a multiplicita je pak 1
(= 2S + 1), cili se jedna o singletovy stav. V tripletovém stavu je jedna sada spin( elektron(
neparova (elektrony ve 2 energetickych hladinach maji kazdy spin +1/2), tzn., Ze vysledny spin
Sje 1, a multiplicita je pak 3 (= 2S + 1), Cili se jedna a tripletovy stav.

Pro pfipad excitovanych stavu, kdyZ po absorpci kvanta zareni se jeden ze sparovanych
elektronl presune ze zakladniho stavu do excitovaného stavu, ale neméni spin, excitovany
stav zUstane singletovy. KdyZ se s molekulou néco stane, napf. srazka s jinou molekulou,
elektron v excitovaném stavu muze zménit spin a tim vznikne excitovany tripletovy stav.
Pokud prechody z excitovanych stavu molekuly do zdkladniho stavu jsou radiacni, tzn., Ze
dochazi pfi prechodu k emisi kvanta zareni, této emisi se fika fluorescence, pokud pfri
prechodu do stavu s nizsi energii prostfednictvim emise fotonu nedojde ke zméné spinu, coz
je hlavné pti prechodu z prvniho excitovaného singletového stavu do zakladniho singletového
stavu. Na druhé strané, emisi kvanta zareni se rika fosforescence, kdyz pfi prechodu dojde ke
zméné spinu, to je hlavné pii prechodu z excitovaného tripletového stavu do zakladniho
singletového stavu. Avsak kvili existenci Pauliho vylucovaciho principu, ktery tika, Ze vSechny
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elektrony musi mit jinou sadu kvantovych cisel, nemuze dojit pfimo k pfechodu z tripletového
excitovaného stavu do zakladniho stavu. Proto fosforescence v sobé zahrnuje 2 procesy a to
zménu spinu z tripletu na singlet a emisi kvanta zareni.

Energetické stavy molekuly a prechody mezi nimi, véetné fluorescence, zachycuje tzv.
Jablonského diagram na obr. 3.
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Obr. 3. Jablonského diagram energetickych hladin molekuly. Tlusté a tenké vodorovné cary
znaci elektronové a vibracni hladiny, tlustad Sipka znaci spin elektronu (+1/2 pro smér nahou a
-1/2 pro smér doli), S a T oznacuje singletovy a tripletovy stav molekuly, doiniindex0a 1 a 2
znaci zakladni a excitované stavy, tenké Sipky znaci nezarivé prechody (vibracni relaxaci VR,
vnitini konverzi IC a mezisystémovy prechod ISC), vinici Sipky nahoru znaci absorpce A, vinici
sipky dolu znaci radiacni prechody formou fluorescence F a fosforescence P.

Fluorescence chlorofylu

Fotosyntéza vyssich rostlin je charakteristickd pritomnosti chlorofyl( (Chl, Chl a a Chl b)
ve svétlosbérnych anténach (LHA) fotosystému Il (PSIl) a fotosystému | (PSI). Primarni ucel
absorpce dopadajiciho svétleného zareni chlorofyly je pouZiti energie zareni na primarni (tzv.
svétlené) reakce fotosyntézy, to je na prenos elektrond v thylakoidni membrané uvnitr
chloroplastu, ktery finalné vede ke tvorbé molekul s velkou redukéni silou (NADPH) a které
jsou zasobarnou energie (ATP), viz obr. 4. Cast absorbované energie se viak také vyzaii formou
fluorescence chlorofylu.

In vivo prendsi Chl b svou excita¢ni energii na Chl a s velmi vysokou Ucinnosti, a proto Chl b
nema zadnou fluorescenci in vivo. Fluorescencéni emisni spektrum Chl in vivo listu pfi pokojové
teploté je charakterizovdno dvéma pasy, z nichz vyssi ma vrchol pti asi 685 nm (polosirka asi
20 nm) a mensi ma vrchol pfi asi 735 nm (polositka asi 50 nm). Tyto pasy jsou oznaceny jako
F685 a F735. Fluorescence obou past pri pokojové teploté pochazi hlavné z PSll a je zde pouze
maly prispévek PSI, ktery se zvysuje pfi vinovych délkach delSich nez 685 nm.

Protoze listy jsou opticky husté prostiedi (= koncentrace Chl je velkd), emisni spektrum listu je
zkresleno silnou reabsorpci fluorescence Chl, kterd snizuje vySku pasu F685 a zvySuje vysku
pasu F735. Pro ziskani spravného fluorescencniho emisniho spektra Chl je tfeba pouzit spravny
matematicky postup nebo je nutné spektrum zmérit s kapalnymi (suspenze chloroplastt nebo
thylakoidnich membran) velmi zfedénymi vzorky.

Pro méreni emisniho spektra listu je dulezité, aby byl vzorek pred samotnym mérenim po
urcitou dobu osvétlen (= 1 min) a ve skute¢nosti vzorek emitoval ustalenou fluorescenci, jinak
v dobé detekce konkrétniho spektra dojde ktzv. indukénimu jevu (= zména intenzity
fluorescence v ¢ase), coz ovlivni detekované intenzity fluorescence a tim i tvar spektra.
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Obr. 4. Schéma fotosyntetického apardtu a pfislusnych reakci v thylakoidni membrdné
chloroplastu listu.
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