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ZAKLADY LUMINISCENCNI
SPEKTROMETRIE
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Co to je luminiscencni spektrometrie?

= vyuziva se zde fotoluminiscence, tj. sekundarniho zareni, které
molekuly latky vyzafuji (emituji) po absorpci primarniho (budiciho,
excitaéniho) elektromagnetickeho zareni z ultrafialové nebo viditelné
oblasti svétla

= fotoluminiscence se déli dle doby trvani — dosvitu — na fluorescenci
(10° — 10% s) a na fosforescenci (10 — 102 s)




‘ Energetické hladiny molekuly
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Popis

= V singletovéem stavu ma molekula sudy pocet elektront (jedna
polovina ma spiny orientovany opacné nez druhd polovina)
a celkové spinové kvantové Cislo molekuly S =0

= zakladni stav je vzdy singletovy (vSechny vazebné i nevazebne
hladiny jsou obsazeny dvéma elektrony — Paulino princip)

= pokud dojde k prfechodu elektronu na vyssi hladinu (excitace), ale
tento elektron ma opacny spin nez elektron v orbitalu, ze kterého
doSlo k excitaci, tak je spinové Cislo opét rovno nule a molekula se
nachazi v singletovém stavu S,, S,, ...

=V tzv. tripletovém stavu ma ale elektron, excitovany na vysSi hladinu,
stejny spin jako zbyly elektron na neuplné obsazené hladiné
zakladniho stavu a celkovée spinové kvantove Cislo molekuly S = 1.

= energie tripletovych stavu je vzdy nizSi nez singletovych a rozdil
jejich energii se oznacuje jako singlet-tripletove Stépeni

Wolfgang Pauli (1900 - 1958)
Nobelova cena za fyziku 1945




RozliSeni fluorescence a fosforescence

= z excitovaneho stavu S; se muze molekula vratit do zakladniho
stavu S, trojim zpusobem:

—

—

nezarivou vnitini konverzi (10> — 107 s), kdy se prebyteéna
energie uvolni ve formeé tepla

zafivym prechodem na rtzné vibracni hladiny stavu S, —
fluorescenci (10% — 109 s)

v molekulach, kde nejsou tak velké rozdily v energii
singletového stavu S, a tripletového stavu T,, muze molekula
pfejit ze stavu S, do stavu T, tzv. mezisystémovym prfechodem
vibracni energetickou hladinu stavu T, (v = 0), z niz muze prejit
na ruzné vibracni hladiny stavu S, zafivym prechodem -
fosforescenci (10 — 102 s); takovyto prechod je ale vybé&rovymi
pravidly zakazany, ale je pozorovatelny v dusledku spin-orbitalni
interakce.

Vv ... vibraéni kvantoveé ¢&islo
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Fluorescencni spektrometrie
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= energie zareni, které molekula mdze emitovat fluorescenci, je tedy
mensi nebo nejvySe rovna energii zafeni, které je molekula schopna
absorbovat, proto je fluorescencéni spektrum posunuto k vySSim
vinovym délkam ve srovnani se spektrem absorpénim (batochromni
posun) e
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Matematicky popis

= experimentalni doba zivota fluorescence
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kde kg je rychlostni konstanta fluorescence
= skute¢na doba trvani fluorescence
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kde &, je molarni absorpéni koeficient (I.mol*.cm?)

= pomér Tg/Tor (dr) je kvantovy vytézek fluorescence = podil
excitovanych elektront, které se vraci do zakladniho stavu
fluorescenénim pfechodem




Matematicky popis

= intenzita fluorescence, I, je umérnad kvantovému vytézku
fluorescence, gg, a absorbovanému toku zareni dle vztahu

| F qu (cbo - CD) = qu .CDO.(]_—]_O'E” .I.c),

kde @, je zafivy tok budiciho zafeni dopadajici na vzorek, @ je
zarivy tok zeslabeny absorpci po pruchodu vzorkem — vztah mezi
nimi udava Bouguer-Lambert-Beerav zakon, k je pfistrojova
konstanta

= ve zfedénych roztocich je I pfimo umérnad koncentraci latky
v roztoku c, tloustce optické vrstvy |, intenzité dopadajiciho zareni
@,, kvantovému vytézku fluorescence g a molarnimu absorpcnimu
koeficientu &, pfi vinove delce A excitacniho zareni

|- =2,303k.e,.q:..P,l.C

| Bouguer Lambert




DalSi dulezité pojmy

= intenzita fluorescence obecné klesa s teplotou

= kalibracni kfivka pfi kvantitativni analyze, Cili zavislost I = f(c) by
méla byt linearni, ale v dusledku samozhaSeni fluorescence
vykazuje negativni odchylky od linearity v oblasti vySSich
koncentraci latky

= zAavislost I na vinové deélce emitovaného zareni, pfi konstantni
vinové délce budiciho zarfeni, se oznacuje jako fluorescenc¢ni emisni
spektrum

= opacné mluvime o fluorescencnim excitacnim spektru

= shoda absorpcéniho a excitacniho spektra se povazuje za vyznamne
kritérium distoty latky.

EXCITAENI SPEKTRUM | TF
- Aem =397nm |

I -
R ( :
T » : \M {\\& E390nm
\ _ / Aex
S

S el

Aex =318 nm




‘ Instrumentace

SPEKTROFLUORIMETR

VZOREK
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Instrumentace

= zdroj zareni:
xenonova vybojka, rtutova vybojka
= kfemenné kyvety
= mFizkové monochromatory
= detektor:
fotonasobice, fotodiody
= vodici optika
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Vyuziti spektrometrie

dukazy a stanoveni prvku — Al, Be, Ga, Lu, Zr — vznik intenzivné
fluoreskujicich komplextd reakci s Cinidly — morin, rhodamin B,
8-hydroxychinolin (meze detekce az 10-1° g.ml?)

PAU (pyren, chrysen, benzpyren)
fluoreskujici pesticidy ve vodach, aflatoxiny v zrni, ofiSkach

klinicka analyza — stanoveni aminu, aminokyselin po pfevedeni na
fluoreskujici dansyl — derivaty, atd. (meze detekce az 1012 g)

fluorimetricky detektor v HPLC (vysokouéinna kapalinova
chromatografie)

luminiscence (bioluminiscence) moirského koryse
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Fosforescencni spektrometrie

fosforescence = emise ultrafialového nebo viditelného zéareni
z nulové vibra¢ni hladiny tripletového stavu T, do riznych vibracnich
hladin zakladniho singletového stavu S,

fosforescencni spektrum posunuto k vysSSim vinovym délkam ve
srovnani s fluorescenénim spektrem

problémem je, zZze molekula vétSinou uvolni pfebytek energie
nezafivym prechodem (vnitfni konverzi, fotochemickou reakci, atd.),
nez zafivou fosforescenci - toto lze potlacit podchlazenim vzorku na
teplotu kapalného dusiku (77 K) = vytvofi se tuhy sklovity prusvitny
roztok; pouzivané rozpoustédlo je smés diethyletheru, izopentanu
a ethanolu (5:5:2)

| ta&niho zafent prabéh intenzity fosforescence
puls excitacniho zareni

z xenonové vybojky (10 Us) ’
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méreni fosforescence
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Instrumentace

= vzorky se promérfuji v uzkych kfemennych kyvetach umisténych
v kiemenné Dewarové nadobé s kapalnym dusikem ve zvlastnim
drzaku

= pristroje:
starSi fosforoskopy = rotujici preruSova paprsku — méreni
fosforescence pfi zaclonéném budicim zafeni

spektralni fluorimetry — umoznuji méfit fosforescenci i fluorescenci;
pouzivaji pulsni zdroj zareni (xenonova vybojka) a fotonasobi€ jako
detektor

James Dewar (1842 — 1923)
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Vyuziti spektrometrie

nékteré polarni latky se mohou nanést na vhodny nosi¢ (filtracni
papir, celulosa, silikagel) a po vysuSeni vykazuji fosforescenci i pfi
laboratorni teploté

anorganicke tuhé latky nékdy fosforeskuji ve formé prasku

méreni fosforescence i ve vodném prostfedi, obsahujicim micely
(maji hydrofilni povrch a vnitfni hydrofobni ¢ast, ve které muze byt
meéné polarni molekula vzorku chranéna pfed srazkami s okolnimi
molekulami, ¢imz se zvySi kvantovy vytézek fosforescence) nebo
cyklodextriny (tvorba inkluznich komplexu)

vyuziti k analyze pesticidi, PAHU ve vzduchu a ve vodach, prvku
vzacnych zemin, sloucenin uranu

absorpéni spektrum 5 fosforescencni spektrum kyseliny
kyseliny salicylové > salicylové adsorbované na papiru
" a méfene pfi laboratorni teploté

T T ; f
230 270 310 350 3W0 360 400 440 480 520 560
m am
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