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Teoreticky zaklad

- Fotoluminiscence = detekce zareni vyvolaného jinym zafenim o
odliSené E. Déli se na:
- Fluorescenci — zména E stavl molekuly (elektronovych a vibraénich)
bez zmény spinu e, kratky dosvit do ~ 10-° s, dovoleny typ pfechodu;
- Fosforescenci — zména E stavl molekuly se zména spinu e do
tripletového stavu, dlouhy dosvit az 10" s , spinové zakazany prechod.
- Zakladni (n, m) a excitované stavy (1) molekulového
elektronového orbitalu:
» Singletovy stav_(S): sparované
spiny 2 e-
» Tripletovy stav (T): 2 nesparované
e se stejnym spinem
* Dubletovy stav: lichy e u radikalu,
1 mize zaujmout dvé orientace (v

Ground Excited Excited

singlet state singlet state triplet state magnetlckém pO|I) 2
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Teoreticky zaklad — Jablonského diagram

— Alexander Jabtonski (Polsko) vysvétlil jako prvni typy

absorpcnich a emisnich pfechodl u molekul v roce 1933.

- pIné Cary — zafivé prechody (s ucasti fotonu)

- teckované ,Cary“ — nezarivé prechody (bez Ucasti fotonu)
vibracni relaxace

fluorescence
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v ‘ valmong
Teoreticky zaklad — typy prechodu

- Fotoluminiscence je tfistupriovy proces:

1.

2.

Excitace molekul ze stavu S, (n, ) a zakladniho vibracniho
stavu do vySSich vibragnich hladin singletového stavu S, nebo
S,.

Vyhasinani excitovaného stavu nezafivymi procesy (vnitini
konverzi a vibraéni relaxaci) — zakladni vibra¢ni hladina S,.
U nékterych molekul (pf. s téZkymi prvky Br, 1) dochazi
mezisystémovym prechodem ke zméné spinu a pfechodu na
T1.

Deexcitace = pfechod na nékterou vibracni hladinu S, zafivym
(fluorescence nebo fosforescence) nebo nezafivym (vnéjsi
konverze = predani E okoli) procesem.
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Teoreticky zaklad

- Vzhledem ke ztraté E béhem
vyhasinani excitovaného stavu plati:

Eem < Eabs tedy )"em > }“ex

— Stokes(llv posun: rozdil mezi maximy
absorpéniho a emisniho pasu.

Anthracene

Excitation

Intensity —-

- Casovy prab&h procest sleduje
Casové rozlidena  fluorescencni

spektrometrie (time resloved
fluorescence). o R e
, , 300 340 380 420 460
- Ustalena fluorescence (steady state Wavelength (nm)
fluorescence) —  pfi  buzeni  z  zrcadiova symetrie absorpéniho
kontinualniho zdroje se sleduje a fluorescenéniho spektra
stfedni hodnota I..
5
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Instrumentace
- Schéma fluorescenéniho spektrometru:
— Zafeni se $ifi vdemi sm@ry!  fmo s F ~ fluorescence

. Le N, P — fosforescence
- Zdroje zareni:

- Xe vysokotlaka vybojka,
- laditelny laser (bez M)
- Mfizkové monochromatory

— Detektor: _ T
- fotonasobit (pro Xe vybojku), ™ sme 1]
— CTD (pro lasery). -

- Rozliseni F a P:

- vyuziva se rizné doby dosvitu,
- rotujici sektory pfed a za vzorek.

P
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Instrumentace — méreni spekter

- Pfitomnost 2 monochromatort dovoluje méfit:
- Excitaéni spektrum — zavislost |- na A, pfi konstantni A,; slouzi
k nalezeni vhodné A pro buzeni luminiscence,
- Emisni spektrum — zavislost Iz na A, pfi konstantni A
.Klasické“ fluorescenéni spektrum.
I

: ziskame

ex?

(1) Excitacni spektrum (vhodné A
pro excitaci 250 a 350 nm)

(2) Emisni spektrum, A,, = 250 nm
(3) Emisni spektrum, A,, = 350 nm

- Tvar emisniho spektra nezavisi
na A, a naopak tvar excitatniho T 1
v 200 250 300 350 400 450 500 550 600
spektra neovliviuje volba A,. A/ om
Spektra chininu 7

@ ‘ \Lflrgr::;ECiPalackého
Instrumentace

- Kyvety: kiemenné, sklenéné &i plastové kyvety se 4 leSténymi
okénky, obvykle | =1 cm.

- Rozpoustédla: destilovana voda, otestovana na pfitomnost
fluoreskujicich kontaminantt (detergenty, maziva, ...).

- Fluorescence je obecné citlivéjSi (i o nékolik fadd) nez méreni
absorpcnich spekter.

- Fosforescence v analytické chemii se obvykle neméri; je tfeba
nizké t a velmi zfedénych roztoku ve viskdznich rozpoustédlech
nebo pevnych vzorkd (pf. tenkovrstva chromatografie).

- Podminky méfeni:

- Totalni spektrum: spojeni excitaniho a
emisniho spektra do 2D obrazu;
— Synchronni spektrum: stejnou rychlosti se

skenuje excitaCni i emisni spektrum s
konstantni diferenci: AL =k, - gy

Emission inténsity —

Wavelength {nm)
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Vztah mezi fluorescenci

a strukturou molekuly
- Fluorofor = fluoreskujici molekula.

- Silné fluoreskuji: molekuly s konjugovanym systémem
dvojnych vazeb, aromaty, nékteré heterocykly a nékteré
chelaty kovu.

- |g podporuje rigidni struktura molekuly. ‘ )
N o N H v =
O @ . N '::‘I:‘"lt‘ biphenyl

O—02

pyridine furan quinoline isoquinoline \
/N OH 0
H H Zn
s 4
O O s

nonfluorescing
thiophene pyrrole

indole

8-hydroxychinolin,
komplex se Zn

Nefluoreskujici molekuly Fluoreskujici molekuly
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Aplikace: kvalitativni analyza
- Interpretace fluorescenéniho spektra — porovnani spekira
neznamé latky se spektry standardd nebo spektry v knihovné.
— Ovlivnéni @ substituenty: -NO, snizuje, -OH zvysuje.
- Pokud latka nefluoreskuje, je mozné ji derivatizovat fluoreskujicim
¢inidlem (pf. dansylchlorid).
- Korekce spekter:

- korekce pozadi = odstranéni Rayleighova a Ramanova rozptylu
rozpoustédla a temného proudu detektoru — provadi se
promeéfenim rozpoustédla za identickych podminek.

- korekce excitatniho/ a emisniho spektra = eliminace zkresleni
spekter vlivem pfistroje (zdroj zafeni, monochromator, odezva
detektoru, ...) — ziskaji se korekéni faktory, kterymi se pak
upravuji realna spektra.

10
10
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Aplikace: kvantitativni analyza
- MéFi se I pfi konstantnich A, a Ay,

- I je pfimo umérna zafivému toku absorbovaného zareni:
Ir = k(P — Pr)

pocet emitovanych fotont

kvantovy vytézek fluorescence @y = Dofet absorbovangch fotond

120

ra P —_ {
z Lambertova-Beerova zakona o= 10 gc .
0

er.

80 |

ent pow

Auorese

Ir = 2,3k®relcP

- Pro A < 0,05 Ize rovnici zjednodusit:
IF = k,C

40 |

Relative
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Aplikace: kvantitativni analyza

- Faktory ovliviiujici kvantitativni méreni:
zména teploty pfi méfeni (ovlivnéni viskozity vzorku),
zména pH (chemicka rovnovaha fluoroforu),

reabsorpce — emitované zareni je pfi vysokych koncentracich
absorbovano jinou molekulou fluoroforu,

zhaseni fluorescence (quenching) — interakce excitovaného
fluoroforu s okolim = deexcitace molekuly nezafivymi
prechody: M* - M + E,

- rozklad fluroforu — intenzivni zafeni muize zpuasobit rozklad
analytu.

12
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Aplikace: kvantitativni analyza

- Kvantitativni fluorescenéni metody Ize pouzit pro stanoveni

anorganickych, organickych i biochemicky vyznamnych latek.

Vyhoda fluorescenénich metod: i o nékolik fadu vyssi citlivost ve
srovnani s absorp&nimi metodami.

Stanoveni anorganickych latek: viz dalSi slide.
Stanoveni organickych latek:
— aminokyseliny, koenzymy, nukleové kyseliny, proteiny, steroidy, ...

- polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), naftoly, salicylova kyselina,
mocova kyselina, adrenalin, ...

- léciva: warfarin, prokain, barbituraty, peniciliny, opiaty, LSD, ...
- bojové latky: sarin, tabun.

Aplikacni oblasti: analyza potravin, farmacie, vyzkum pfirodnich
latek, klinicka analyza.

13
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Aplikace: kvantitativni analyza
Wavelength, nm
Sensitivity,
lon Reagent Absorption Fluorescence pg/mL  Interference
AP* Alizarin garnet R 470 500 0.007  Be, Co, Cr, Cu, F~, NOy~, Ni, PO, Th, Zr
F~ Al complex of Alizarin 470 500 0.001 Be, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, PO, Th, Zr
garnet R (quenching)
B,0,*" Benzoin 370 450 0.04 Be, Sb
cd 2-(o-Hydroxyphenyl)- 365 Blue 2 NH,
benzoxazole
Li* 8-Hydroxyquinoline 370 580 0.2 Mg
Satt Flavanol 400 470 0.1 F PO, Zr
Zn®t Benzoin — Green 10 B, Be, Sb, colored ions
HC
7N A
”T o o = — t‘l [‘N
AN [ramp— O B N C—C—
i | ) N \ \ |
Iy St LW 1K)
? e ]
8-hydroxyquinoline o / \ L2, I\‘nmm
(reagent for Al, Be, and VAN — flavanol (reagent for B, Zn, Ge, and Si)
other metal ions) ata (reagent for Zr and Sn)
Hucrescent complax 14
14
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Dalsi luminiscence

Chemiluminiscence: chemicka reakce produkuje
molekuly v excitovaném stavu, které emituji fotony.
[A] + [B] — [excitovany meziprodukt] — [produkty] + hv

P¥.: luminol + H,O, — 3-aminoftalat* — 3-aminoftalat + hv
Pf.: chemiluminiscenéni senzory plynl (NO, Og, ...)
Pf.: imunoanalytické techniky s luminiscencni detekci

Bioluminiscence: k reakcim produkujicim molekuly v
excitovaném stavu dochazi v biologickych systémech,
napf. svétlusky, meduzy, nékteré ryby.

Zakladni princip je oxidace luciferinu (biologicky pigment),
pfi niz se 96 % energie emituje ve formé zareni a 4 % ve
formé tepla: luciferin + O, — oxyluciferin + hv
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Spektrofluorimetry

16
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