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Wyznaczenie statej Sterna-Volmera dla procesu
wygaszania fluorescencji fluoresceiny.

Podstawowe pojecia: absorpcja, fluorescencja, wygaszanie fluorescencji,
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji. Widmo absorpcji a widmo fluorescencji.
Rownanie Sterna-Volmera. Szybko$¢ reakcji, stata szybkosci reakceji, rownania
kinetyczne, rzad reakcji, stan stacjonarny, czas relaksacji.

Wstep

Fluoroforem jest czasteczka lub grupa funkcyjna zdolna do fluorescencji.
Przyktadem fluoroforu jest fluoresceina, ktéora w roztworach zasadowych
wykazuje zielonozoéttg fluorescencje. W ¢wiczeniu bada si¢ proces wygaszania
fluorescencji fluoresceiny, fluorosensora ,czulego” na obecno$¢ jonow
jodkowych. Na rysunku 1 przedstawiony jest wzor strukturalny czasteczki
fluoresceiny (CxH20s).

Rys. 1. Wzor strukturalny czasteczki fluoresceiny.

Teoria

Promieniowanie wysytane przez atomy lub czasteczki, ktore ulegly
elektronowemu wzbudzeniu dzigki absorpcji $wiatla, nazywamy luminescencja.
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Luminescencja towarzyszy powrotowi czasteczek ze wzbudzonego stanu
elektronowego do podstawowego stanu elektronowego. Jesli emisja
promieniowania jest zwigzana z samorzutnym przejsciem z pierwszego
wzbudzonego stanu singletowego S; na podstawowy stan singletowy So:
S1— So+ hv, to luminescencje nazywamy fluorescencjg. Na rysunku 2
prezentowany jest schemat zwany diagramem Jablonskiego. Ten diagram
przedstawia roézne typy przej$¢ promienistych i bezpromienistych, jakie moga
zachodzi¢ w czasteczce wieloatomowej po absorpcji przez nig fotonu.
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Rys. 2. Diagram Jabtonskiego. S,, Si 1 71 oznaczaja odpowiednio stany
singletowe 1 trypletowy, a;, a, - absorpcja fotonu, F — fluorescencja, Ph —
fosforescencja, IC — konwersja wewngtrzna, ISC — konwersja
miedzysystemowa. Strzatkami prostymi oznaczone s przejscia promieniste, a
falistymi — przejscia bezpromieniste.

Wzbudzenie zachodzi z reguly z najnizszego poziomu oscylacyjnego
podstawowego stanu elektronowego, poniewaz w temperaturze pokojowej
wiekszo$¢ czasteczek znajduje si¢ na tym poziomie. Stan dla poziomu v =0
odpowiada w przyblizeniu minimum energii potencjalnej czasteczek. Na
rysunku 2 zaznaczono strzatkami droge przejscia od stanu podstawowego S, do
wzbudzonego S; w wyniku absorpcji kwantu S$wiatta. W konsekwencji
czasteczka przechodzi z zerowego poziomu oscylacyjnego podstawowego stanu
elektronowego na zerowy (a;) lub wyzszy (a,) poziom oscylacyjny pierwszego
stanu wzbudzonego. Czas zycia czasteczki w stanie wzbudzenia S, zalezy od
nastepujacych procesoéw: 1) fluorescencji, F, 2) reakcji chemicznej, 3) przejécia
bezpromienistego, IC (tzw. konwersja wewnetrzna), 1 4) przejscia
(bezpromienistego) miedzysystemowego lub interkombinacyjnego (ang.
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intersystem crossing), ISC, z §; do T:. W przypadku konwersji wewngtrznej
nadmiar energii termicznej wytworzony w tym procesie jest przekazywany do
otoczenia w postaci ciepta. Przejéciu interkombinacyjnemu towarzyszy inwersja
spinu, co powoduje powstawanie stanu trypletowego. Czas zycia stanu 7 jest
zalezny od nastepujacych procesow: 1) fosforenscencji, Ph, czyli przejscia
promienistego z 77 do S, 2) reakcji chemicznych, 3) przejscia
interkombinacyjnego, ISC, czyli przejscia bezpromienistego z 77 do S.
Fosforescencja i konwersja wewngtrzna (przejscia ze stanu 7 do S;) sa
procesami wzbronionymi, co jest powodem stosunkowo dhlugiego czasu zycia
najnizszych wzbudzonych stanow trypletowych.

Widmo fluorescencji jest zawsze przesunigte w kierunku fal dtuzszych
w stosunku do widma absorpcji. Ksztalt pasma absorpcji i emisji zalezy od
rozkladu energii poziomow oscylacyjnych stanow Sy 1 Si. Rozktad ten jest czgsto
jednakowy dla obydwoch stanéw 1 dlatego widmo emisji jest niemal
zwierciadlanym odbiciem widma absorpcji. Na rysunku 3 przedstawione sa
widma absorpcji i fluorescencji fluoresceiny.

Absorption

Fluorescence emission

T
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Rys. 3. Widmo absorpcji (lewe) i fluorescencji (prawe) fluoresceiny.

Rozpatrzmy proces wzbudzania czasteczek substancji A w wyniku absorpcji
padajacego $wiatla /v oraz drogi utraty energii zaabsorbowanej przez czasteczki
A. Zachodzace procesy mozna ujaé nastgpujacym schematem kinetycznym:

A+h — A ra = kol wzbudzenie
A" A+ r=k[A"] fluorescencja
A+Q—-A+Q r=k[AT][Q] wygaszanie
A" A ry = ks[A'] dezaktywacja

bezpromienista
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Symbole r,, 1, 2, r; 0znaczajg szybkosci poszczegdlnych procesow, a k;, ks, k3
sg statymi szybko$ci odpowiednio: fluorescencji czgsteczek wzbudzonych A,
bezpromienistego przenoszenia energii od czgsteczek A" do czgsteczek
wygaszacza Q i dezaktywacji bezpromienistej czasteczek A’. Szybko$¢ r,
procesu wzbudzenia czasteczek substancji A jest rowna liczbie moli fotondéw Ao
absorbowanych przez te czasteczki w jednostce czasu i w jednostce objetosci, a
tym samym jest rowna liczbie moli czasteczek A ulegajacych w tych warunkach
wzbudzeniu. Poniewaz z prawa Lamberta-Beera wynika, ze liczba
zaabsorbowanych fotondw jest proporcjonalna do natezenia padajacego
promieniowania [, (stezenie niewzbudzonych czasteczek pozostaje w zwyktych
warunkach wzbudzenia praktycznie state), zatem r, = ky = k.ly (ko jest stala
szybkosci reakcji rzedu zerowego, a k, jest wielkos$cig stalg w danych warunkach
doswiadczalnych).

W stanie stacjonarnym szybko$ci proceséw aktywacji 1 dezaktywacji
muszg by¢ rowne: r, = r + r, + 3, stad

kdo = ki[A'] + R[A][Q] + As[AT] (1

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji @ jest stosunkiem liczby kwantow
wyemitowanych do liczby pochlonietych kwantéw  promieniowania
wzbudzajacego:

kAT
2= @
to
ki
b=
ki + k3 + ko [Q]° ®)

W nieobecnosci czasteczek wygaszajacych Q, [Q] = 0, wydajno$¢ kwantowa @,
jest rowna

ky
Dy =—"—
0 kl + k3 ’ (4)
stad
D ky
—=1+—= =1+k
o =1 i i Q=1 k] )

Rownanie to nosi nazwe réwnania Sterna-Volmera. Zamiast stalymi
szybko$ci poszczegélnych procesow operuje si¢ czegsto czasami relaksacji
7= 1/k, ktdre sg miarg czasu zycia poszczegdlnych stanow. W rownaniu (5) czas
7= 1/(ki*+k;) okresla czas zycia stanu wzbudzonego w nieobecno$ci czasteczek
wygaszajacych. Wygaszanie fluorescencji polega na zmniejszeniu jej nat¢zenia
w wyniku oddziatywania substancji fluoryzujacej z substancja wygaszajaca
(wygaszaczem).
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Czesc praktyczna

Metoda

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wplywu stezenia substancji wygaszajacej na
intensywno$¢ fluorescencji (/) barwnika (fluoresceiny). Zatem, korzystajac ze
spektrofluorymetru, rejestruje si¢ widma fluorescencji przygotowanych
roztworow zawierajacych fluoresceing i jodek potasu.

Odczynniki i aparatura

- roztwor fluoresceiny o stezeniu 0.01 mol/dm® w obecnosci 0.1 mol/dm* NaOH
- roztwor jodku potasu o stezeniu 0.05 mol/dm’

*- 10 probowek o pojemnosci 10 ml

- pipety automatyczne o pojemnosci 5 ml, 1 ml, 0.1 ml

- 3 zlewki o pojemnosci 500 ml, 100 ml, 25 ml

- tryskawka

- spektrofluorymetr

Wykonanie éwiczenia

1. Sporzadzi¢ roztwory zawierajace 0.1 cm’ roztworu fluoresceiny o stezeniu
0.01 mol/dm’ oraz rdzne objetosci wody i roztworu jodku potasu o stezeniu
0.05 mol/dm’. Wymagane objetosci roztworu KJ sg podane w tabeli 1; objetos¢
catkowita poszczegélnych przygotowywanych roztwordéw powinna wynosi¢ 5
cm’. Do probowek nalezy dodawaé objetosci poszczegdlnych cieczy w
kolejnosci: najpierw wody, nastepnie roztworu jodku potasu, a na koncu —
roztworu fluoresceiny. Zawarto$¢ danej probowki dobrze wymieszaé, tak, by
fluoresceina byla rozprowadzona w calej objetosci probki. Roztwory
fluoresceiny nalezy chroni¢ przed $wiatlem, a bezposrednio przed pomiarem
nalezy je doktadnie wymieszac.

2. Zarejestrowa¢ widma fluorescencji fluoresceiny w zakresie od 500 do
600 nm, przy dlugosci fali wzbudzenia (A.) rownej 492 nm, w nieobecnosci
wygaszacza i W jego obecnosci o réznym stezeniu. Zeby otrzymaé widmo
fluorescencji barwnika, jego czasteczki wzbudza si¢ §wiatlem o takiej dtugosci
fali, przy ktérej wystepuje maksimum absorpcji barwnika. Zatem, zgodnie z
rysunkiem 3, dla fluoresceiny Aex =492 nm.

3. Z zarejestrowanych widm odczyta¢ maksymalna warto$¢ intensywnosci
fluorescencji (czyli warto$¢ fluorescencji w maksimum widma, tj. przy dtugosci
fali okoto 525-530 nm).

4. Wyniki pomiaréw umiesci¢ w tabeli 1.
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Tabela 1
L.p. |Objetosé Objetosc Stezenie KJ, | Maksymalna | [o//
dodanego wody [cm’] | c [mol/dm’] |intensywnos¢
roztworu KJ fluorescencji, /
[em’]
1 0 4.9
2 0.25 4.65
3 0.5 44
4 0.75 4.15
5 1 3.9
6 1.5 3.4
7 2 2.9
8 3 1.9
9 4 0.9
10 4.9 0
Obliczenia

Na podstawie danych z tabeli sporzadzi¢ wykres [/ w funkcji stezenia
wygaszacza (czyli jodku potasu), c. I, jest intensywnoscig fluorescencji dla ¢ =
0. Zgodnie z réwnaniem Sterna-Volmera [réwnanie (5)] nalezy oczekiwac
liniowej zalezno$ci I/ od stezenia substancji wygaszajacej, poniewaz
I/I= ®y/®. Przy wyzszych stezeniach wygaszacza moga wystapi¢ dodatnie
odstepstwa od liniowosci. Takie odstepstwa przy wyzszych stgzeniach
wygaszacza sg spowodowane mechanizmem zderzeniowym (kinetycznym)
wygaszacza i tworzeniem kompleksu pomiedzy czasteczkami fluoryzujacego
barwnika i wygaszacza. Celem znalezienia wspotczynnika proporcjonalnosci ky/
(kitks) = kot, zwanego stala Sterna-Volmera lub stala wygaszania, nalezy dla
prostoliniowego przebiegu zalezno$ci I/I = f(c) wyznaczy¢ wspolczynnik
kierunkowy proste;.

Dyskusja

1. Poda¢, w jakich jednostkach wyrazona jest stata Sterna-Volmera i jaki jest
sens fizyczny tej wielkosci.

2. Oszacowaé, do jakiej wartosci stgzenia wygaszacza otrzymuje si¢
prostoliniowy przebieg zaleznosci 1o/ = f(¢).
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Czes¢ druga éwiczenia

Réwnanie  Sterna-Volmera jest stosowane w przypadku wygaszania
dynamicznego, ktore zachodzi, gdy wygaszacz (Q) oddzialuje kolizyjne z
fluoroforem (A) znajdujacym si¢ w stanie wzbudzenia:
A*+Q—-A+Q"
Réwnanie (5) mozna zapisa¢ w postaci:
I/I=Dy/®D =1+ Kev[Q] (6)
Zgodnie z réwnaniem (6) otrzymuje si¢ zaleznos¢ liniowa I/I=f{[Q]) dla
wygaszania dynamicznego.
Innym rodzajem wygaszania jest wygaszanie statyczne. W tym przypadku
miedzy wygaszaczem a fluoroforem tworzy si¢ w stanie podstawowym
niefluoryzujacy kompleks:
A+Q—A-Q
Stata kompleksowania, Komp jest dana wzorem:
K kompl — [A Q]
[A][Q]
Stezenie calkowite fluoroforu jest rowne:
[Ao] = [A] + [A-Q] (8)
Po wprowadzeniu rownania (8) do zalezno$ci opisanej wzorem (7), otrzymuje
sig:

(7)

K [Ag]-[A]  [Ag] 1
ompl — = T A 9
komp! [AI[Q]  [A]IQ] [Q] )

Odpowiednie przeksztatcenie rownania (9) daje zaleznos$¢ liniowa 1o/ =f([Q])
dla wygaszania statycznego:

fo ol kgl 10
7 [A] kompl ( )
Odstepstwa od liniowosci zaleznosci: I/l = f{[Q]) $wiadcza o zachodzeniu
zarOwno wygaszania dynamicznego jak i statycznego. W takim przypadku

korzysta si¢ z zalezno$ci:

1
— =+ Ksy[QD- (1 Ko [Q]) (11)
z ktorej, po odpowiednich przeksztatceniach i wprowadzeniu podstawienia
1y
7=1+KpoZ[Q] (12)

otrzymuje si¢ zalezno$¢ liniowg K., = A[Q]):

1 1
Kpoz :(TO_ljﬁ:(KSV +Kk0mp1)+KSVKkomp1[Q] (13)
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Wykonanie éwiczenia

Wykonanie drugiej czesSci ¢wiczenia jest bardzo podobne do poprzedniej, z ta
roznica, ze zamiast roztworu jodku potasu o stezeniu 0.05 mol/dm’, stosuje sie
roztwor o stezeniu 0.2 mol/dm®, a w miejsce wody - roztwor chlorku potasu o
stezeniu 0.2 mol/dm’.

1. Sporzadzi¢ roztwory zawierajgce 0.1 cm® roztworu fluoresceiny oraz podane
w tabeli 2 odpowiednie objgtosci roztwordw KJ i KCI.

2. Zarejestrowa¢ widma fluorescencji fluoresceiny w warunkach podanych w
poprzedniej czeSci ¢wiczenia 1 odczyta¢ z nich maksymalng wartos¢
intensywnosci fluorescencji.

3. Wyniki pomiaréw umiesci¢ w tabeli 2.

Tabela 2
L.p. |Objetos¢ |Objetosc Stezenie | Maksymalna | 1o/l Koo,
dodanego |dodanego |KIJ,c intensywnos¢
roztworu | roztworu [mol/dm*] | fluorescencji,
KJ [cm’] |KCI [cm?] I
1 0 4.9
2 0.25 4.65
3 0.5 4.4
4 0.75 4.15
5 1 3.9
6 1.5 34
7 2 2.9
8 2.5 24
9 3 1.9
10 3.5 1.4
11 4 0.9
12 4.9 0
Obliczenia

Wyznaczy¢ dla kazdego stezenia KJ wartosci K., z rownania (12), a nastgpnie
metodg regresji liniowej parametry prostej K,,=fc) z rownania (13).
Oszacowa¢ wartosci statej kompleksowania, Kiompi 1 statej Sterna-Volmera, Ky,

wiedzac, ze warto$¢ statej Ksv jest wicksza od wartosci statej Kkompl,
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Dyskusja

1. Porowna¢ wartosci stalej Sterna-Volmera, Ksy, wyznaczone w pierwszej i
drugiej czesci ¢wiczenia.

2. Dlaczego w tej czgséci ¢wiczenia zamiast wody uzywa si¢ roztworu chlorku
potasu?

Literatura cytowana

[1] P. W. Atkins, Chemia fizyczna, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2003, rozdz. 17.3.

[2] K. Pigon, Z. Ruziewicz, Chemia fizyczna. T2. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2007, rozdz. 11.7.4-11.7.6.

[3] L. Sobczyk, A. Kisza, K. Gatner, A. Koll, Eksperymentalna chemia
fizyczna, PWN, Warszawa 1982.

Zagadnienia dodatkowe

Pojecia: fluorofor i fluorosensor, luminescencja. Diagram Jablonskiego.
Przej$cia promieniste i bezpromieniste. Konwersja wewnetrzna, przejscie
interkombinacyjne. Wygaszanie dynamiczne i statyczne.
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Instrukcja obstugi spektrofluorymetru JASCO.

Wiaczy¢  spektrofluorymetr naciskajac przycisk ,,ON” (wlacznik
znajduje si¢ z tylu aparatu po lewej stronie). Po zaswieceniu si¢ lampy
odczekaé okoto 5 minut dla jej stabilizacji.
Wiaczy¢ komputer 1 monitor. Lewym przyciskiem myszy wybra¢ ikong
,pracownia”.
Z paska ,,Programs” wybra¢ kolejno: ,,JASCO” i ,,Spectra Manager”.
Po otwarciu okna ,Spectra Manager” podwojnie klikna¢ lewym
przyciskiem myszy na ikong ,,Spectrum Measurement”.
W otwartym oknie ,,Spectrum Measurement” klikng¢ raz lewym
przyciskiem myszy ikone ,,Measurement”.
Z paska menu wybraé¢ ikone ,,Parameter”, po czym w otwartym oknie
»opectrum  Measurement — Parameter” wprowadzi¢ nastgpujgce
parametry:
,Measurement Mode”: ,,Emission Single”,
- ,.Excitation Band Width: 5 nm,
- ,,Emission Band Width”: 5 nm,
- ,Response”: ,Fast”,
- ,Excitation Wavelength” (dlugo$¢ fali wzbudzenia): wedtug
opisu w ¢wiczeniu,
- Start” (poczatkowa dlugosé fali w rejestrowanym widmie
fluorescencji): wedtug opisu w ¢wiczeniu,
- ,End” (koncowa dlugos¢ fali w rejestrowanym widmie
fluorescencji): wedlug opisu w ¢wiczeniu,
- ,,Data Pitch”: 1 nm,
- ,Scanning Speed”: 60 nm/min lub 125 nm/min,
- ,Display”: ,,Auto”,
- L.Sensitivity”: ,,Medium”.
Po wprowadzeniu powyzszych parametrow zamknaé okno
naciskajac przycisk ,,OK”.
W oknie ,,Spectrum Measurement” klikng¢ kolejno lewym przyciskiem
myszy ikony z obrazkami zarowek: ,,Ex” i ,,Em”; kolor zarowek zmieni
si¢ z szarego na zOtty.
Napetni¢ przeznaczong do pomiaréw spektrofluorymetrycznych kuwete
(wszystkie $cianki takiej kuwety sg przezroczyste) badanym roztworem.
Bada¢ kolejno roztwory o stopniowo rosngcym stezeniu KJ. Po
napelnieniu danym roztworem kuwety (w 3/4 jej objetosci), doktadnie
wytrze¢ jej wszystkie zewnetrzne $cianki, tak by byly suche i czyste.
Otworzy¢ komorg spektrofluorymetru. Trzymajac kuwetg za gorne
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czgéci jej krawedzi umiesci¢ ja ostroznie w spektofluorymetrze i
zamkna¢ pokrywe aparatu.

Uwaga: Nie pozostawiaé¢ otwartej komory spektrofluorymetru —
podnosi¢ pokrywe przyrzadu tylko i wylacznie na czas wlozenia i
wyjecia kuwety z aparatu!!!

9.

10.

11.

W otwartym oknie ,,Spectrum Measurement” klikng¢ ikong ,,Start”. W
tym momencie rozpoczyna si¢ rejestracja widma fluorescencji badanego
roztworu. Po zarejestrowaniu catego widma, na ekranie monitora
pojawia si¢ aktywne okno ,,Spectra Analysis” z widocznym widmem i
czerwong pionowa linig. Nalezy na nig najecha¢ kursorem i
naprowadzi¢ lini¢ na maksimum widma. W pasku w dolnej czg¢$ci okna
»dpectra Analysis” widoczne sg oddzielone od siebie przecinkami
warto$ci dtugosci fali A i odpowiadajgcej jej intensywnosci fluorescencji
1. Odczytac i zapisac te warto$ci.

Aby rozpoczaé rejestracje kolejnego widma nalezy przejs¢ z powrotem
do okna ,,Spectrum Measurement”; znajduje si¢ pod spodem, pod
oknem ,,Spectra Analysis”.

Po zakonficzeniu pomiaréw i1 po zatwierdzeniu ich wynikow przez
prowadzacego ¢wiczenie pozamyka¢ wszystkie okna (bez zapisywania)
1 wyj$¢ z programu poprzez wybranie w oknie ,,Spectrum Measurement”
opcji ,,Measurement”, a nastgpnie z widocznego paska menu nalezy
wybra¢ ikong ,,Exit”. Na koniec zamkna¢ okno ,,Spectra Manager”.
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