Fyzikalni praktikum 4

Meéreni fluorescence a stopovani vodniho

toku

Ukoly

1. Zrealizujte méreni koncentrace fluoresceinu ve vodném roztoku pomoci jeho fluorescence.

2. Provedte a vyhodnotte stopovaci experiment prutoku vody nezndmou hadickou.

Luminiscence

Luminiscence je schopnost latky zafit intenzivnéji neZ odpovidé rovnovaznému tepelnému zafeni.
Podle zptsobu, jakym je luminiscence vyvoldna, mluvime o termoluminiscenci, chemiluminiscenci,
triboluminiscenci, elektroluminiscenci atd. Tento text se bude zabyvat fotoluminiscenci, tedy lu-
miniscenénim zarenim vzniklym po excitaci dopadajicim elektromagnetickym zéfenim, vétSinou
z UV oboru nebo viditelnym svétlem.
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Obrazek 1: Jabloniského diagram. Molekula je absorpci fotonu excitovdna ze zdkladniho single-
tového stavu (Sp) do napt. druhého excitovaného singletu (S2). Rychlou vibracni relazaci (vr)
a vnitini konverzi (ic) piechdzi do nejnizsiho excitovaného singletu (S1) a emituje fluorescencéni
zdient (fluor.). Mezisystémovym piechodem (isc.) miZe molekula prejit do tripletovych stavi (T)
a ndsledné emitovat fosforescencni zdieni (fosf.) nebo dalsim mezisystémovym prechodem pie-
jgit do vibracné excitovaného zdkladniho singletu (nezakresleno). Nezdrivé procesy jsou naznaceny
vinovkou.
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KdyZ molekula pohlti foton UV zareni nebo viditelného svétla, je podle vybérovych pravidel
excitovana do stavu se stejnou multiplicitou (tj. stejnou celkovou hodnotou spinu), jaky méla pred
excitaci (viz obr. 1). ProtoZe vét§ina zakladnich elektronovych stavii molekul jsou singlety (stavy
s nulovou celkovou hodnotou spinu), bude i stav molekuly po absorpci fotonu singlet. (Znamou
vyjimkou je napiiklad molekula Osq, jejimz zakladnim stavem je triplet.) Pravdépodobnost pie-
chodu excitovaného singletu do singletovych stavi s nizsi energii pomoci emise fotonu je veliké,
a proto excitované molekuly mohou okamzité zacit vyzarovat takzvané fluorescenéni zareni. Rych-
velkou mérou pfispiva k fluorescenénimu zafeni. Je zjevné, Ze fluorescence miva vétsi, pripadné
stejnou vlnovou délku jako excitujici zafeni, jen vzédcné ma fluorescence vlnovou délku kratsi.
Protoze pfi emisi fluorescenc¢nich fotoni dochézi k povolenym prechodim, byva doba Zivota ex-
citovaného singletu velmi kratki a fluorescenéni zéreni vétsinou pohasne fadové nanosekundy po
vypnut{ excitujiciho zéfeni. Intenzita fluorescence muze byt relativné vysoké, pokud ovSem ex-
citovany singlet neni silné zhasen (deexcitovan) konkuren¢nimi nezafivymi procesy (viz obr. 2),
napf. pri srazkdch s okolnimi molekulami. Protoze rychlost zhaSeni roste s rostouci teplotou, je
fluorescence intenzivnéjsi a doba Zivota excitovaného singletu delsi pii nizsich teplotéch.

Excitovany singlet ovSem miuze samovolné nebo pomoci srazky piejit do tripletového stavu, ve
kterém je spin jednoho elektronu v molekule otocen, kvantové ¢islo popisujici velikost celkového
spinu S mé velikost jedna a multiplicita stavu (25 + 1) je 3. Timto zptsobem miiZe molekula pre-
jit i do ruznych vyssich tripletovych stavi, ty ale vétSinou rychle prejdou nezarivymi i zarivymi
procesy do nejnizsiho tripletu. Deexcitace nejnizsiho tripletu emisi fotonu vyzaduje zménu multi-
plicity molekuly, jde tedy o zakdzany pfechod. Stfedni doba Zivota tripletu je proto vyrazné delsi
nez doba zivota excitovanych singleti, mtze trvat napf. mikrosekundy. Zafeni tripletu se nazyva
fosforescence a byva mnohem slabsi nez fluorescence. Stejné jako v piipadé fluorescence, doba
dohasinéni a intenzita fosforescence rostou s klesajici teplotou. VInovéa délka fosforescence byva
v typickych pripadech delsi nez vinova délka fluorescence.

Po absorpci fotonu se ale molekula mutze dostat do vysoce reaktivniho stavu a ziskana energie
muze pfejit do riznych chemickych reakci. Jednim z reakénich kanala je fragmentace. Jestlize
doslo k ozareni pevné latky, budou vzniklé radikily uvazané na svém misté bez moznosti zreagovat
s jinym radikilem. Teprve tepelné aktivace umozni radikalim vychylit se ze svych aktualnich poloh
a znovu vytvorit pretrzenou vazbu. Produkt této reakce mize byt v excitovaném stavu a emitovat
foton, tento proces tedy také vede k luminiscenci. Intenzita takovéto luminiscence ovsem roste
s teplotou. Doba dohasinani zavisi na aktiva¢ni energii reakce radikali a za nizkych teplot muze
dosahovat i nékolika dni.
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Obrazek 2: Mezi hlavni deexcitacni procesy
patii emise fotonu (luminiscence), ionizace Obrazek 3: Priklad prinikové krivky s naznade-
(prostd nebo disociativni), rizné typy fragmen- nou dobou pritoku roztoku s mazimdlni koncen-
tace, zhdseni pvi srdaZkdch, pfenos excitace, tract (tm) a stfedni dobou priniku barviva (t).

rizné chemické reakce, presmyky.
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Stopovani neznadmych toku

Stopovanim vodniho toku se oznacuje experiment, pfi kterém se voda potoka, feky, nebo i jezera,
studny atd. oznac¢i vhodnym stopovacem, napt. barvivem nebo soli zvysujici vodivost, jehoZ kon-
centrace se pak méif na jiném misté, napf. za Gcelem prokizat spojeni mista injektaze a mista
odbéru vzorki. Stopovaci experimenty lze pouzit napf. ke zjisténi, jestli znecisténi vody v jednom
misté muze vést ke kontaminaci okolnich studni, dale ke kontrole potrubi, zda z néj neuniké ¢ast
vody pry¢, nebo ke zjisténi charakteru nezndmého vodniho toku, typicky ve speleologii. K zéklad-
nimu zjisténi, kam sledované voda odtéka (napf. spojeni ponoru s vyvéry) staci kvalitativni méreni
pritomnosti stopovace v misté detekce. Pro uréeni charakteru neznamého toku je ale potreba
provést kvantitativni méfeni ¢asové zavislosti koncentrace stopovace (tzv. prinikova kiivka, viz
obr. 3) spolu s méfenim prutoku vody jak v misté injektaze stopovace, tak v misté jeho detekce.

Jednou ze skutec¢nosti, které stopovaci experiment miize odhalit, je vétveni nezndmého toku.
Pokud tok obsahuje dvé vétve, kterymi voda tece rizné dlouho, mohou se na prinikové kiivce
objevit dva piky. Nezndmy piftok nebo naopak odtok ¢asti vody jinam, nez do mista detekce, lze
odhalit i bez stopovaciho (vétsinou barviciho) experimentu prostym méfenim prutoki. Kdyz ale
zkoumané oblast obsahuje pritok i odtok ¢asti vod, je potfeba sledovat nejenom prutoky vody, ale
i navratnost stopovace (tj. procento barviva, které dorazilo do mista detekce).

Prunikovou kfivku lze ale vyuZzit i k odhadu rozméra a charakteru neznamého toku. Nejiuplnéjsi
informaci nese cely pribéh priunikové kiivky, ¢asto se ale sleduji i jeji zjednodusené charakteristiky,
jako jsou doba, za kterou dorazil roztok barviva s maximélni koncentraci, nebo nékteré momenty
prunikové kiivky, zejména nulty moment (My) slouZici k vypoctu navratnosti barviva, prvni mo-
ment (%) neboli stfedni doba priitoku barviva a druhy centralni moment (02) pouzivany k vypoctu
tzv. podélné disperze barviva:
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kde t je ¢as uplynuly od injektéze barviva, C oznacuje koncentraci barviva a @) pritok vody v misté
detekce. Kromé téchto veli¢in Ize sledovat napt. pomér t2/a?, ktery charakterizuje, zda pohybu
vody dominuje advekce nebo diftize, a fadu dalsich parametri. V tomto praktiku si ve velmi
zjednodusené situaci muzete zjistit, jaké charakteristicky nezndmého toku lze pomoci barviciho
experimentu stanovit a jaké zpusoby jsou k tomu vhodné.

Detektory svétla

Protoze pfi feSeni ilohy budete potiebovat detekovat luminiscencni zafeni, je vhodné stru¢né
shrnout principy béznych detektort svétla. Pii detekci svétla je mozné vyuzivat nékolika jevi:

e fotochemické reakce — napt. klasické fotografie

e vnéjsi fotoefekt — naptr. ve fotonasobicich a ICCD kamerach

e vnitini fotoefekt — fotoodpory, fotodiody, fototranzistory. ..
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e zahfivani vzorku po absorpci svétla — napf. pyroelektrické detektory pulznfho laserového
zaleni.

Nasledujici text se bude tykat pouze fotodiod. Jak znamo, na PN prechodu vznika diky difazi
volnych nosi¢t naboje ochuzena vrstva s nevykompenzovanym prostorovym nabojem (viz obr. 4),
uvnitt které je relativné silné elektrické pole. Ochuzené vrstva mé nizkou vodivost. Je-li v ochuzené
vrstvé absorbovan foton s energii vétsi nez je sitka zakézaného pésu, vznikne v ni par elektronu
a diry, ktery zvysi vodivost ochuzené oblasti, coz lze pouzit k detekei svétla. Silné elektrické pole
v ochuzené oblasti odtdhne vznily elektron a diru na opac¢né strany PN prechodu, coz miZe vést
ke zméné napéti na fotodiodé a také muze byt pouzito k detekci svétla.
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Obrézek 4: Nacrtek struktury, hustoty prostorového ndboje (p) a intenzity elektrického pole (E)
ve fotodiodé (vlevo), PIN fotodiodé (uprostied) a lavinové fotodiodé (vpravo). U lavinové fotodiody
jsou zndzornény oblasti generace volnijch ndboji a jejich ndsobeni v silném el. poli. Silné dopo-
vané oblasti lavinové fotodiody jsou oznaceny tucniymi pismeny, slabé dopovand oblast je oznacena
malym pismenem p.

Fotony absorbované mimo ochuzenou oblast mohou také vytvorit elektron-dérovy par. Pokud
ale jeden z téchto nosi¢ti ndboje ndhodné diky diftizi nedorazi na hranici ochuzené oblasti a neni
jejim elektrickym polem pfetazen pres PN piechod diive, nez dojde k jeho rekombinaci, pak
elektron-dérovy par generovany mimo ochuzenou oblast nemize p¥ispét k fotonapéti nebo foto-
proudu. Citlivost fotodiody je tedy tim vé&tsi, ¢im vétsi je ochuzené oblast. Elekron-dérové pary
vzniklé pfimo v ochuzené oblasti navic reaguji na silné elektrické pole okamzité, zatimco odezva
diody na fotony absorbované mimo ochuzenou oblast je pomalé, protoZe je limitovana pomalou
diftazi nosi¢ti naboje k PN prechodu. Rychlost fotodiody miiZe byt limotovana i kapacitou PN pfe-
chodu, ktera klesa s rostouci tloustkou PN prechodu. Pro zvysSeni citlivosti i rychlosti fotodiody
je tedy zadouci zvétsit tloustku ochuzené vrstvy.

Tohoto cile je dosazeno v tzv. PIN fotodiodé, ve které je do PN prechodu vloZena vrstva
intrinsického polovodice s malou koncentraci volnych nosi¢t ndboje (viz obr. 4). To vede k rozsifeni
ochuzené vrstvy a zvySeni citlivosti i rychlosti PIN fotodiody, takZe nékteré PIN fotodiody jsou
schopné métit déje s Casovym rozlisenim pod jednou nanosekundou.

Citlivost fotodiody lze dale zvysit lavinovym zesilenim signalu v tzv. lavinovych fotodiodéch.
Tyto diody maji v oblasti PN prechodu tak silné elektrické pole, Ze volné nosi¢e naboje tekouci
PN piechodem vyvolavaji lavinovou ionizaci polovodi¢e podobné jako elektrony vyvolavaji ionizaci
plynu v doutnavém vyboji. Tento proces vede ke zvySeni citlivosti fotodiody, ale také ke zvySeni
Sumu a snizeni rychlosti odezvy fotodiody. Aby lavinova fotodioda dosahovala co nejvyssi citlivosti
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a méla co nejmensi Sum, byva oblast generovani elektron-dérovych part v Siroké slabé dopované
oblasti PN pfechodu oddélena od tzké oblasti nasobeni, jak je znazornéno na obr. 4.

Pribéh tlohy

1. Je vhodné zacit sestavenim aparatury pro detekci fluorescenéniho zareni fluoresceinu. Mé-li
byt méreni citlivé, je potfeba nejenom soustiedit co nejvice fluorescence na detektor, ale
také co nejvice potlacit vliv ostatnich zdroji svétla.

2. Sestavenou aparaturu nakalibrujte, abyste mohli mé¥it koncentraci fluoresceinu.

3. Pomoci kalibrované detekéni aparatury provedte stopovaci experiment vodniho proudéni
neznamou hadi¢kou. Hadickou bude protékat voda s priblizné konstantnim pritokem. Béhem
proudéni vody Vam vyucujici vodu na vstupu hadicky oznackuje malym mnozstvim roztoku
fluoresceinu. Voda vytékajici z druhého konce hadicky bude proudit sklenénou trubickou,
kde muZete provadét fluorescenéni méfeni.

4. Pomoci vysledkt stopovaciho experimentu vyvodte zavéry o rozmérech hadicky. Hadicka ma
kruhovy prufez.

Pomiicky

e LED riznych barev

e PIN diody

e Dva hranové optické filtry (nizkofrekvené¢ni a vysokofrekvenéni) s hranou na 500 nm
e Spojka (f = 2.54cm)

o Klickova uchyceni optickych komponent

e Osciloskop, multimetr, elektronické soucastky (odpory, vodice, ¢asovaé CM 555 .. .)
e Roztok fluoresceinu se znamou koncentraci

e Odmérny valec

e Plastové hadicky ruznych prafeziu
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