12/12/2014

Molekulova luminiscence
C7955

Petr Taborsky
Jan Preisler

Ustav chemie, PfF MU, BRNO

Doporucena literatura

Knihy:
A. Sharma, S. G. Schulman - Introduction to Fluorescence Spectroscopy
J. R. Lakowicz - Principles of Fluorescence Spectroscopy

B. Valeur - Molecular Fluorescence: Principles and Applications

foamal

FLUORESCENCE

Casopisy:
Journal of Fluorescence
(http:/Aww.s pringerlink.com/content/1573-4994/)

Journal of Luminescence
(http:/Mmww.sciencedirect.com/science/journal00222313)

Luminescence-The Journal of Biological and Chemical Luminescence
(www.interscience.wiley.com/journal/bio)

Internet:

http:/mww.fluorescence-foundation.org
http:/bart.chemi.muni.cz

Svételné zareni

svételny paprsek je charakterizovan frekvenci (u) oscilace
magnetické a elektrické slozky (kolikrat za sekundu je vektor slozky
v maximu), resp. vinovou délkou (A)

rychlost svétla (c) ve vakuu je 3 x 108 m/s
pro rychlost svétla plati:

c=Au
elektricky nabita ¢astice (elektron) je schopna interakce se
svételnym vinénim (ovlivnéni je dano elektrickou slozkou paprsku).
pfijata energie (E) je kvantovana:

E=hu
h je Planckova konstanta (h = 6.625 x 10?7)
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Viditelné zareni - svétlo
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Snelllv zakon

Snelluv zékon patfi k zakladnim zakonUm popisujicim Sifeni vinéni, které prechazi
(tzv. lomem) pfes rozhrani z jednoho prostfedi do jiného prostredi, kde se skokové méni
optické vlastnosti prostfedi.

Je duleZitou soucasti geometrické optiky, kde popisuje lom paprsku svétla a

obecnéji elektromagnetického zafeni na rovinném rozhrani.

Nese jméno jednoho z objevitell, nizozemského matematika W. van Snella

Ze Snellova zakona plyne, vyjadfeno slovy, Ze:

P¥i Sifeni zafeni z prostiedi opticky /idsiho do opticky hust$iho prostfedi se paprsky
lamou smérem ke kolmici (tzv. lom ke kolmici).

P¥i Sifeni zafeni z prostfedi opticky hustsiho do opticky fid$iho prostfedi se paprsky
lamou smérem od kolmice (tzv. lom od kolmice).

Opticky hustsim, resp. fid$im prostfedim je minéno prostfedi s vy$8im, resp.
niz8im indexem lomu.

n; index lomu
v; rychlost
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Disperze svétla

Pfi lomu svétla dochézi k tomu, Ze se rozklada na jednotlivé vinové délky. PFiéinou toho je zavislost rychiosti
svétla v létkéch na frekvenci — disperze svétla. Pfi normaini disperzi se rychlost svétla zmensuje s frekvenci. Ve
vakuu k disperzi nedochézi.

Pfi prichodu rozhranim se neméni frekvence svétla, méni se vak rychlost svétia a tim i vinové délka.
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Teorie Barevnosti

Fyzikalni zéklady barevnosti

Rozdini interakce barviv jsou disledkem poticent &4t zéfen (1o ol proud fotond, 4. kvant enerle) o utie
vinové délce. Lidské oko je schopné vnimat zéfeni o vinové déice 400 a2 760 nm. Zfeni o vinové délcer pod 400
m Jo ulrfilovs. zéfent (V) 2afen! nad 760 nm jo nfacerven (), Z3feni v (Echlo oblacloch nevWaiavA
Zrakows viem a e pro ské oko nevidiené. Pokud fo zafen! v celém intervalu videineho svelle jet se ko be.
Zateni o vinovjch délkéch v intervalu viditelného svétia vyvolava zrakovy dojem uvedeny v tabulce.

uvedena [bava doplikova, Kierd se wvotf smiSenim nsgoticendo svetla. Pokud pledmét ponil 2 Siere zéien,
zéfeni o urtité vinové déice, odrézi se do oka Zbyvaji ta oko ma viem dopliikové barvy.

Spektrum
dopadajiciho suétla

Spektrum
odrazensho svétla

—

— /
A=oT = j Follecnesiétio o Piedmé:
Chlorophylla

Vinovad. [nm]  Barva Doplitkova E
400 - 435 fialova zelenozluta x SHecgue
435 - 480 modré Huta g — ez
480 - 490 zelenomodra oranzova ‘g'
490 - 500 modrozelena Cervena 2
500 - 560 zelena purpurova
560 - 580 zelenoZluta fialova
580 - 595 Auta modra Vinové délka (nm)
595 - 605 oranzova zelenomodra
605-730 gervend modrozelend V zelené $kale rostliny rostou pomaleji nebo vibec ne. V podstaté je
730 - 760 purpurova zelend zelena jediny typ svétla, které rostlinné chloroplasty nevyuzivaiji. To je

také divod, pro¢ je to jedind barva odrazena od listli (to je co vidime).
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Molekulova elektronova struktura

orbitaly a elektrony v molekule, jenz jsou
ovlivnény vazebnymi interakcemi jsou

zodpovédné za vznik elektronovych spekter ve

viditelné a ultrafialové oblasti spektra
plati Pauliho vylu€ovaci princip
nejcastéjsi metody vyzkumu molekulové

elektronové struktury jsou spektrofotometrie
(absorbance) v oblasti UV-Vis, luminiscenéni

Absorpce energie molekulou

Priklad: molekula butadienu po absorpci energie ve formé fotonu
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Energy

Intensity
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] ; Absorption 10°'% seconds
ST | Vibrational Relaxation and Internal Conversion 102 seconds
HE Fluorescence 10 seconds
I 0 Phosphorescence >107 seconds
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Fluorescence Phosphorescence

prevzato z www.biophysic.com (25.7. 2014)

Zpozdéna fluorescence

S,
7% AE (teplo, sraZky, atd.)
+—
| |
absorpce o T
fluorescence | |
| |
| |
| |
| | zpozdéna | fosforescence
I | fluorescence |
| | |
| | |
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Princip

« jde o termalni excitaci molekuly s nejnizsi
hladiny tripletového stavu zpét na nejnizsi
hladinu excitovaného singletového stavu (je to
reverzibilni mezisystémovy prechod (reverse
intersystem crossing) mezi T, a S;)

 k fluorescenci dochazi po navratu na S, (proto je
vinova délka je stejna jako u ,bézné*“
fluorescence)

* mezisystémovy pfechod zplisobuje zdrzeni
celého déje (Cas vyhasinani je mnohem delsi,
nez u ,bézneé“ fluorescence)

Typy termalni excitace

E-typ zpozdéné fluorescence — probiha u pevnych vzorkl a je
doprovazen zahfivanim systému, piipadné statistickou fluktuaci
elektrond mezi hladinami (jen pokud rozdil mezi tripletovou hladinou
a excitovanym singletem neni pfili§ vysoky). Jednd se o
jednofotonovou absorbci a zavislost mezi intenzitou emise a
intenzitou budiciho zareni je linearni. Poprvé byl tento jev pozorovan
u eosinu (E-typ).

P-typ zpozdéné fluorescence — k excitaci dochazi po kolizi dvou
molekul v tripletovém stavu. Jedna molekula v tripletovém stavu
odevzda nezafivé svoji energii druhé molekule v tripletovém stavu a
ta prejde do excitovaného singletu (triplet-triplet annihilation).
Rozdily mezi S; a T; mohou byt vy3S$i, nez u typu E. Je to
dvoufotonova absorbce (excitace dvou molekul), proto je intenzita
fluorescenéni emise pfimo Umérna ¢tverci intenzity budiciho zareni.
Tento jev byl poprvé pozorovan u pyrenu (P-typ).



http://www.biophysic.com/
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Vnitfni konverze Franck-Condonv princip

Obecné jde o prechod mezi nejnizsi excitovanou hladinou (S,) na + molekuly maji v z&kladnim a v excitovaném stavu obecné riizné
nejvyssi vibraéni hladinou nejnizsi singletové hladiny (S). dipdlové momenty i polarizovatelnosti (je to zptisobeno
elektrostatickymi interakcemi s okolim molekuly — napt. solvataci)
a)  vibragnihladiny S, sahaji az k vibracnim hladinam S,. Elektron se « okamzité po absorpcineni excitovana molekula v rovnovazném
tak muze prejitmezi S, a S, bez toho, aby se vyrazné zménila stavu a do rovnovazného stavu se dostane aZ dojde k vyrovnani
jeho energie. sil, které na ni pusobi
S1 « doba potiebna pro molekularni relaxace je mnohem delsi, nez je
SO rychlost elektronového pfechodu, ale obvykle kratsi, nez doba

Zivota excitovaného stavu

b) vibraénihladiny Sy a S, jsou blizko sebe a za jistych okolnosti
muze elektron prejit diky tunelovému efektu. Pravdépodobnost
tohoto déje se zvySuje se zmenSenim vzdalenosti mezi hladinami.

S1

« emisi dochazi ze stavu, kdy jiz bylo dosazeno rovnovazné
konfigurace

« okamzité po vyzareni svétla se molekula nachazi v
nerovnovazném stavu — vibracni relaxace na zakladni hladiné

SO

o . .
- I Franck-Condonuv princip -

1 —rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu

2 —nerovnovazna konfigurace v excitovaném stavu SO |V atace

(Franckav-Condonuv stav)

3 —rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
(Franckiv-Condonuv stav

*-
-
-

Absorpce [

=
- -
-

Energy

1 Fluorescence

Solvation Coordinate htp://en.wikipedia.org



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/ce/Solvation-energy-diagram.png
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02 2¢0

Absorption

5¢0

Encrgy

Nuclear Coordinates

Absorpce energie organickou

molekulou

+ absorpce je zpravidla zpusobena prechody vazebnych
(pfipadné nevazebnych) elektron v molekule do
antivazebnych molekulovych orbitall

* u slozitgjSich molekul se vétSinou jedna o kombinaci
nékolika prechodu

Typy pfechodu

Sy S; S, — singletovy excitovany stav
(elektrony maji opaény spin),

T pfechod je spinové dovoleny (je

pravdépodobny), vysoka intezita

E absorpce.

T, — tripletovy stav, elektrony maiji
stejny spin, tzv. zakazany prechod
(= méné pravdépodobny),

poskytuje pasy s nizsi intenzitou,
—f—l— —I— + energeticky rozdil je mensi oproti
S.
m Al m

1

ri1zné elektronové konfigurace 1 — elektronového systému

Typy pfechodU

hladiny energii molekulovych orbital(i



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Vibration-fluor-abs.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0e/Franck-Condon-diagram.png
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Typy pfechodu

Prechod o - 0*: jednoduché vazby (napf. C-C, nebo C-H),
vyzaduji velikou energii (méné nez 190nm, vakuova
oblast)

Prechod n - o* : nutna pfitomnost atomu s volnym
elektronovym parem (N, S, |, Cl, Br), absorpce kolem
200nm.

Prechod 1 — 11*: slou€eniny s dvojnymi a trojnymi vazbami,
¢im lepSi konjugance vazeb, tim vySSi vinova délka
(energeticka hladina nejvy$Siho obsazeného vazebného
orbital se zvySi a energeticka hladina nejnizSiho
nevazebného orbitalu se snizi — niz$i AE),
delokalizované T orbitaly aromatickych systém( — rozdil
energii je nizky (absorpce ve Vis oblasti)

v molekule je kromé dvojné vazby pfitomen také
atom s volnym elektronovym parem (N, S, Cl...), nizka
energie, ovlivnéni 1 — m* pfechodu

a)

b)

c)

Typy elektronovych prechodu v
komplexech kovl

pfechody v ramciiontu kovu vazaného do komplexu (d-
d, nebo f-f pfechody): dochazi ke $tépeni podhladin
jontu kovu vlivem ligandového pole.

C-T (charge-transfer) pfechody: pfenos naboje mezi
ligandem a iontem kovu, dochazi k pfechodu elektronu
z orbitalu atomu s vyrazné vyssi elektronovou hustotou
do orbitalu jiného atomu s mensi elektronovou hustotou
(bud prechod M-L, nebo L-M), tyto pfechody maji
vysokou intenzitu v porovnani s pfechody d-d.

elektronové prechody v ramciligandu vytvorené vlivem
elektrostatické interakce s iontem kovu.

Mezisystémovy prechod singlet-
triplet

tripletova hladina lezi nize, nez hladina S; (elektrony se

stejnym spinem se tolik neodpuzuiji, jako v pfipadé stavu

Sy)

* prechod z S, do T, se d&je podobnym mechanismem
jako je vnitini konverze

 tento proces zahrnuje zménu spinu elektronu a je malo
pravdépodobny (tzv. spinové zakazany prechod)

» ,spinové povolené“ vibracni procesy (vibraéni relaxace a

vnitini konverze) trvaji ~1014 s, zatimco ,spinové

zakézané" procesy ~1078 s (srovnatelné s fluorescenci)

Rozdéleni luminiscence podle
zdroje excitace

- fotoluminiscence - absorpce energie ve formé svétla

« chemiluminiscence a bioluminiscence - zdrojem energie je
chemicka, nebo biochemicka reakce

« elektroluminiscence —zdrojem je el. proud
« thermoluminiscence — zdrojem je tepelna energie
— zdrojem je radioaktivni zareni
« triboluminiscence — zdrojem je mechanicka energie
— krystalizace je doprovazena luminiscenci

« dal$i zdroje (sonoluminiscence, atd.)
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Zhaseni luminiscence
(luminescence quenching)

* luminiscenci konkuruje jiny dégj, ktery vede k
poklesu intenzity luminiscence

» vSechny mozné procesy zhaseni jesté nejsou
zcela vysvétleny

» dynamické (nékdy téz kolizni) a statické zhaseni

Zhaseni luminiscence

« statické zhaseni: ke ,komplexaci® dochazi v zakladnim

stavu (vytvofi se nefluoreskujici komplex). Luminiscence
jsou pak schopny jen disociované molekuly, ale rychlost
disociace je mala ve srovnani s se zafivymi pfechody (-
zarivé pfechody jsou neefektivni). Typicky pfiklad —
komplexace t&zkym kovem (snizeni fluorescence kys.
salicylové po komplexaci Fe(lll).)

Fo/F =1 + K [Q]

Dynamické zhaseni luminiscence

k interakci mezi zhaSecem a potencialnim fluoroforem dojde po
excitaci, kdy excitovana molekula vytvori ,komplex"s jinou ¢astici
(molekulou, ,species”), ktery nefluoreskuje — dojde k vytvoreni
novych hladin a dojde k deexcitaci vnitfni konverzi. Typicka je napf.
tvorba komplexu s kyslikem rozpusténym v rozpoustédle (oxidace),
I, Cs*, akrylamidem, atd.

Fo/lF =1+ Ksy [Q]

Stern-Volmerova rovnice: F je intenzita fluorescence bez zhasedla,
F je intenzita fluorescence se zhasedlem, K, je Stern-Volmerova
zhaseci konstanta, Q je koncentrace zhasedla

dynamické zhaseni snizuje t

Dynamické zhaseni

0.00 001 002 003 004 005 006 007

Concentration of I (M)

Zhaseni fluorescence fluoresceinu za pfitomnosti |-
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Possible de-excitation pathways of excited molecules

i . Delayed
-~
Phosphrescence « o a Intersystem crossing = = = fluorescence
A
’ Photochemical
Electron transfer : transformation

Proton transfer

Excited

EXCitation = P Energy transfer

molecule

Formation of excimer
(or exciplex) Conforamtional
change

Intramolecular

-
-
o Internal

== conversion charge transfer

Photon emission
(fluorescence)

Dexter electron transfer

theoretically proposed by D. L. Dexter in 1951

NOT that DEXTER from TV series! A —
so called Dexter energy transfer \
is a (fluorescence) quenching mechanism in oY ¢ L

which an excited electron is transffered from

one molecule (a donor D) to a second P
molecule (an acceptor A) via non radiative way o ‘% A
pat

wavefunction overlap between acceptor and Danor e Acceplor
donor is required SN
only short distances (typically within 10 A) o #“. N
ke Jexp ﬁﬂ 2= [ Ioldeatd) X 4
. . A
Rate of ET is proportional to J spectral overlap ‘—H— "o

ris the separation of D from A
L is sum of Van der Waals radii of the D and the A

Forster resonance energy transfer

- so called fluorescence resonance energy transfer (FRET)
- TheodorForster was german physical chemist

iy

- ET between two chromophores (donor D and acceptor A) with appropriate
spectral properties

D may transfer energy to an A through nonradiative dipole-dipole coupling
efficiency of this ET is inversely proportional to the sixth power of the distance
between donor and acceptor

- The method (FRET) is often used in analytical chemistry and biochemistry

Energy transfer

light light

distance quenching of light

Vliv prostfedi na luminiscenci

10
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Vliv vnéjSiho prostiedi na L N
1 - rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
ﬂuorescenci 2 — nerovnovazna konfigurace v excitovaném

stavu (Francktv-Condonuv stav)
3 —rovnovazna konfigurace v excitovaném

- okolni prostiedi (rozpoustédlo, pH, atd.) ma ve stavu (zavisina okoli molekuly)
v . .. wovr . 4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim
fluorescenéni  spektroskopii  vétSi  vliv na stavu (Franckv-Condoniiv stav
vyslednou podobu spekter, nez

spektrofotometrie (UV-Vis) *
’) Absorpce [ 1 Fluorescence

+ Vétsi vliv okoli na molekuly v excitovaném stavu - -

Vliv rozpoustédla

* moznosti interakci mezi molekulou analytu a Luminiscence mOIekU|y je

rozpoustédla: dipdl-dipdl, dipdl-indukovany dipdl, charakterizovana:
vodikové mustky... ’

» rozpoustédla, ktera tvofi vodikové mustky maiji

viiv na n-r* pfechody (tato rozpousStédia se emisni spektrum (emisni maximum), excitacni
chovaji jako velmi slabé Brgnstedovy kyseliny a spektrum (excitagni maximum), Stokestiv
atomy s nevazebnymi elektrony jako zasady a posun, kvantovy wytéZek, &as vyhasinani

Castecné pfijimaji proton)
 polarita rozpoustédla nejvice ovliviiuje TT-11*
(polarni rozpoustédla snizuji energii T*)

luminiscence

11
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Emisni a excitani spektra Emisni spektrum

emisni spektrum (fluorescenéni resp. fosforescenéni spektrum):
zavislost intenzity luminiscence na vinové délce. Méri se pfi konstantni
Nexe

excitacni  (aktivacni, ,absorpéni“) spektrum: zavislost absorpce
luminoforu (fluoroforu) na vinové délce. Méfi se pfi konstantni A,

Stokesity
u

em, max
A

Relative Ploseescence Intendly
s ®

= Quinine siphate

400 450 w0 S0 600 eS8 700 750 W00

© Wavelength (mm)

Excitacni spektrum Emisni a excitacni spektra
" : rozdil mezi emisnim a excitatnim
7 maximem (v nm)
« Kashovo pravidlo: tvar emisniho spektra neni
oL 1 ovlivnén vinovou délkou excitace a Ize excitovat

3 ) \ | zafenim s kteroukoli vinovou délkou z excitaniho

o 1 1 spektra
A |
w . . - .
* nejvyssiintenzitaluminiscence: excitace vinovou
délkou rovnou excitaénimu maximu

Wavelength {nm)

,nebot pfechod z T, do S, je spojen s mensim
rozdilem energie, nez pFec%od z gl do S,

Excita¢ni a absorpéni spektrum maji podobny tvar, jestize absorbuje pouze
ta ¢ast molekuly odpovédna také za fluorescenci

12
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Zrcadlové pravidlo

emisni a excitacni spektra organickych |atek maji podobny
tvar, ale jsou zpravidlazrcadlové obracené

Rhodamin 6G

100 — Emise
90 A — Excitace

IF [au]

02

Fluorescence

2¢0
Absorption

5¢0

Encrgy

[
Nuclear Coordinates

Emisni spektra

en

400

Warabasgth )

Aditivnipravidlo: fluoreskuje-li po ozareni ve vzorku vice nezavislych
fluoroford, vysledna emise je soudtem prispévki emisi téchto latek. Toto
pravidlo v8ak plati pouze pro molekuly, které spolu nevyménuji energii...

Fluorescence a fosforescence

Relative intensity

2

E /K P
1 1 ]
00 300 400 500 600

Wavelength, nm

Cas vyhasinani fosforescence — 10 az nékolik s

Cas vyhasinani fluorescence — 1012 az 106

Fosforescence: posun emise k vy$§im vinovym délkam

13
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Zakladni vztahy

A=cle =log (®,/P) (Lambert-Beeruv zakon)

A — absorbance, ¢ — koncentrace, € — absorbéni koeficient, | — tioustka kyvety,
@, - zéreni vyslané na vzorek, @ - zéreni pro$lé vzorkem

F= ko ®, (1-10°)

F — fluorescencni signal (fotony/s), k — podil emitovanych foton(, které dorazi
na detektor, ¢ — vytéZzek luminiscence

F=ko®, 23cl¢

zjednoduseny vztah pro nizké koncentrace

,Cas Zivota“ (lifetime) fluoroforu

» nestudujeme jednu molekulu s fluoroforem, ale
mnoho molekul s populaci elektronti na
excitovanych hladinach

* na zakladé studia systému z mnoha molekulami
uréujeme ,Cas zivota“ urcité molekuly s
fluoroforem

dn*/dt = -n* " + f(t)

n* je pocet excitovanych &astic, t je €as, I' je rychlostni konstanta emise
fluorescence, f(t) je Casova jednotka (Cas excitace)

+ jestlize k excitaci dojde v ¢ase t = 0, pak:
dn*/dt=-n*T

pro pocet excitovanych molekul Ize rovnici zapsat takto:

n*(t)=n*(0) exp 't
jestlize:

t=r1
pak:
n*(t)/n*(0) = e ~U*

1 je tedy Cas, kdy 1/e molekul (36.8%) je v zakladnim stavu

Cas Zivota luminiscence

kfivka vyhasinani ma pro stejné ,species” exponencialni prabéh

n*(t)/n*(0) = e -t

8-pulse

a
Time (ns)
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Vyhasinani luminiscence

« poCet excitovanych €astic je umérny intensité luminiscence:

ll=ae-

Log intensity H \-\7 Emission
|

time

Vyhasinani luminiscence

« jestlize je v systému vice komponent (,species®), které
po excitaci za danych podminek vykazuji luminiscenci,
potom ma vysledna kfivka multiexponenciélni charakter

Emission

Log intensity

[ N n
| .

| | ~—Excitingpulse

time

Vytézek luminiscence

» obecna definice: @ = k;/ (k; + k; + k)

k¢ rychlost emisniho procesu (fluorescence)
ki rychlost nezafivych pfechodu (teplo, relaxace...)
ky rychlost mezisystémovych pfechodl

- jestlize rychlost deaktivacnich procesu je pomala ve srovnani s k¢
potom kvantovy vytézek je vysoky

» kvantovy vytézek:
@k = New/Navs = len/laps = lem/(lo-1)
Pe<Py  (Stokesltv
+ energitcky vytézek: posun)
e = Een/Eans = NVer/hve
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Stanoveni kvantového vytézku

1) absolutni stanoveni (primarni metody)
«  chemicky aktinometr
«  kalorimetrie

«  kalibrované zdroje zareni, korekce spekter,
integracni koule atd.

2) relativni stanoveni (sekundarni
metody)

« srovnani s fluorescenénim standardem

Stanoveni kvantového vytézku

Chemicky aktinometr

roztok Stavelanu Zelezitého absorbuje vSechno zafeni o
vinové délce mensi nez 490nm

absorbované zafeni se velikou ucinnosti redukuje Fe(lll)
na Fe(ll)

titratné Ize urcit kolik Fe(lll) se pfeménilo na Fe(ll) a
nasledné spocitat kolik fotond proslo systémem
usporadani  chemického aktinometru pro ur€eni
kvantového vytézku: kyveta se vzorkem je obklopena
aktinometrickym roztokem, kromé& malého okénka, které
propusti do vzorku excitacni zafeni. Emitované zareni je
pak zachyceno do aktinometrického roztoku.

JABLE | R F Quantym Yield In Various
Emission Ranges.t

Begion Compound Solvent o Bet.

270-300 nm Benzene Cyclohexane 0.05£002 a

300-380 nm Tryptophan* Hz0 (pH 7.2) 0.14+0.02 b

300-400 nm Naphthalene Cyclohexane 0.2310.02
315-480 nm 2-Aminopyriding 0.1 N HSO4 0.60£0.05 d
360-480 nm Anthracens Ethanol 0.27+0.03 ae

o

400-500 nm ©,10-Diphenyl-  Cyclohexane 0.90£0.02 f.g

anthracene
400-600 nm Quining 1NH80, 0.546 e.g
Bisulfate
600-650 nm Rhodaming 101 Ethanol 1.0£0.02 h
600-650 nm Cresyl Violet Methanol 0.5410.03 i

Stanoveni kvantového vytézku

‘ kvantovy vytézek: @y = Nem/Naps

« pro stanoveni kvantovych vytézklu pouzivame fluorescenénistandardy
(4. latky s definovanym kvantovym vytéZkem)

« potfebujeme znat molarni absorpéni koeficienty (nebo hodnoty
absorbanci pfi stejné koncentraci) stanovované latky i standardu pro
vinovou délku excitacniho zafeni

« zméfime a porovname plochy (F) emisnich spekter

Fy Est
P.= P X

Fq &
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Stanoveni kvantového vytézku -
problémy

« vnitfné filtracni efekt (samoabsorpce)

* rGzna citlivost detektoru pro rtizné vinové délky
» promeénliva intenzita excitacniho zdroje

» korekce na refrakéni index

» polariza¢ni efekt

« necistoty ve standardech

* rozptyly (Raman, Tyndal)
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